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Numer specjalny pod redakcjg Marii Jolanty Redowicz

W NASTEPNYM NUMERZE:
140-te urodziny DNA

Cytochromy P-450

ivamu

Kwas jasmonowy w przeka
sygnatow

Redakcja przeprasza za blad powstaty w vol. 55 nr 1, 2009,
s 4: Sprawozdanie z dziatalnosci Zarzadu Gtéwnego PTBioch
XVI11 kadencji (2005-2008)

jest: Pozostali cztonkowie Z.G.: Marek Gniazdowski (LédZ,
zmart 18. 7. 2006 r.), Teresa Jakubowicz (Lublin), Wiestawa
Jarmuszkiewicz (Poznan), Michat Komoszyriski (Torun),
Piotr Laidler (Krakéw), Adam Szewczyk (Warszawa), Michat
Wozniak (Gdansk), Ludmita Zylifiska (£6dz)

powinno by¢: Pozostali cztonkowie Z.G.: Dariusz Chlubek
(Szczecin), Marek Gniazdowski (L6dz, zmart 18. 7. 2006 r.),
Teresa Jakubowicz (Lublin), Wiestawa Jarmuszkiewicz
(Poznan), Piotr Laidler (Krakéw), Adam Szewczyk (Warsza-
wa), Teresa Wesotowska (Szczecin), Michat Wozniak
(Gdarisk)

Rysunek na oktadce:

Zdjecie na oktadce, przedstawiajagce gepar-
da (Acinomjx jubatus) polujacego na ofiare,
nawiazuje do treSci obecnego numeru spe-
cjalnego ,,Postepéw Biochemii" poswieco-
nego w catosci mechanizmom ruchéw ko-
mérkowych.
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Maria Jolanta Redowicz
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Wiadomosci krajowe \ v,
pod red. Teresy Wesotowskiej
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lina Maruniewicz, Przemystaw Wojtaszek

Rola uktadu aktomiozynowego w ruchach chloroplastow
indukowanych $wiattem niebieskim

Weronika Krzeszowiec, Halina Gabrys$
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Mechanizmy Ruchéw Komorkowych
Ruch jest nierozerwalnie zwigzany z kazdg zywg komorka, z kazdym zywym organizmem — od bakterii po ssaki i rosliny.

Problematyka ruchéw komérkowych,

rozumianych jako migracja i ruch wewngtrzkomérkowy, zajmuje sie w Polsce szereg

grup badawczych, ktére w 2006 r. podjetly inicjatywe utworzenia Sieci Mechanizméw Ruchéw Komoérkowych — Mobilitas.pl.
Cztonkami Sieci zostaty zespoty z Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego, Centrum Onkologii-lInstytutu im. M.
Curie-Sktodowskiej, Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN i Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komdrkowej.
Z Siecig stowarzyszyty sie grupy z Uniwersytetu Jagiellonskiego, Uniwersytetu Wroctawskiego, Uniwersytetu £ 6dzkiego i Uni-
wersytetu Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy. Informacje o Sieci znajduja sie na stronie internetowej www.mobilitas.pl. Z
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego uzyskaliSmy fundusze na rozpoczecie wspdlnych badan, lecz w kolejnych konkur-
sach nie przyznano juz $rodkéw. Pomimo to kontynuujemy rozpoczetg wspoétprace, wyrazem czego jest m.in. przygotowanie

n

0o

umeru specjalnego ,,Postepow Biochemii™.

Autorami artykutéw zamieszczonych w niniejszym numerze ,,Postepéw Biochemii' sg badacze zwigzani z Siecig. Poza
pisem mechanizmoéw migracji komoérek od ameb po komérki nowotworowe (Ktopocka i wspoétaut., Popow-Wozniak
wspotaut., Gos iwspotaut.), Czytelnik znajdzie w tym numerze prace dotyczace endocytozy w komérkach zwierzecych (01-
chowik i Migczynska) i roslinnych (Kasprowicz i wspé6taut.), przekazywania sygnatéw (Olchowik i Miagczynska, Wybieralska
i wspotaut., Sroka i Madeja, Pomorski), ruchu organelli w roslinach (Krzeszowiec i Gabry$), regulacji organizacji aktyny
(Maruniewicz iwspo6taut., Moraczewska, Ktopocka i wspo6taut., Nowak iwspoétaut.) i mikrotubul (Bajer i Kasprzak), biatek sz-
kieletu komérki oddziatujacych z btong komdérkowg (Bok iwspoétaut.), a takze aktyny i miozyny w jadrze komérkowym (Mig-
ocka-Patrzatek i Malicka Btaszkiewicz, Sobczak iwspdtaut.). Zamieszczamy takze wspomnienia o prof. Renacie Dgbrowskiej,
Swiatowej stawy biochemiku mieéni i prof. Przemystawie Janiku, $wiatowej stawy biologu komérek nowotworowych.

PARTNERZY POSTEPOW BIOCHEMII
Polska Sieé¢

OLYMPUS |”MERCK Mitochondrialna
Il
|

Your Vision, Our Future www.mitonet.pl

Zapraszam do lektury, Maria Jolanta Redowicz
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JUBILEUSZ 50-LECIA
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGDO

Polskie Towarzystwo Biochemicz-
ne $wietowato pieédziesigta rocznice
swojego powstania 3 kwietnia 2009
roku w Sali Lustrzanej Patacu Staszi-
ca PAN. Zorganizowano z tej okazji
uroczystg sesje naukowg, w ktorej
uczestniczyto wielu zaproszonych
gosci, sympatykéw i cztonkéw To-
warzystwa z catego kraju i zagranicy.
Na uroczysto$¢ przybyli m.in.: prof.
Israel Pecht (sekre-

przedstawiciele polskich towarzystw
naukowych: prof. Jerzy Kawiak (Pol-
skie Towarzystwo Histochemiczne i
Cytochemiczne), prof. Bogustaw Bu-
szewski (Polskie Towarzystwo Che-
miczne), prof. Alicja J6zkowicz (Pol-
skie Towarzystwo Biologii Komorki);
prof. Matgorzata Skup (Polskie To-
warzystwo Badan Uktadu Nerwowe-
go), prof. Jan Pachecka (Polskie To-

warzystwo Far-

tarz generalny FEBS),
prof. Jerzy Duszynski
(podsekretarz stanu
w Ministerstwie Na-
uki i Szkolnictwa
Wyzszego), minister
Julia Pitera wraz z
siostra  Krystyng i
synem Jakubem (ro-
dzina prof. Kazimie-
rza Zakrzewskiego,
wieloletniego preze-
sa Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicz-

Fotografia 1. Od prawej: w pierwszym rzedzie —
prof. Piotr Zielenkiewicz, prof. Bogustaw Buszewski, tof

maceutyczne),
przedstawiciele
warszawskich
placowek na-
ukowych, m.in.
Miedzynaro-
dowego Insty-
tutu Biologii
Molekularnej
i Komorkowej
oraz Centrum
Onkologii, re-
daktor Krzysz-
Michalski

nego), prof. Serhiy
Komisarenko (prezes
Ukrainskiego Towa-
rzystwa Biochemicz-

prof. Andriy Sybirny, prof. Israel Pecht, prof. Adam
Szewczyk, prof. Jerzy Duszynski, sekretarz stanu
Julia Pitera z synem Jakubem; w drugim rzedzie:
prof. Michat Wozniak, prof. Matgorzata Skup, prof.
Stawomir Majewski, mgr tukasz Majewski; w gtebi
— prof. Janina Kwiatkowska-Korczak i prof. Barbara
Grzelakowska-Sztabert

z | Programu
Polskiego Radia
(laureat Nagro-
dy Polskiego

nego), prof. Andriej
Mojsiejonok  (Biato-
ruskie Towarzystwo Biochemiczne),
prof. Andriy Sybirny (prezes Ukrain-
skiego Towarzystwa Biologii Komor-
ki), prof. Wojciech Stec (wiceprezes
PAN), profesorowie: Adam Szew-
czyk (Instytut Biologii Doswiadczal-
nej im. M. Nenckiego PAN i Piotr
Zielenkiewicz (Instytut Biochemii i
Biofizyki PAN) —dyrektorzy placo-
wek naukowych od lat wspierajagcych
Polskie Towarzystwo Biochemicz-
ne, a takze prorektorzy i dziekani z
uczelni biologicznych z catego kraju,
m.in.: Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie, Warszaw-
skiego Uniwersytetu Medycznego,
Akademii Wychowania Fizycznego
w Warszawie; Wydziatéw: Biologii
i Chemii Uniwersytetu Warszaw-
skiego, Wydziatéw: Biotechnologii,
Nauk Biologicznych i Chemii Uni-
wersytetu Wroctawskiego, a takze

Postepy Biochemii 55 (2) 2009

Towarzystwa
Biochemicznego
im. B.

tetu Jagiellonskiego), prof. Lech
Wojtczak (trzykrotny prezes Pol-
skiego Towarzystwa Biochemiczne-
go) przedstawit wyktad o historii
Towarzystwa. Wreczyt on réwniez
dyplomy nowym cztonkom hono-
rowym Towarzystwa: prof. Jolan-
cie Baranskiej (Instytut Nenckiego),
prof. Edwardowi Bankowskiemu
(Uniwersytet Medyczny w Biatym-
stoku), prof. Andrzejowi Dzugajowi
(Uniwersytet Wroctawski) i prof.
Aleksandrowi Kojowi (Uniwersytet
Jagiellonski).

Nastepnie wspaniate wyktady wy-
gtosili laureaci nagrod im. J. K. Parna-
sa: prof. Maciej Zylicz z Miedzynaro-
dowego Instytutu Biologii Moleku-
larnej i Komorkowej, prezes Fundacji
na rzecz Nauki Polskiej (,,Kameleony
biatkowe") oraz prof. Grzegorz We-
grzyn z Uniwersytetu Gdanskiego,
redaktor naczelny Acta Biochimica Po-
lonica (,,50 lat Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego — 150 lat DNA").

Po czesci oficjalnej nastgpity petne
wzruszen chwile wspomnien przy
lampce wina i nie tylko. Podczas za-
jadania smakotykéw mozna byto po-

Filipowicza) oraz cztonko-
wie honorowi Polskiego
Towarzystwa Biochemicz-
nego: prof. Mieczystaw
Chorazy, prof. Janina
Kwiatkowska-Korczak,
prof. Aleksander Koj i
prof. Konstancja Raczyn-
ska-Bojanowska.

Po krétkich wystapie-
niach gosci i odczytaniu
listow gratulacyjnych
m.in. od prof. Andrzeja
Legockiego (przewod-
niczacy Wydziatlu Nauk
Biologicznych PAN), prof.
Macieja J. Natecza (dyrektor De-
partamentu Nauk Podstawowych i
Inzynieryjnych, UNESCO) i prof.
Karola Musiota (rektor Uniwersy-

Fotografia 2. Prof. Andrzej Dzu-
gaj, prezes Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego otwiera
Sesje Jubileuszowa.

wspominaé ogladajac
pokaz zdje¢ z zasobdéw
archiwalnych Zarzadu
i cztonkow Towarzy-
stwa. Szczegbétowy opis
uroczystos$ci wraz z ga-
lerig zdje¢ znajduje sie
na stronie internetowej
Towarzystwa — www.
ptbioch.edu.pl; zamie-
rzamy tam roéwniez
umiesci¢ prezentacje z
wyktadem prof. Wojt-
czaka oraz pokazywane
podczas czesci wspo-
mnieniowej zdjecia ar-
chiwalne.

Zorganizowanie uroczysto$¢ byto
mozliwe dzieki hojnosci sponsordw:
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, Instytutu Bioche-

105



mii i Biofizyki PAN oraz firm: Come-
sa Polska, Sigma-Aldrich, Kendrolab,
Carl Zeiss, Kawa.ska, Abo Grazyna
Boreysza, A.G.A. Analytical, Millipo-
re, Olympus Polska, Sarstedt i Becton
Dickinson Polska.

Wszystkim darczyncom bardzo
serdecznie dziekujemy.

Ponadto, | Program Polskiego
Radia wyemitowat w dniu 4 kwiet-
nia 2009 r. audycje radiowa poswie-
cong historii polskiej biochemii. Byta
to dyskusja w ramach cyklu Wieczér
Odkrywcow; gospodarzem byt re-
daktor Krzysztof Michalski, a gos¢-
mi — prof. Andrzej Dzugaj (prezes
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego), prof. Jolanta Baranska (wice-

prezes) i prof. Edward Bankowski
(cztonek Prezydium Zarzadu Gtow-
nego). Ze strony internetowej Towa-
rzystwa mozna odstuchac¢ tg cieka-
wa audycje.

Maria Jolanta Redowicz
Sekretarz Polskiego Towarzystwa

Biochemicznego

WSPOMNIENIE O PROFESOR
RENACIE DABROWSKIEJ

Profesor dr hab. Renata Dabrowska (zdjecie ze
zbioréw Jana Dgbrowskiego).

Prof. dr hab. Renata Dabrow-
ska zmarta 4 pazdziernika 2008 r.
po dtugiej i wyniszczajgcej chorobie.
Nalezata ona do tych uczonych, kté-
rych okresla sie mianem pasjonatow.
Niezwykle oddana badaniom w dzie-
dzinie wiedzy, ktorg sobie obrala za
przedmiot wieloletnich dociekan,
byta niekwestionowanym liderem w
zakresie biochemii miesni, a w szcze-
golnosci struktury ifunkcji biatek apa-
ratu skurczu i cytoszkieletu réznych
typéw miesni oraz regulacji aktyw-
nosci motorycznej miesni gtadkich.
Byta autorkg ponad 100 publikacji do-
Swiadczalnych i przegladowych oraz
niezliczonej liczby doniesien i komu-
nikatow zjazdowych poswieconych
procesom regulacji skurczu miesni.
O wadze Jej osiggnie¢ Swiadczy obec-
nos$¢ Jej nazwiska na liscie polskich
uczonych najczedciej cytowanych w
literaturze Swiatowej. Jej publika-
cje byly wielokrotnie nagradzane,
otrzymata m.in. nagrody zespotowe
Sekretarza PAN, Przewodniczacego
Wydziatu Nauk Biologicznych PAN,
a ostatnio nagrode za wspotprace po-
miedzy Polskg i Rosyjskg Akademig
Nauk; nie doczekata jednak momentu
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jej odbioru. Powierzano Jej prestizowe
funkcje w krajowych i miedzynarodo-
wych organizacjach naukowych. Byta
m.in. cztonkiem Komitetu Cytobiolo-
gii PAN, Komitetu Biochemii i Biofi-
zyki PAN, Komitetu Nauk Fizjologicz-
nych PAN i Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, w ktdrym w latach
siedemdziesigtych petnita funkcje se-
kretarza Zarzadu Gtéwnego. Naleza-
ta rowniez do European Cytoskeleton
Forum oraz European Muscle Society,
w ktorego pracach uczestniczyta jako
cztonek Zarzadu ds. Europy Srodko-
wo-Wschodniej. Wielokrotnie zapra-
szano jg do prezentowania swoich
osiggnie¢ naukowych; wyglaszata
wyktady w tak prestizowych placow-
kach naukowych jak m.in. College
de France w Paryzu, Uniwersytet w
Heidelbergu, Uniwersytety w Tokio i
Nagoi, Boston University oraz insty-
tutach Szwedzkiej Akademii Nauk w
Sztokholmie i Lund.

Prof. Dabrowska urodzita sie w
1936 r.w podwarszawskim Konstanci-
nie. Po ukonczeniu w 1958 r. Wydzia-
tu Chemii na Politechnice Warszaw-
skiej rozpoczeta prace jako asystent w
Zaktadzie Chemii Ogélnej Akademii
Medycznej w Warszawie, a od 1966 r.
az do odejscia na emeryture w 2006 r.
zwigzata sie z Instytutem Biologii Do-
Swiadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
gdzie zostata wprowadzona w tema-
tyke biochemii miesni przez prof. Wi-
tolda Drabikowskiego. W Instytucie
Nenckiego osiggneta wszystkie etapy
kariery naukowej, tu w 1969 r. obroni-
ta prace doktorskg, w 1974 r. uzyskata
stopien doktora habilitowanego, w
1982 r. zostata profesorem nadzwy-
czajnym, a w 1990 r. — profesorem

zwyczajnym. Staze podoktorskie od-
bywata w Zaktadzie Zoologii, Univer-
sity of Oxford, Wielka Brytania (1970-
1971) oraz w Zaktadzie Biochemii,
Pittsburgh University, USA (1977/78),
gdzie pracowata w laboratorium kie-
rowanym przez prof. Davida J. Har-
shorne'a; owocng wspdltprace z nim
i jego wychowankami kontynuowata
do konca aktywnej pracy zawodowej.
W 1981 r. zorganizowata Pracownie
Regulacji Proces6w Skurczu, ktorg
kierowata przez ¢éwier¢ wieku, zas§ w
latach 1991-1999 byta kierownikiem
Zaktadu Biochemii Migéni, a w latach
1982-1990 petnita funkcje zastepcy
Dyrektora Instytutu ds. Spraw Na-
ukowych. Przez wiele kadencji ak-
tywnie uczestniczyta réwniez w pra-
cach Rady Naukowej Instytutu.

Byta w Scistej czotéwce badaczy,
ktorym Instytut Nenckiego zawdzie-
cza wysoka pozycje w Polsce i na
Swiecie. Praca pod Jej kierunkiem za-
pewniata miodym ludziom solidne
przygotowanie do prowadzenia sa-
modzielnych badan i gwarantowata
udziat w rozwigzywaniu waznych i
jednoczes$nie ciekawych problemow.
Wspotpracujac owocnie z zagra-
nicznymi os$rodkami naukowymi na
wschoéd (m.in. z Prof. Jurijem Boro-
wikowem z Instytutu Cytologii Ro-
syjskiej Akademii Nauk) i zachdd od
Polski (przede wszystkim z D. Hart-
shornem), starata sie kierowac swoich
wychowankoéw na staze do najlep-
szych laboratoriow; wiekszo$¢ z jej
podopiecznych pozostata jednak za
granica.

Ostatnie dziesie¢ lat Jej zycia byto
heroiczng walkg z chorobg, ktorej
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starata sie nie poddawac, pracowata
niezwykle intensywnie pomiedzy jej
nawrotami, chociaz sit miata coraz
mniej. W tym ostatnim okresie byta w
stanie doprowadzi¢ do opublikowa-
nia kilkunastu publikacji, a mimo to
odczuwata wielki dyskomfort, ze tyle

rzeczy pozostato jeszcze do zrobienia,
a ona juz nie jest w stanie pracowac.

Jej odejscie jest niepowetowang
stratg dla os6b prowadzacych badania
nad strukturg i funkcja biatek, zwtasz-
cza dla tych zajmujacych sie moleku-
larnymi mechanizméw ruchu. Mimo,

iz prof. Dabrowska nie zdgzyta zostac
cztonkiem Sieci Mobilitas.pl jej spusci-
zna naukowa i niepokorny duch od-
krywcy tajemnic natury zawsze nam
towarzyszyt...

Barbara Pliszka,
Maria Jolanta Redowicz

WSPOMNIENIE O PROFESORZE

PRZEMYSEAWIE

Profesor dr hab. Przemystaw Janik (zdjecie wyko-
nata Anna Mirgos, Instytut Biologii Do$wiadczalnej
PAN w Warszawie).

Minat juz rok odkad pozegnalismy
prof. dr hab. med. Przemystawa Ja-
nika, wybitnego naukowca, lekarza,
tworce i wieloletniego Kierownika
Zaktadu Biologii Komérki w Centrum
Onkologii - Instytucie w Warszawie.
Odszedt od nas nagle, bedac w petni
sit tworczych, energii i zapatu do pra-
cy. W codziennej pracy Profesor za-
checat nas do podejmowania nowych
wyzwan, wspierat nas swojg wiedzg
naukowg i medyczng.

Profesor Przemystaw Janik, uro-
dzony 12 grudnia 1937 roku we
Lwowie, od czas6w powojennych
mieszkat w Warszawie. Tu ukonczyt
prestizowe Liceum im. T. Rejtana, a
nastepnie — Wydziatl Lekarski Aka-
demii Medycznej. Juz w czasie stu-
diow, ktore ukonczyt w 1963 roku,
aktywnie dziatat w Kole Naukowym
przy Klinice Choréb Wewnetrznych
AM pracujac jednocze$nie w Pogoto-
wiu Warszawskim.

Prace naukowg, ktéra okazata sie
Jego wielkim powotaniem, rozpoczat
w Zaktadzie Biologii Nowotworow
Instytutu Onkologii im. Marii Skto-
dowskiej-Curie przy ul. Wawelskiej
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w Warszawie, pod kierunkiem Profe-
sora Kazimierza Duxa. Tam tez uzy-
skat kolejne stopnie naukowe: dokto-
ra medycyny w 1969 r., a doktora ha-
bilitowanego medycyny w roku 1979.
Doswiadczenie naukowo-badawcze
z zakresu biologii komorki, biologii
medycznej i onkologii doswiadczalnej
zdobywat nie tylko w kraju, ale row-
niez poprzez kontakt z zagranicznymi
osrodkami, w ktérych na przestrzeni
lat 1969-1980 odbyt kilka znaczgcych
stazy naukowych: w Cancer Research
Institute w Londynie, Fibiger Institute
w Danii oraz w Roswell Park Memo-
riat Cancer Institute w Buffalo (USA).

W roku 1989 uzyskat tytut Profeso-
ra, nadany przez Przewodniczacego
Rady Panstwa na wniosek Rady Na-
ukowej Centrum Onkologii-Instytutu
im. M. Skitodowskiej-Curie. Od czasu
ukonczenia studiow cata aktywnosé
zawodowa ikariera naukowa Profeso-
ra Przemystawa Janika zwigzana byta
Scisle z Instytutem Onkologii, gdzie
przez wiele lat kierowat stworzony-
mi przez siebie zespotami: najpierw
Pracownig Proliferacji Komodrkowej
w Zaktadzie Biologii Nowotworéw,
a nastepnie, juz po przeprowadzce do
nowej siedziby Instytutu na Ursyno-
wie w roku 1995, Zaktadem Biologii
Komdrki. Zainteresowania naukowe
Profesora zwigzane byty poczgtkowo
zwptywem stresu iczynnikéw immu-
nologicznych na proliferacje komérek
nowotworowych. Nastepnie, wraz z
niewielkim jeszcze wowczas zespo-
tem, rozpoczat badania nad antypro-
mocyjna rola retinoidow w procesie
karcynogenezy. Za cykl prac zwig-
zanych z tg tematyka, w tym row-
niez za badania nad zastosowaniem
klinicznym retinoidéw, otrzymat w
1990 roku wraz z Zespotem Nagrode
I st. Ministra Zdrowia i Opieki Spo-

JANIKU

tecznej, a w roku 1992 Nagrode | st
Wydziatu Nauk Medycznych PAN.

Od roku 1995, juz w Zaktadzie
Biologii Komoérki, Profesor Janik kie-
rowat pracami, ktére koncentrowa-
ty sie na badaniach procesu inhibicji
kontaktowej, mechanizmoéw powsta-
wania przerzutéw oraz procesow: an-
giogenezy i antyangiogenezy. Praw-
dziwym sukcesem okazaty sie zain-
spirowane przez Profesora badania
w tej ostatniej dziedzinie, ktére do-
prowadzity do stworzenia podstaw
terapii genowej przy uzyciu skon-
struowanych w naszym Zaktadzie i
opatentowanych plazmidéw zawiera-
jacych geny kodujace czynniki proan-
giogenne i antyangiogenne i w roku
2003 nagrodzone zostaty przez Fun-
dacje na Rzecz Wspierania Rozwoju
Polskiej Farmacji i Medycyny. Dalsze
dziatania Profesora spowodowaty, ze
wyniki tych ostatnich prac nie pozo-
staty tylko na papierze — udato sie
im przejs¢ trudng droge, jaka majg do
pokonania nowe technologie — od
badan laboratoryjnych do zastosowan
terapeutycznych. W latach 2003-2007
Profesor Janik byt wspétautorem pro-
jektdw trzech badan klinicznych z za-
stosowaniem skonstruowanych przez
Jego zespdt plazmidowych prepara-
téw leczniczych.

Profesor Przemystaw Janik byt w
latach 2007-2008 jednym z inicjatoréw
iwykonawcdw prac prowadzonych w
ramach projektu badawczego finan-
sowanego przez Polska Sie¢ Ruchéw
Komérkowych Mobilitas.pl. W tym
ogélnopolskim,  wieloosrodkowym
programie, w Kktérym uczestniczyt
wraz ze swoim zespotem, koncentro-
wat sie na mechanizmach tworzenia
przerzutow nowotworowych. Réw-
nolegle pod jego kierunkiem prowa-
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dzone byty w Zaktadzie Biologii Ko-
morki prace zwigzane z diagnostyka
molekularng nowotworéw oraz tzw.
komoérkami macierzystymi nowo-
twordw. W ramach tego ostatniego
zagadnienia dazyt do stworzenia no-
wego paradygmatu leczenia chorob
nowotworowych, opartego na celo-
wanym uderzeniu w komarki, ktére
przetrwaty konwencjonalne leczenie
cytostatykami. Badania te prowadzit
we wspotpracy z Instytutem Farma-
ceutycznym w Warszawie. Do wyni-
kéw uzyskanych z catego spektrum
tematéw Profesor odnosit sie nie tyl-
ko z naukowego ale i z medycznego
punktu widzenia. Wazne byto, aby z
podjetych dziatan badawczych wyni-
katy wymierne efekty terapeutyczne,
co w sposob oczywisty stanowito dla
Niego sedno etosu pracy lekarza.

Przez te wszystkie lata Profesor byt
ponadto promotorem i wnikliwym
recenzentem prac habilitacyjnych,
doktorskich i magisterskich. Dla tych,
ktorzy tego potrzebowali, Profesor byt
bardzo pomocny, zawsze stuzyt radg i
swoim czasem, inspirowat odbiegajacy-
mi od schematu pomystami. Dla prze-
prowadzenia zamierzen, ktére uwazat
za wartosciowe, potrafit taczy¢ badaczy
z réznych dziedzin, utatwiat realizacje
badan wspierajacje swoim autorytetem.
Poniewaz pochodzit z pokolenia, ktore-
go mtodos$¢ i poczatki kariery nie byty
tatwe, starat sie stworzy¢ pracujagcym z
Nim mtodym ludziom jak lepsze wa-

WIADOMOSCI

5 lutego 2009 roku Prezes Rady
Ministréw Donald Tusk wreczyt na-
grody (Fot. 1) zawyréznione rozpra-
wy doktorskie i habilitacyjne oraz
za dziatalno$¢ naukowsa, naukowo-
techniczng lub artystyczng. Premier
wreczyt takze dwie nagrody za wy-
bitne krajowe osiggniecia naukowo-
techniczne: zespotowi naukowcéw
i indywidualnemu uczonemu. Na-
grody otrzymato piecdziesigt osob.
Wsrdd laureatdw znajdujg sie czton-
kowie PAN i pracownicy placéwek
naukowych PAN, nagrodzeni w
kategoriach: za wybitne osiggniecia
naukowe — cztery, za wybitny do-
robek naukowy —cztery, za najlep-
sze prace habilitacyjne — dziesieg,
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runki do startu. Profesor lubit mtodych
ludzi, byt im zawsze zyczliwy i miat z
nimi $wietny, bezpos$redni kontakt.

W ciggu swojej pracy w Centrum
Onkologii — Instytucie Profesor byt
wielokrotnie wybierany do Rady Na-
ukowej, a przez dwie kadencje petnit
w niej funkcje Przewodniczagcego Ko-
misji d/s Przewodéw Doktorskich. W
latach 1992-1998 byt réwniez czton-
kiem Rady Naukowej Instytutu Biolo-
gii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego.

Dorobek naukowy Profesora obej-
muje ponad 100 opublikowanych
prac naukowych, z ktérych wiekszosé
umieszczona zostata w wiodacych mie-
dzynarodowych czasopismach. Wspdt-
pracowat takze z czasopismami nauko-
wymi; byt cztonkiem Kolegium Redak-
cyjnego Cell Proliferation, brat rowniez
udziat w pracach Rady Konsultantéw i
Komitecie Redakcyjnym dwumiesiecz-
nika Nowotwory — Journal of Oncology.

Warto tu przypomnieé, ze Profesor
Janik byt cztonkiem wielu towarzystw
naukowych polskich i zagranicznych.
Szczegdlnie cenit sobie to, ze zostat za-
tozycielem i cztonkiem honorowym
Polskiego  Towarzystwa  Onkologii
Klinicznej. Dziatat ponadto w Polskiej
Unii Onkologii (przewodniczacy sadu
kolezenskiego), Polskim Towarzystwie
Biologii Komorki (cztonek zarzadu kra-
jowego), Komisji Biologii Nowotworow
(przewodniczacy), Komitecie Patologii

za najlepsze rozprawy doktorskie
— trzydziesci dwie. Wsrod wy-
ré6znionych sa cztonkowie Polskie-
go Towarzystwa Biochemicznego:
prof. dr hab. Andrzej Jerzmanowski
(Fot. 2) z Instytutu Biochemii i Bio-
fizyki PAN oraz z Wydziatu Biolo-
gii Uniwersytetu Warszawskiego,
nagrodzony za wybitne osiggniecia
naukowe; prof. dr hab. med. An-
drzej Szutowicz (Fot. 3) — Akade-
mia Medyczna w Gdansku; Katedra
Biochemii Klinicznej, nagrodzony
za wybitny dorobek naukowy; dr
Marcin Balcerzak, z Instytutu Biolo-
gii Doswiadczalnej im. M. Nenckie-
go PAN w Warszawie oraz dr Jacek
Krél, z Instytutu Chemii Bioorga-

Komorkowej i Molekularnej PAN, Ko-
mitecie Cytobiologii PAN oraz w Eu-
ropejskiej Grupie do Badar Proliferacji
Komorkowej (ESGCP) przeksztatconej
w European Cell Proliferation Socie-
ty (ECPS). W ostatnim roku Profesor z
wielka energig i entuzjazmem zaanga-
zowat sie w organizacje miedzynarodo-
wego Zjazdu tego Towarzystwa, ktéry
odbyt sie na przetomie maja i czerwca
2007 roku na terenie naszego Instytutu.
Z okazji obchodow jubileuszu 70. lecia
Instytutu Onkologii w 2002 roku, niemal
w czterdziestolecie pracy zawodowej,
Profesor Przemystaw Janik za swoje
zastugi zostat odznaczony Krzyzem Ka-
walerskim —Orderu Polonia Restituta.

Kiedy siedem fat temu wygrat he-
roiczng walke z powazng chorobg ser-
ca i po operacji wrocit do pracy peten
optymizmu i planéw, myslelismy, ze
bedzie z nami jeszcze przez wiele lat.
Odejscie Profesora zamkneto wazny
etap w dziatalnosci naszego Zaktadu,
Centrum Onkologii Instytutu, nieza-
pomniany okres w zyciu kazdego z
Jego wspotpracownikow i przyjaciot.
Wiemy, ze Profesor chciatby, aby jego
idee i mysli byty kontynuowane, roz-
wijane i udoskonalane.

Przedruk ze skrétami autorow z Nowotwo-
ry, Journal ofOncology, 2008, vol. 5:275-277, za
zgoda redakcji
Pracownicy i doktoranci Zaktadu
Biologii Komoérki Centrum Onko-
logii - Instytutu w Warszawie

KRAJOWE

nicznej PAN w Poznaniu, nagrodze-
ni za rozprawy doktorskie.

Laureatom (Fot. 4) VII edycji
konkursu Fundacji na Rzecz Wspie-
rania Rozwoju Polskiej Farmacji
i Medycyny 2 kwietnia 2009 roku
wreczono granty na badania orygi-
nalne wnoszgce istotne wartosci do
medycyny i farmacji. Do konkursu
zgtoszono 20 wnioskéw projektow
badawczych. Decyzja Rady Nauko-
wej do kolejnego etapu (ocena re-
cenzentéw) skierowanych zostato
8 wnioskéw. Na podstawie oceny
recenzentow i rekomendacji Rady
Naukowej zarzad Fundacji zatwier-
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dzit przyznanie 5 gran-
tow. Granty otrzymali:

Dr n. med. Klaudia
Stangel-Wdjcikiewicz
z Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellon-
skiego na badania w pro-
jekcie ,lzolacja komorek
macierzystych z miesnia
poprzecznie prazkowa-
nego naramiennego z
wykorzystaniem ich w
leczeniu  wysitkowego
nietrzymania moczu u
kobiet". Koszt projektu
253200 zt brutto. Projekt
zaktada sprawdzenie al-
ternatywnej w stosunku
do obecnie jedynej me-
tody chirurgicznej, no-
watorskiej terapii z wy-
korzystaniem witasnych
komérek macierzystych
pochodzacych z miesni.
Z powodu wysitkowego
nietrzymania moczu w
Polsce cierpi okoto 3 milio-
ny kobiet.

Dr hab. n. med. Agnieszka Stowik
z Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego na prowadzenie ba-
dan w projekcie ,,Czy polimorfizmy
na chromosomie 4925 zwigzane z
ryzykiem migotania przedsionkow
majg wptyw na ryzyko udaru nie-
dokrwiennego moézgu w populacji
polskiej?". Koszt projektu 273 600 zt
brutto. Celem badan jest ustalenie

Fotografia 2. Prof. Andrzej Jerzmanowski odbiera
nagrode z rgk Premiera RP.

przyczyny wystepowania udaréw o
nieznanym podtozu. Stanowiag one
ponad 30% wszystkich podobnych
zaburzen pracy mézgu, a ujmujac
globalnie w Polsce ginie co roku z
powodu udaréw moézgu ok. 30 ty-
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Fotografia 1. Laureaci nagrody Premiera za rok 2008.

siecy 0s6b. Szacuje sie, iz przynajm-
niej w czesSci przypadkéw udary
moga by¢ zwigzane z napadowym
migotaniem przedsionkéw, Kktore
jest trudne do wykrycia w jednora-
zowym badaniu EKG. Jesli tak jest
w rzeczywisto$ci, osoby dotknigte
tym problemem powinno sie inaczej
niz dotychczas diagnozowaé oraz
leczyé.

Dr Barbara Dotegowska z Po-
morskiej Akademii Medycznej w
Szczecinie na badanie w projek-
cie ,Pordwnanie metod pomiaru
aktywnos$ci dehydrogenazy dihy-
dropirymidowej (DPD) w osoczu i
limfocytach krwi obwodowej —wy-
bér optymalnej metody dla testow

przesiewowych poprzedzajgcych
leczenie pochodnymi 5-fluoropi-
rymidynowymi". Koszt projektu

174960 zt brutto. Celem projektu jest
poprawienie skutecznosci i bezpie-
czenstwa chemioterapii u chorych
na raka poprzez opracowanie szyb-
kiego, taniego i tatwo dostepnego
testu, z pomocg ktdrego mozna be-
dzie ocenié, czy popularny lek prze-
ciwnowotworowy nie spowoduje u
pacjentow powaznych powiktan. U
ok. 3-6% os6b leczonych 5-FU en-
zym DPD jest za mato aktywny, co

prowadzi do gromadzenia sie leku i
nasila jego dziatania toksyczne.

Dr hab. Rafat Pawliczak z Uni-
wersytetu Medycznego w todzi be-
dzie za uzyskane $rodki realizowat
projekt ,,Analiza ekspresji genow
metoda whole genome scan w prze-
biegu astmy oskrzelowej z nadwraz-
liwoscig na aspiryne iniesteroidowe
leki przeciwzapalne, astmy oskrze-
lowej bez nadwrazliwos$ci, mozli-

Fotografia 3. Prof. Andrzej Szutowicz odbiera na-
grode z ragk Premiera Donalda Tuska.

wosci farmakologicznej interwencji
i ewaluacji ryzyka". Koszt projektu
whnioskowany 446000 zt brutto. Ce-
lem badan jest znalezienie odpowie-
dzi na pytanie, co jest przyczyng ast-
my z nadwrazliwos$ciag na kwas ace-
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Fotografia 4. Laureaci VIl edycji konkursu Fundacji na Rzecz Wspierania Roz- atom
woju Polskiej Farmacji i Medycyny; od lewej: dr Barbara Dotegowska, dr Edyta
Brzéska-Wéjtowicz, dr hab. Rafat Pawliczak, dr Klaudia Stangel-Wéjcikiewicz, dr

hab. Agnieszka Stowik.

tylosalicylowy (aspiryne). Drugim
celem jest opracowanie prostego te-
stu, z pomocg ktérego bedzie mozna
zdiagnozowac te chorobe, ktéra do-
tyka od kilku do prawie 20% o0s6b z
astma.

Dr Edyta Brzéska-Wojtowicz z
Uniwersytetu Warszawskiego be-
dzie prowadzi¢ badania w projek-
cie ,Stymulacja regeneracji mies$ni
szkieletowych — potencjalna rola
cytokiny SDF-1". Koszt projektu
450000 zt brutto. Autorka oczekuje,
ze badania pomogg w lepszym zro-
zumieniu procesu regeneracji miesni
szkieletowych oraz doprowadza do
jego poprawy. Z ich wynikéw mo-
gtyby skorzysta¢ ofiary wypadkow,
ktérych skutkiem jest mechaniczny
uraz miesni. Ale znalaztyby tez za-
stosowanie w terapii dystrofii mie-
$niowej, choroby, ktoérej nie mozna
dzisiaj wyleczy¢. Zaleta wszystkich
nagrodzonych projektow jest fakt,
iz ich wyniki moga znalez¢ zasto-
sowanie praktyczne, cho¢ kazdy z
nich wywodzi sie z nauk podstawo-
wych (wg PAP, Nauka w Polsce).

Fundacja na Rzecz Nauki Polskiej
wylonita laureatdw siedemnastej
edycji programu stypendialnego
START. Sposréd 872 kandydatéw
wybrano 106 najzdolniejszych mto-
dych naukowcdéw, ktérzy otrzymaja
od FNP roczne stypendium w wyso-
kosci 24 000 zt. Wszyscy uczestnicy
konkursu otrzymali pisemne zawia-
domienia o jego wynikach. W tym
roku stypendysci programu START
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po raz pierwszy

w/ n L
P " mogli ubiegac sie
g PRE, owyjazdy studyj-

ne do o$rodkoéw
zagranicznych w
ramach stypen-
dium. Fundacja
sfinansuje takie
wyjazdy 7 lau-
reatom, ktérzy
ubiegali sie o te
forme wspar-
cia. Uroczystos¢
wreczenia dy-
plomow tego-
rocznym laure-
programu
START  odbyta
sie 25 kwietnia
na Zamku Kro-
lewskim w War-
szawie. WSrod laureatow znaleZli sie
cztonkowie Polskiego Towarzystwa
Biochemiczne-

delach zwierzecych. Réwnoczes$nie,
prowadzi ona badania nad stwo-
rzeniem narzedzi do takiej terapii.
Umiejetno$ci te doskonalita pod-
czas odbywania stazy naukowych w
dwoch osrodkach badawczych —w
Uniwersytecie w Kuopio w Finlan-
dii w 2006 roku oraz w Bristol He-
art Institute w Wielkiej Brytanii w
2007 roku. Zdobyte umiejetnosci dr
Agnieszka Jazwa wykorzystywata
m. in. do realizacji promotorskie-
go projektu badawczego, majgcego
na celu stymulacje procesu gojenia
ran poprzez zastosowanie wekto-
row AAV (ang. adeno-associated viral
vectors) umozliwiajacych ekspresje
jednego lub dwoéch czynnikéw pro-
angiogennych. Wynikiem realizacji
tego projektu jest rozprawa doktor-
ska napisana pod kierunkiem prof.
dr hab. Jézefa Dulaka. Na jej pod-
stawie w listopadzie 2008 roku dr
Agnieszka Jazwa

go: dr Agnieszka
Jazwa (Fot. b5),
Krakow, UJ; mgr
Halina Was$ (Fot.
6), Krakow UJ,
dr Andrea Lipin-
ska, Gdansk, UG;
dr Magda tabie-
niec, £48dz, Ut;
mgr Seweryn
Mroczek, War-
szawa, UW; mgr
Elzbieta Purta,
Warszawa, UW.

Dr Agnieszka Jazwa jest zatrud-
niona w Zaktadzie Biotechnologii
Medycznej przy

Fotografia 5. Dr Agnieszka Jazwa.

uzyskata tytut dok-
tora nauk biolo-
gicznych z zakresu
biochemii na Wy-
dziale Biochemii,
Biofizyki i Biotech-
nologii Uniwersy-
tetu Jagiellonskie-
go. Efektem do-
tychczasowej pracy
dr Agnieszki Jazwy
jest, oprécz rozpra-
wy doktorskiej,
siedem prac oryginalnych i dwie
prace przegladowe, ktore ukazaty
sie w renomowanych czasopismach
specjalistycznych,

Wydziale Bio-
chemii, Biofizyki
i Biotechnologii
Uniwersytetu
Jagiellonskiego
na stanowisku
asystenta nauko-
wego, gdzie pod
kierunkiem prof.
dr hab. Jozefa
Dulaka prowa-
dzi badania nad
wykorzystaniem
terapii genowej
i modeli myszy transgenicznych dla
opracowania nowych strategii lecze-
nia choréb uktadu krgzenia. Gtow-
nym tematem badaA dr Agnieszki
Jazwy sg zagadnienia stymulacji
terapeutycznej angiogenezy w mo-

Fotografia 6. Mgr Halina Was.

0o wysokim wspot-
czynniku oddzia-
tywania. Ponadto,
dr Agnieszka Jaz-
wa jest wspotau-
torem sze$ciu prac
na temat konstruk-
cji i zastosowania
wektorow plazmi-
dowych, adenowi-
rusowych i AAV,
ktore ukazaty sie w
2007 roku w trze-
cim zeszycie kwar-
talnika Biotechnolo-
gia. Jest rdwniez wspotautorem Kil-
kunastu doniesien konferencyjnych
ustnych i plakatowych, prezento-
wanych w kraju i za granicg. W 2006
roku uzyskata stypendium Rektora
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UJ dla wyro6zniajacych sie doktoran-
téw, a rok pozniej zostata wyroznio-
na stypendium doktoranckim pro-
gramu L'Oreal Polska dla Kobiet i
Nauki przy wsparciu Polskiego Ko-
mitetu do spraw UNESCO, (przygo-
towata dr Agnieszka Jazwa, Zaktad
Biotechnologii Medycznej, Wydziat
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
UJ, ul. Gronostajowa 7, 30-387 Kra-
kéw, agnieszka.jazwa@uj.edu.pl).

Gtownym tematem badan mgr
Haliny Was, ktéra swojag prace
doktorskg wykonuje w Zakitadzie
Biotechnologii  Medycznej  przy
Wydziale Biochemii, Biofizyki i Bio-
technologii Uniwersytetu Jagiellon-
skiego pod kierownictwem dr hab.
Alicji Jozkowicz, jest udziat oksyge-
nazy hemowej-1 (HO-1) w indukcji
irozwoju nowotworow skory, takze
w kontek$cie terapeutycznym. W
pierwszym etapie badan, przepro-
wadzonych podczas przygotowa-
nia pracy magisterskiej, mgr Halina
Was$ wykazata role HO-1 w proli-
feracji, opornosci na stres oksyda-
cyjny i wihasnosciach angiogennych
komaérek mysiego czerniaka in vitro.
Natomiast cykl doswiadczen wy-
konanych w ramach pracy doktor-
skiej, ktorej obrona nastapi w naj-
blizszych miesigcach, poswiecony
byt okresleniu roli HO-1 w rozwoju
czerniaka oraz raka ptaskonabton-
kowego u myszy. Wyprowadzenie
modyfikowanych genetycznie linii
komdérkowych oraz mozliwo$¢ wy-
korzystania unikatowego modelu,
jakim sg myszy pozbawione genu
HO-1 pozwolito na podjecie proby
poznania i rozr6znienia wptywu
ekspresji HO-1 w komérkach nowo-
tworowych i komdérkach podscieli-
ska. Efektem dotychczasowej pracy
mgr Haliny Was jest sze$¢ prac ory-
ginalnych, jedna praca przegladowa
i jeden komentarz, ktére ukazaty
sie w renomowanych czasopismach
specjalistycznych o wysokim wspot-
czynniku oddziatywania. Uzyskane
wyniki byly tez prezentowane na
kilkunastu konferencjach krajowych
i miedzynarodowych, gdzie zostaty
trzykrotnie nagrodzone (nagroda za
najlepszy poster —Gliwice Scientific
Meetings 2005; nagroda za prezenta-
cje ustng — IX Konferencja Biologii
Komérki, £6dz 2005; nagroda za
prezentacje ustng — XLII Zjazd Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicz-
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nego, Szczecin 2007). Ponadto mgr
Halina Wa$ przygotowata i opubli-
kowata prace przeglagdowg (Postepy
Biochemii, 2005) i popularno-nauko-
wg (uhonorowang wyréznieniem za
najciekawszy artykut wydrukowany
w czasopismie Wszechswiat w roku
2005). Zostata tez uhonorowana
wyréznieniem za artykut popular-
no-naukowy w konkursie organizo-
wanym przez Forum Akademickie
w roku 2007. Wykonywane przez
nig doswiadczenia stanowig czes¢
trzech projektow badawczych (w
tym dwdch miedzynarodowych).
Badania byly tez finansowane z
grantu promotorskiego uzyskane-
go przez mgr Haline Was$ w 2007
roku. Jej dorobek zostat juz uhono-
rowany stypendium Rektora UJ dla
wyrozniajagcych sie doktorantéow
(2007/2008), a takze stypendium
Prezydenta Miasta Krakowa (2008).
W biezagcym roku, podobnie jak w
poprzednim zostata laureatkg pro-
gramu stypendialnego START dla
mtodych naukowcdw Fundacji na
rzecz Nauki Polskiej, (przygotowa-
fa: mgr Halina Wa$, Zaktad Biotech-
nologii Medycznej, Wydziat Bioche-
mii, Biofizyki i Biotechnologii UJ, ul.
Gronostajowa 7, 30-387 Krakdw).

Prof. Hilary Koprowski, twdrca
pierwszej na S$wiecie szczepionki
przeciwko wirusowi polio, cztonek
PAN i profesor Thomas Jefferson
University, powiedziat w Poznaniu,
podczas Ill Kongresu Top Medical
Trends, iz szczepionki podawane w
zmutowanych genetycznie roslinach
sag przysztoscig profilaktyki zdro-
wotnej. Wirusy chorobowe wszcze-
pia sie do ros$lin, ktére stajag sie bio-
generatorami dla ich rozwoju. Tak
zmodyfikowane roéliny trafiaja do
organizmu cztowieka czy zwierze-
cia w pokarmie. W innym przypad-
ku, z zarazonych w ten sposob ro-
§lin wydobywa sie zmodyfikowane
wirusy, ktore sg podawane w formie
lekow. Uczony uwaza, ze za 10-20
lat bedziemy szczepionki zjadaé, a
nie wstrzykiwac. Szczepionki poda-
wane w zywnosci, sktadajacej sie ze
zmodyfikowanych roslin bedg tan-
sze i dzieki temu powszechniejsze.
W laboratorium prof. Koprowskie-
go w Filadelfii trwajg tez prace nad
szczepionkyg przeciw brodawczako-
wi ludzkiemu HPV, wywotujacego
raka szyjki macicy; szczepionka ma

by¢ podawana w formie czopkéw.
W obradach 11l Kongresu Top Medi-
cal Trends wzieto udziat ponad trzy
tysigce lekarzy. Przez trzy dni, pod-
czas wyktadéw tematycznych, za-
poznawali sie z najnowszymi osig-
gnieciami wspotczesnej medycyny.
Tematem wiodacym Il Kongresu
byty choroby cywilizacyjne — nad-
cisnienie, otyto$¢, choroba wienAco-
wa i wrzodowa, alergie, cukrzyca,
zaburzenia psychiczne, alkoholizm.

W  Waszyngtonie odbyto sie
pierwsze posiedzenie mieszanej pol-
sko-amerykanskiej komisji nauko-
wo-technologicznej, ktérej celem
jest ozywienie wspdétpracy i wymia-
ny w tej dziedzinie miedzy obu kra-
jami. Komisja powstata w wyniku
umowy, podpisanej w 2006 roku.
Obecnie strone polskg reprezento-
wata przebywajgca w Waszyngtonie
delegacja naukowcow z czotowych
uczelni i instytutow resortowych,
ktérej przewodniczyt wiceminister
nauki i szkolnictwa wyzszego, pro-
fesor Jerzy Duszynski. Kwietniowe
rozmowy w polsko-amerykanskiej
komisji mieszanej koncentrowaty sie
na trzech dziedzinach: pozyskiwania
czystej energii, zdrowia i biotechno-
logii oraz nanotechnologii i techno-
logii informatycznych. Réwnolegle z
delegacjg uczonych w Waszyngtonie
przebywat wiceminister gospodar-
ki Dariusz Bohdan, ktory razem z
wiceministrem Duszynskim spotkat
sie z kierownictwem amerykanskie-
go Ministerstwa Energetyki. Wedtug
wypowiedzi radcy naukowego am-
basady RP w Waszyngtonie Marka
Konarzewskiego, strona polska liczy
na pogtebienie wspotpracy z USA w
dziedzinie ,zielonych" technologii,
a zwtaszcza technologii ,czystego
wegla" (jego gazyfikacji, uptynniania
itd.), w ktorej Polska ma spory po-
tencjat. Sprzyja temu znaczne zwiek-
szenie funduszy na rozwijanie tej
dziedziny w uchwalonej z inicjatywy
prezydenta Baracka Obamy ustawie
0 pobudzeniu gospodarki USA do
wzrostu. Rzad RP liczy, ze cze$¢ tych
funduszy, wydzielona na wymiane
z zagranicg, przypadnie m. in. na
wymiane z Polska. Polska liczy na
osobowg wymiane naukowg, gdyz
w USA bedg potrzebni naukowcy, w
tym takze z zagranicy, aby zrealizo-
wac cele postawione przez admini-
stracje Obamy. Marek Konarzewski
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podkreslit jednak, ze stronie polskiej
zalezy tez, zeby wymiana pracowni-
koéw naukowych nie byta jednostron-
na; Polska liczy na mozliwos$¢ atrak-
cyjnych przyjazdow Amerykanéw
do naszych placéwek naukowych.
Drugim nurtem wspdipracy bytby
udziat USA we wspoélnych projektach
realizowanych przez Polske i Unig
Europejska. Strona polska bedzie sie
starata wraz z partnerami amerykan-
skimi wchodzi¢ w unijne programy
badawcze itechnologiczne.

Uniwersytet Warminsko-Mazur-
ski oraz dwie dolno$lagskie uczelnie
Uniwersytet Przyrodniczy i Uniwer-
sytet Wroctawski zostaty wyrdznio-
ne w konkursie ,,Liderzy wdrazania
regionalnych strategii innowacyj-
nych w Polsce™. Konkurs przepro-
wadzono na zlecenie Polskiej Agen-
cji Rozwoju Przedsiebiorczosci, a
patronowali mu minister rozwoju
regionalnego Elzbieta Bienkowska
i przewodniczacy konwentu mar-
szatkow ds. regionalnych strategii
innowacyjnych Leszek Wojtasik,
wicemarszatek wielkopolski. 107
zgtoszonych projektéw konkurowa-
to w siedmiu kategoriach. W kazdej
do tytutu lidera nominowano trzy
projekty. Uniwersytet Wroctawski
i Uniwersytet Przyrodniczy otrzy-
maty nominacje w tej samej katego-
rii: Potencjat Badawczy. Ostatecznie
zwyciezyt jednak Uniwersytet War-
minsko-Mazurski, ktory przedstawit
projekt stazy dla pracownikdw i ab-
solwentéw w firmach. Uniwersytet
Przyrodniczy zostat wyrézniony za
system stypendiéw doktoranckich, a
Uniwersytet Wroctawski — za sys-
tem grantéw naukowych dla dokto-
rantow, ktérzy prowadzg badania
w dziedzinach szczegdlnie waz-
nych dla potencjatu innowacyjnego
Dolnego Slaska. Najwiecej grantéw
przypadto doktoratom z geografii
(11), chemii (9) i biologii moleku-
larnej (8). Wérod beneficjentéw byli
takze matematycy i geolodzy (po 4
granty) oraz fizycy (3).

W potowie przysztego roku roz-
pocznie dziatalnos¢ laboratorium
biotechnologiczne w  Gdanskim
Parku Naukowo-Technologicznym
(GPNT), na terenie Pomorskiej Spe-
cjalnej Strefy Ekonomicznej. Placow-
ka, spetniajgca miedzynarodowe
standardy, nastawia sie nawspdtpra-
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ce z biznesem i przedsiebiorstwami.
Laboratorium wejdzie w strukture
organizacyjng Battyckiego Centrum
Biotechnologii i Diagnostyki Inno-
wacyjnej, ktore znajdzie siedzibe na
terenie GPNT. Wedlug informacji
prof. Krzysztofa Bielawskiego, na-
ukowca UG oraz prezesa zarzgdu
Battyckiego Centrum Biotechnologii
i Diagnostyki Innowacyjnej w obiek-
tach parku funkcjonowac bedzie po-
nad 20 laboratoriéw wyposazonych
w najnowocze$niejszy sprzet. Zakres
badan obejmie tematyke od ochrony
Srodowiska po nowe leki. Laborato-
rium bedzie $cisle wspotpracowaé z
przemystem. Diagnostyka obejmie
choroby cztowieka, gtéwnie nowo-
tworowe, wirusy chorob zakaznych
ludzi i zwierzat, a takze zwigzane z
przemystem spozywczym. Po ocenie
projektow badawczych przez rade
naukowag zacznie sie ich wdrazanie
za pienigdze z naukowych grantow,
a takze pozyskane z innych zrodet,
na przykiad z Unii Europejskiej.
Gdanski Park Naukowo-Techno-
logiczny, nosi imie prof. Hilarego
Koprowskiego, swiatowej stawy na-
ukowca, i znajduje sie w Gdansku,
przy ul. Trzy Lipy 3. Battyckie Cen-
trum Biotechnologii i Diagnostyki
Innowacyjnej, ktore bedzie sie roz-
wija¢ w tym parku, zostato powota-
ne przez trzy uczelnie —Politechni-
ke Gdanska, Akademie Medyczng,
Uniwersytet GdanAski — oraz sa-
morzady Gdanska i wojewddztwa
pomorskiego (wg Polska Dziennik
Battycki).

Cieszy takze, ze Uniwersytet Ja-
giellonski, Politechnika +to6dzka
oraz Instytut Fizyki Jadrowej PAN
utworza wspolny osrodek badaw-
czy, nowoczesne centrum wyposazo-
ne w najnowoczes$niejszg aparature
do specjalistycznych i interdyscypli-
narnych badan farmakologicznych
i przedklinicznych lekéw. Przedsie-
wziecie powstanie w ramach nowe-
go projektu Jagiellonskiego Centrum
Rozwoju Lekow (Jagiellonian Centre
for Experimental Therapeutics —
JCET), ktére otrzyma na ten cel po-
nad 45 milionéw dotacji ze $Srodkow
europejskich. Pierwsze laboratoria
powstang juz jesienig 2009 roku.

Biblioteka Uniwersytecka w
Warszawie (BUW) zakupita ksigzki
z kolekcji ibuk.pl. Dzieki tej inwe-

stycji czytelnicy BUW mogg skorzy-
sta¢ z wersji on-line wybranych pod-
recznikdw i publikacji naukowych
polskich wydawnictw. lbuk.pl, to
czytelnia podrecznikéw akademic-
kich i ksigzek naukowych w jezy-
ku polskim, dostarczanych on-line.
Udostepnia elektroniczne wersje
kilkuset ksigzek z réznych dziedzin
nauki. Kazdy z internautow po do-
konaniu optaty moze wykupi¢ do-
step do wybranej publikacji na dobe,
tydzien, miesigc lub semestr. W Bi-
bliotece Uniwersyteckiej, w wersji
on-line, obecnie jest dostepnych
ok. 600 podrecznikdéw i publikacji
naukowych polskich wydawnictw.
Czytelnicy moga korzystac¢ z ksigzek
z dziedziny nauk ekonomicznych,
humanistycznych, spotecznych, ma-
tematyczno-przyrodniczych i infor-
matyki. Zbioér zorganizowany jest
w ten sposob, by z jednej pozycji
mogto korzysta¢ jednoczesnie piec
0s6b. BUW juz zapowiada, ze kata-
log tytutow bedzie systematycznie
rozszerzany. Instytucja podejmie
decyzje o wyborze ksigzek z dzie-
dziny: medycyny, techniki i peda-
gogiki. Z tych dyscyplin naukowych
udostepniane beda tylko wskazane
tytuty (wg PAP).

Xl Miedzynarodowy Zjazd Pol-
skiego Towarzystwa Magnezolo-
gicznego ,Pierwiastki w S$rodowi-
sku i zyciu cztowieka" odbywacé sie
bedzie w dniach 3-5 wrze$nia b.r.
w Nateczowie, Termy Patacowe, ul.
Paderewskiego 1A. Kontakt: Sekre-
tarz Zjazdu Dr Matgorzata Sztanke,
Katedra i Zaktad Chemii Medycznej
Uniwersytetu Medycznego w Lu-
blinie, ul. Staszica 4, 20-081 Lublin,
tel.: 081 535 73 62, e-mail: malgorza-
ta.sztanke@am.lublin.pl.

Il Ogolnopolskie Sympozjum
,Nowoczesne techniki badawcze
w ocenie jakosci produktow lecz-
niczych™ przygotowujg w Lublinie
Komitet Terapii i Nauk o Leku PAN,
Komisja Analizy Leku Komitetu Te-
rapii i Nauk o Leku PAN oraz Ka-
tedra i Zaktad Chemii Lekéw Uni-
wersytetu Medycznego w Lublinie.
Termin obrad 24-25 wrze$nia 2009
r. Informacje na stronie: http://im -
plantam.lublin.pl/sympozjum

Pod redakcjg Teresy Wesotowskiej
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Sposoby migracji komdrek nowotworowych

STRESZCZENIE

rudnosci w leczeniu choréb nowotworowych wynikajg z adaptacyjnych zdolnos$ci ko-

moérek i ich przystosowania do dynamicznie zmieniajacego sie srodowiska, co poprze-
dza zmiana w profilu ekspresji genéw okreslonych biatek. Scharakteryzowano dotychczas
trzy sposoby poruszania sie komdérek nowotworowych: ruch ameboidalny, mezenchymalny
i kolektywny. W ruchu mezenchymalnym i ameboidalnym komérki poruszaja si¢ pojedyn-
czo. Natomiast ruch kolektywny to migracja grup komérek, ktéraw duzej mierze zachowuje
charakter mezenchymalny. Poszczegélne typy ruchu réznig sie rodzajem wypustek migra-
cyjnych prezentowanych przez komorki oraz szlakami przekazywania sygnatéw kontrolu-
jacych zjawisko ruchu. Ruch mezenchymalny, regulowany przez kinaze Cdc42, cechuje wy-
dtuzony ksztatt komérek z wyraznie wyeksponowanym lamellipodium i tworzenie miejsc
adhezji do biatek ECM. Ruch ameboidalny odznacza sie wystepowaniem pecherzykowatych
wypustek o charakterze pseudopodiéw, a kontrolowany jest przez kaskady przekazywania
sygnatéw Rho/ROCK. W niniejszej pracy przegladowej podjeto probe scharakteryzowania
réznych typéw ruchu i mechanizméw ten ruch regulujacych.

WPROWADZENIE

Zdolno$¢ do ruchu to wazny aspekt prawidtowego funkcjonowania zywych
organizmow. Jest to podstawowa funkcja wpltywajaca na wszystkie procesy zy-
ciowe zaréwno u organizmow jednokomdrkowych, jak i wielokomérkowych.
Miliony komorek naszego ciata znajdujg sie w nieustajgcym ruchu uczestniczac
zaréwno w procesach fizjologicznych, takich jak morfogeneza, réznicowanie, go-
jenie ran, angiogeneza, infekcja, odpornos$c¢ iregeneracja tkanek, jak i patologicz-
nych, takich jak tworzenie przerzutéw nowotworu [1], Szczegétowe poznanie
molekularnych podstaw procesu migracji komdrkowej jest wazng cze$cig badan
nad zrozumieniem biologii nowotworow i sposobami ich rozprzestrzeniania sie
w organizmie [2-4], Jedng z najtrudniejszych barier w skutecznosci leczenia no-
wotworow jest tworzenie przerzutdéw nowotworowych. Jest to ztozony, wielo-
etapowy proces, na ktory sktada sie szereg potaczonych inastepujacych po sobie
zjawisk [5]. Uwaza sie, ze pierwszy etap powstawania inwazyjnego fenotypu
komdrek nowotworowych pochodzenia nabtonkowego wigze sie ze zmiang ich
charakteru i wyksztatceniem fenotypu mezenchymalnego. Proces ten okre$la sie
obecnie jako przejscie epitelialno-mezenchymalne (EMT). Charakterystyczng
cechg tak migrujacych komorek jest utrata potagczen miedzykomérkowych, spo-
wodowana zmianami w ekspresji genow biatek adhezyjnych i enzymow prote-
olitycznych, mutacjami w genach kodujacych biatka regulujace cykl komorkowy
oraz proces ich migracji. Zmiany te pozwalajg na reorganizacje cytoszkieletu ak-
tynowego, determinujgcg powstanie protruzji i przenikanie otaczajgcej macierzy
zewnatrzkomorkowej (ECM) [6].

Kolejnym etapem poprzedzajagcym utworzenie odlegtego przerzutu jest ode-
rwanie komorki lub grupy komorek od guza pierwotnego, ,inwazja" do sa-
siadujgcych tkanek, intrawazacja naczyn uktadu krazenia, ekstrawazacja, ,,za-
gniezdzenie" i proliferacja w nowym miejscu, co prowadzi do powstania guza
wtornego [8]. Zdolnosci inwazyjne nowotworéw wigzg sie nierozerwalnie ze
zwiekszonymi zdolnos$ciami migracyjnymi komdérek. Cecha, ktéra pozwala ko-
morkom nowotworowym bezbtednie dociera¢ do miejsca przeznaczenia jest ich
plastycznos$¢. Wynika ona z mozliwosci dostosowywania komérek nowotworo-
wych do zmieniajacych sie warunk6w otaczajgcego srodowiska oraz wspoipra-
cy z przylegajacymi komérkami prawidtowymi [8].

Wyniki badan ostatnich lat, z wykorzystaniem nowoczesnych technik mi-
kroskopowych, pozwalajacych na obserwacje zjawisk w przestrzeni dwu- i tréj-
wymiarowej, zaréwno w warunkach in vitro, jak i in vivo, dostarczyty cennych
informacji dotyczacych mechanizmu poruszania sie komdrek nowotworowych
[3,9-11]. Analiza tych wynikdw pokazata, ze komérki majg zdolnos$é poruszania
sie zarowno indywidualnie, jak i kolektywnie, czyli w potaczeniu ze wspéipo-
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ruszajgcymi sie komorkami [12,13]. W chwili obecnej wy-
rézniamy dwa gtéwne typy ruchu pojedynczych komérek
nowotworowych —ameboidalny [11,14] i mezenchymalny
[15,16], pomiedzy ktérymi istniejg typy posrednie [17].

Ruch mezenchymalny to najczesciej opisywany typ mi-
gracji obserwowany dla komdrek hodowanych in vitro
w przestrzeni dwuwymiarowej (Ryc. 1). Ten typ ruchu
odznacza sie wydtuzonym, ptaskim ksztattem komérek,
powstawaniem wypustek o charakterze lamellipodidw,
tworzeniem miejsc adhezji w postaci ptytki kontaktowej,
retrakcjg dystalnej czesci komorki oraz wydzieleniem pro-
teaz, ktére trawig biatka macierzy zewnatrzkomérkowej.
Mezenchymalny ruch komorki jest kontrolowany gtdwnie
przez kinaze Cdc42, ktéra koordynuje polimeryzacje aktyny
w krawedzi wiodacej komorki, zapewniajac regularne uto-
zenie mikrofilamentéw i ich oddziatywania z mikrotubula-
mi [15,16]. Ruch ameboidalny natomiast, charakterystyczny
dla niektérych komérek nowotworowych — migrujacych
przez tréjwymiarowg macierz biatek zewnatrzkomérko-
wych, charakteryzuje sie zaokraglonym ksztattem komo-
rek, brakiem lamellipodiéw i wystepowaniem raczej nie-
wielkich pseudopodiéw o charakterze pecherzykowatym
[9,15,18,19]. Kaskady przekazywania sygnatéw z otoczenia
w trakcie tego procesu uzaleznione sg od kinaz zaleznych
od Rho, ROCK, a sama migracja nie zalezy od wydzielenia
przez komorki enzymow proteolitycznych. Badania Sahai i
Marshalla pokazaty, ze komorki nowotworowe migrujace
w spos6b ameboidalny przemieszczajg sie z reguty szybciej
niz wedrujace w sposéb mezenchymalny [9].

W niniejszym artykule podjeto probe podsumowania
wiedzy na temat mechanizmdw rzadzgcych procesem mi-
gracji komorek nowotworowych w relacji z prezentowany-
mi przez nie typami ruchu i sitami generujgcymi ruch. Praca
ta uwzglednia rownoczes$nie aspekt plastycznosci komorek
nowotworowych, czyli mozliwos$ci zmiany sposobu migra-
cji komorek w zaleznosSci od zmieniajgcych sie warunkéw
$rodowiska zewnetrznego.

ROLA CYTOSZKIELETU AKTYNOWEGO
W RUCHU KOMORKI

Bez wzgledu na spos6b migracji komérkowej, fundamen-
talna role w tym zjawisku odgrywa proces polimeryzacji
aktyny prowadzacy do powstania mikrofilamenéw aktyno-
wych. W komérkach niemig$niowych filamenty aktynowe
zbudowane sg z dwoch cytoplazmatycznych izoform: piy.
Zrdznicowanie funkcji aktyn cytoplazmatycznych, podob-
nie jak ich subkomorkowe rozmieszczenie, pomimo wielu
ciekawych obserwacji, w tym réwniez naszych witasnych,
pozostajg nadal w sferze badan [20-23]. Dynamiczna re-
aranzacja filamentéw aktyny jest sitg napedowg ruchu ko-
morki, odpowiadajaca za jej zdolno$¢ do zmiany ksztattu.
To wiasdnie dzieki procesowi polimeryzacji aktyny tworzg
sie wypustki migracyjne, takie jak lamellipodia i filopodia,
chociaz nie do konica wiadomo w jaki doktadnie sposéb na-
stepuje tak wazna w ich tworzeniu zmiana ksztattu btony
komoérkowej. Przypuszcza sie, ze modelowanie btony jest
nastepstwem podbtonowej polimeryzacji aktyny i powstaja-
cego lokalnie ci$nienia hydrostatycznego [23,24]. Aktyna to
wszechobecne biatko wystepujace w formie monomerycz-
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nej (G) lub spolimeryzowanej (F). Tworzy filamenty, ktore
w komorkach moga organizowac sie w struktury wyzszego
rzedu, np. rownolegte wigzki czy krzyzujace sie sieci. Fila-
menty te wykazujg polaryzacje, zaréwno strukturalna, jak i
kinetyczng — posiadajg szybko rosnacy koniec (+), zwany
kolczastym lub brodatym (ang. barbed end) o wysokim po-
winowactwie do monomerdéw oraz wolno rosngcy koniec
ostry (-) o niskim powinowactwie do monomerow aktyny.
W stanie spoczynku komorki ilos¢ monomeréw przytacza-
jacych sie do kolczastego konca filamentu réwnowazona
jestprzez monomery odtgczane od konica ostrego. Monomer
aktyny raz przytaczony do konca (+), w miare postepowa-
nia polimeryzacji i depolimeryzacji, przesuwa sie wzdtuz
filamentu, az do momentu gdy oddysocjowany zostanie na
koncu ostrym filamentu [25].

U podstaw zmian architektury cytoszkieletu aktynowego
oraz kontroli rownowagi pomiedzy aktyng monomeryczng
a filamentarng, lezg biatka oddziatujgce z aktyng. Decydujg
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Rycina 1. Etapy migracji komérkowej. W pierwszym kabli filamen-
stadium ruchu komdérkowego nastepuje polaryzacja tow aktyny (for-
ko_morkl, cz_yll ut)Nor_zenl_e dynamicznego blegu_na miny). Zaintere-
wiodacego i okreslenie kierunku ruchu. Nastepnie,
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inicjacja ich wigzania do jej monomerycznej badz filamen-
tarnej postaci jest kontrolowana, bezpos$rednio lub posred-
nio, przez wyspecjalizowang maszynerie biatkowych ka-
skad przekazywania sygnatow. W odpowiedzi na czynniki
zarébwno zewnetrzne (gradient czynnikéw wzrostowych),
jak i wewnetrzne (pH, ciSnienie osmotyczne, stezenie Ca24),
uruchamiajg one biatkowe GTPazy z rodziny Rho — pod-
stawowe biatka regulujgce dynamike cytoszkieletu aktyno-
wego [27-29], Biatka z rodziny Rho podlegajg cyklowi sty-
mulowanej przez biatka GEF (ang. Guanine Exchange Factors)
i GAP (ang. GTPase Activating Proteins) wymiany nukleoty-
dow guanidynowych. Dzieki temu oscylujg one pomiedzy
nieaktywnym stanem wigzania GDP a aktywnym stanem
zwigzania GTP. W stanie zaktywowanym mate GTPazy z
rodziny Rho oddziatujg z biatkami efektorowymi (takimi
jak ponizej wymienione biatka: Cdc42, Rac, WAVE, WASP,
PAK, ROCK, Rho). Przyktadowo, biatka Rac i Cdc42 aktyw-
nie uczestniczg w poczatkowych stadiach procesu migracji
komorkowej: polaryzacji komorki, ekspansji lamellipodidow
lub filopodidw (tylko Cdc42) oraz organizacji miejsc adhezji
w strefie frontalnej. Natomiast biatko Rho kontroluje proces
translokacji ciata komérki, poprzez stymulacje skurczow
sieci wtokien naprezeniowych [30,31]. Ztozony proces ukie-
runkowanej lokomocji komérkowej zalezy od Scisle zloka-
lizowanej aktywacji tych biatek w okres$lonych regionach
cytoplazmy, gdzie dziatajg one jako ,,molekularne przetgcz-
niki" aktywnosci biatek cytoszkieletu, kluczowe przy two-
rzeniu wypustek komdérkowych.

RUCH MEZENCHYMALNY

Mezenchymalny sposéb migracji (nie tylko w odniesie-
niu do komdrek nowotworowych) jest do$¢ dobrze pozna-
ny i opisany. Jego cechy, przez wiele lat obserwowane w
doswiadczeniach prowadzonych na podtozach dwuwymia-
rowych (2D), przypisywano og6lnie uznanemu modelowi
migracji komorkowej. Z tego powodu komdrki migruja-
ce opisywano jako ptaskie, tréjkatne, posiadajace szeroka
(przypominajaca welon) determinujaca kierunek migracji
krawedz wiodacg —lamellipodium [16]. W zwigzku z roz-
wojem technik tréjwymiarowych hodowli komdérkowych
(3D), mozliwa stata sie bardziej wnikliwa obserwacja pro-
cesu migracji komdrek, co pozwolito nie tylko na wyodreb-
nienie innych niz mezenchymalny typoéw migracji, ale takze
na ich szczegdtowag klasyfikacje.

Jednymi z najbardziej typowych przykiadéw komdrek
migrujgcych w spos6b mezenchymalny sg keratynocyty i fi-
broblasty. Komoérki nowotworowe tak migrujace to w wiek-
szoSci komorki wywodzgce sie z tkanki tgcznej, np. mie-
saka, czy z tkanek nabtonkowych, np. raka jelita grubego.
W $rodowisku tréjwymiarowym komorki mezenchymalne
przyjmujg wrzecionowatg morfologie, charakterystyczng
dla fibroblastéw, mioblastéw, komdérek miesaka czy poje-
dynczych komorek nabtonkowych [12]. Mezenchymalny
sposOb poruszania sie komaérek cechuje piecioetapowy cykl
lokomocyjny przedstawiony na Ryc. 1. Pierwszy etap mi-
gracji komaérki to jej polaryzacja, czyli okreslenie kierunku
ruchu i podbtonowe gromadzenie biatek regulujgcych ten
proces. W drugim, zaleznym od polimeryzacji aktyny, pro-
truzyjnym etapie migracji, lamellipodium formuje miejsca
adhezji do substratu za posrednictwem heterodimeréw
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a,(3-integryn. Ptytka adhezyjna stuzy jako miejsce przycze-
pu komorki do podtoza, niezbedne dla wytworzenia sie
mechanicznego napiecia w podbtonowej czesci komorki i
kluczowe dla dalszego jej poruszania sie [32,33], Komplek-
sy integrynowe za posrednictwem biatek adaptorowych (ta-
kich jak a-aktynina, paksylina, talina i winkulina) stuzg jako
miejsce zakotwiczenia dla filamentow aktyny, a takze po-
$rednicza w przekazywaniu sygnatéw (zudziatem kinaz Src
i FAK). Jednocze$nie, wraz z utworzeniem miejsc adhezji,
niezbedny jest udziat lokalnie wydzielanych do srodowiska
lub zwigzanych z zewnetrzng btong komorkowa proteaz
(MMP, uPA/uPAR), stuzgcych enzymatycznej przebudo-
wie widkien biatek macierzy zewnatrzkomérkowej (ECM).
Komoérka poruszajgca sie¢ w sposdb mezenchymalny powo-
duje degradacje wiokien macierzy zewnatrzkomérkowej,
co moze by¢ wykorzystywane réwniez przez inne meta-
statyczne komdrki nowotworowe, sprzyja¢ tworzeniu tzw.
komorkowych tancuchow migracyjnych i zwieksza¢ szanse
wystapienia przerzutéw. Pomimo udziatu enzymdw prote-
olitycznych w mezenchymalnym typie ruchu komoérek no-
wotworowych, samo utworzenie i likwidacja miejsc adhezji
wymaga czasu (ok. 10-120 min.), co wydtuza czas migracji
w przestrzeni trojwymiarowej do ok. 0,1- 2 gm/min [14].

Jak wynika z wyzej przedstawionych informacji, proces
mezenchymalnego ruchu komoérkowego to cykl nastepu-
jacych po sobie zjawisk, ktérych powtarzalno$¢ wymaga
bardzo precyzyjnej kontroli, a samo jego zapoczatkowanie
wigze sie z powstawaniem i zanikaniem ukierunkowanych
wypustek komérkowych. Komérki pobudzone do migracji
przez czynniki wzrostowe, np. naskérkowy czynnik wzro-
stu EGF, w ciggu kilku minut prezentujg lamellipodium,
ktére tworzy sie w wyniku niezwykle dynamicznej polime-
ryzacji aktyny [34], Stezenie aktyny w lamellipodium jest
wysokie —ok. 450 gM dla aktyny filamentarnej i ok. 95 gM
dla aktyny monomerycznej [11]. Stymulacja zewngtrzko-
moérkowego receptora EGF pobudza aktywnos$¢ biatkowej
kinazy fosfatydylo-inozytolo-3-fosforanu (PI3K) i uwalnia-
nie bifosforanu-4,5-fosfatydyloinozytolu (PIP2, ktory akty-
wuje mate biatka wigzace GTP: Rac, Cdc42 i Rho. Kinazy
te, przy udziale biatek z rodziny WASP i kompleksu Scar/
WAVE 1/2/3, regulujg aktywnos$¢ biatek wiazacych akty-
ne, co umozliwia tworzenie lamellipodium i filopodidéw
[11,35]. Polimeryzacja aktyny uzalezniona jest od szybko$ci
powstawania wolnych koncéw brodatych filamentéw oraz
dostepnosci monomerdw aktyny. Monomery aktyny wyste-
puja w cytoplazmie w kompleksach z biatkami wiazacymi
G-aktyne —np. z profiling i z p-tymozyna, ktore utrzymuja,
szczegO6lnie tuz pod btong, pule aktyny, dostepng w odpo-
wiedzi na sygnat z otoczenia o potrzebie wydtuzenia rosng-
cego filamentu [36,37]. Wolne konce kolczaste, jako nowe
miejsca polimeryzacji aktyny w rosngcym lamellipodium,
moga by¢ wytwarzane na trzy sposoby: odigczenie biatek
nakrywajacych z koncow filamentu, fragmentacje lub syn-
teze nowych filamentéw de novo. Polimeryzujace filamenty
organizowane sg w podbtonowga sie¢ przy udziale biatka
Arp2/3, ktorego gtownymi aktywatorami sg wyzej wspo-
mniane biatka kompleksu WAVE. Arp2/3 to ztozony kom-
pleks biatkowy, ktéry indukuje powstawanie rozgatezien
w ksztatcie litery Y w $rodku filamentow, a takze pozwala
na utworzenie rozgatezien filamentéw na rosngcym koncu
kolczastym. Ponadto, Arp2/3 moze uczestniczyé w procesie
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nukleacji —syntezie trimeru aktyny, zarodzi dajgcej pocza-
tek tworzeniu iwydtuzaniu nowych filamentow. Kompleks
Arp2/3 dziata synergistycznie z biatkami depolimeryzuja-
cymi i fragmentujgcymi filament aktynowy, ktére odstania-
ja nowe miejsca nukleacji stabilizowane przez podbtonowo
zlokalizowang kortaktyne [27,38]. Takim przyktadem sg
biatka z rodziny ADF/kofilina i wielofunkcyjna zelsolina,
ktorych aktywnos$¢ i lokalizacja w rejonie lamellipodium zo-
stata juz niejednokrotnie potwierdzona [26]. W komérkach
pozostajagcych w spoczynku, zwigzany z btong bisforan-4,5-
fosfatydyloinozytolu (PIP2 uniemozliwia oddziatywania
pomiedzy aktyng a wieloma biatkami wigzgcymi aktyne,
miedzy innymi z ADF/kofiling, ktéra posiada miejsce wig-
zania PIP2 W komoérkach migrujgcych aktywacja kofiliny
objawia sie spadkiem poziomu btonowego PIP2 dzieki ak-
tywacji fosfolipazy C (PLC) hydrolizujacej go do diacylogli-
cerolu (DAG) i trifosforanu 1,4,5-inozytolu (IP3. Ten ostatni
aktywuje zelsoling i pobudza jej aktywno$¢ depolimeryzu-
jaca filament aktynowy za posrednictwem kalmoduliny.
Zwigzanie uwolnionego przez zelsoline z komplekséw bto-
nowych PIP.,powoduje spadek jej nakrywajacej filament ak-
tywnosci, aw konsekwencji —ekspozycje szybko rosngcych,
gotowych do utworzenia rozgatezien i wydtuzenia koncow
brodatych filamentu aktyny. Dzieki tak ztozonej wspotpra-
cy sieci biatek strukturalnych i enzymatycznych, tworzg sie
dendrytycznie wydtuzajace sie, rozgatezione filamenty. Po-
wstaje sie¢ aktynowa na tyle ,,sztywna", aby powodowaé
wytwarzanie ciggtego nacisku na btone, a jednoczes$nie dy-
namiczna, zdolna do utworzenia krawedzi wiodacej, ktora
determinuje powstanie ukierunkowanej protruzji i rozpo-
czecie procesu poruszania sie komaérki [26,39,40].

Kolejnym etapem procesu lokomocji mezenchymalnej
jest przemieszczenie reszty ciata komaérki razem z jadrem
komérkowym. Proces ten nastepuje dzieki sitom mole-
kularnych motoréw, generowanym przez sie¢ aktomio-
zynowa, tuz za dynamicznym obszarem wykraczajgcego
poza ciato komorki lamellipodium, w tzw. lamellum. Jest
to obszar, gdzie mikrofilamenty aktynowe tworzg szeroka
i luzniej zorganizowang sie¢ mikrofilamentéw bogatych w
miozyne Il [11,16]. Dzigki oddziatywaniom domen gtowo-
wych miozyny Il z wigzkami filamentéw aktyny nastepuje
zmniejszenie odlegtosci pomiedzy kohAcami filamentow i
w efekcie — powstanie sity umozliwiajacej skrécenie dtu-
gosci ciata komorki i retrakcje jej czeSci dystalnej [41]. Ten
etap procesu migracji kontrolowany jest przez serynowo/
treoninowg kinaze zalezng od Rho, zwang takze ROCK.
Kinaza ta fosforyluje biatka regulujace proces skurczu pod-
btonowej sieci mikrofilamentéw aktyny - fosfataze lekkich
tancuchéw miozyny Il (MLCP), lekkie tancuchy miozyny
oraz zwigzane z wewnetrzng warstwg btony komérkowej
biatka ERM (ezryna, radyksyna, moezyna) [42,43], Szlak
sygnatowy Rho/ROCK kontroluje réwniez proces powsta-
wania, reorganizacji i kurczliwos$ci widkien naprezenio-
wych [44], Kiedy po raz pierwszy opisano nature wdkien
naprezeniowych przypuszczano, iz ich funkcja moze by¢
zwigzana z wytwarzaniem sity lokomocyjnej, chociaz in
vivo oraz w warunkach hodowli tréjwymiarowych witdékna
naprezeniowe w komorkach migrujagcych sa obserwowane
dos$¢ rzadko. Wkrétce zauwazono réwniez, iz struktury te
sq lepiej zorganizowane i bardziej widoczne w komoérkach
stacjonarnych, co wskazywatoby na ich negatywny wptyw
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na proces migracji. W przypadku komdrek takich jak fi-
broblasty, keratynocyty czy komdérki nowotworu kosci, w
procesie migracji w przestrzeni dwuwymiarowej mozna
wyrézni¢ trzy strukturalnie odmienne rodzaje wtdkien na-
prezeniowych. Widoczne sg dtugie, uktadajagce sie wzdtuz
podtuznej osi komadrki widkna naprezeniowe. Ze wzgledu
na ich réwnolegte do kierunku migracji ustawienie oraz za-
kotwiczenie obu koncéw w ptytkach adhezyjnych zaktada
sie ich udziat w tworzeniu sity kurczliwej i ruchu komorki.
Ponadto, obserwuje sie krotkie wtdkna grzhietowe, korficem
ostrym zakotwiczone w ptytce adhezyjnej, zawierajgce duze
ilosci a-aktyniny oraz wtdkna niezakotwiczone w plytkach
adhezyjnych, zakrzywione i niejednokrotnie tworzgce tuki
poprzeczne [45,46]. Udzial wiokien naprezeniowych w
procesie migracji komdrkowej, a takze wydarzenia zacho-
dzace w sieci aktynowej poza lamellipodium sg aktualnie
intensywnie badane, a natura ich potgczen nie jest jeszcze
do konca poznana.

RUCH AMEBOIDALNY

Komorki nowotworowe rosngce in vivo w $rodowisku
guza pierwotnego charakteryzuje zwykle heterogennos¢,
szczeg6lnie w poréwnaniu z populacjg komaérek rosngcych
w hodowli in vitro. Wiekszo$¢ tych komorek stanowi mase
guza i tylko mata frakcja 1-5% komdrek nabywa zdolnosci
do poruszania sig, zmiany ksztattu, kierunku i szybkosci
ruchu (nawet do 15 (im/min) [14]. Okazato sie, ze te ko-
morki migrujag w sposéb odmienny od mezenchymalnego,
podobny do sposobu poruszania sie przeciskajgcych sie
przez $ciane naczyn krwionos$nych leukocytéw, a charak-
terystyczny dla nizszych eukariontéw (szczeg6lnie ameb
takich jak Amoeba proteus czy Acanthoameba castellanii). Po-
wszechnym modelem stuzacym do badan proceséw che-
motaksji oraz ruchu ameboidalnego jest amebowa postac¢
§luzowca Dictyostelium discoideum [30, 47-49]. Ten typ ruchu
komoérkowego charakteryzuje sie wysokim stopniem ,de-
formacji" ciata komorki oraz wystepowaniem sferycznych,
przypominajgcych pecherzyki apoptotyczne, wypustek bto-
ny komdrkowej. Komdérki nowotworowe poruszajgce sie w
ten sposob zawdzieczajg zdolnos$¢ do translokacji gwattow-
nie przyspieszajagcym cyklom ekspansji i retrakcji wypustek
oraz skurczom ciata komorki (Ryc. 2). W ich przypadku
wykazano réwniez zdolno$¢ do szybkich zmian kierunku
ruchu. Wynika to z mozliwosci dynamicznego, kilkumi-
nutowego tworzenia sie i likwidacji pecherzykéw migra-
cyjnych, czemu towarzyszy zmiana polaryzacji komorki.
Zrozumienie zjawiska polaryzacji komdrki pozostaje nadal
sprawg otwartg [14,18], Ostatnie badania pokazuja, iz za
polaryzacje komérki odpowiada, wcze$niej juz wspomnia-
na, regulujgca dynamike filamentdw aktynowych kofilina.
Jej uaktywnienie zachodzi poprzez defosforylacje (reszty
serynowej w pozycji 3) przy udziale fosfatazy Sling-shot, a
dezaktywacja poprzez fosforylacje przy udziale kinaz LIM i
TES. Wysoki poziom kinazy LIM powigzano ze zredukowa-
ng inwazyjnoscig komoérek nowotworowych [35,50].

Ruch ameboidalny charakteryzuje wiele cech odmien-
nych w poréwnaniu z mezenchymalnym typem migracji
komorkowej. Przede wszystkim w ameboidalnym typie ru-
chu komorkowego to nie polimeryzacja filamentéw aktyno-
wych jest gtéwng sita powodujgcg powstawanie protruzji.
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Rycina 2. Sposoby migracji komérkowej. Komadrki nowotworowe poruszajace sie¢ w tréjwymiaro-
wym $rodowisku macierzy zewnatrzkomérkowej wykazuja trzy typy ruchu komérkowego. Ame-
boidalny rodzaj lokomocji cechuje sie wystepowaniem pecherzykowatych protruzji. Ten typ ruchu
uzalezniony jest od sity kurczliwej (czarne strzatki) sieci aktynowo-miozynowej, powstatej wskutek
lokalnie podwyzszonego ci$nienia hydrostatycznego. Mezenchymalny sposéb migracji komérkowej
napedza dynamiczna polimeryzacja aktyny w lamellipodium. Komérki poruszajace si¢ w ten sposéb
wydzielajg zewnatrzkomérkowe proteazy i oddziatujg z biatkami macierzy zewnatrzkomérkowej
za pomoca komplekséw biatkowych ptytki adhezyjnej. Skurcze sieci aktynowo-miozynowej umoz-
liwiajg tu retrakcje dystalnej czeSci komérki (czarne strzatki). Kolektywny sposéb poruszania sie
komérek nowotworowych wykazuje wiele podobieristw do mezenchymalnego. Dodatkowo cha-
rakteryzuje sie zachowaniem miedzykomdérkowych potaczeri i komunikacji migdzykomérkowe;j.
Ze wzgledu na plastyczno$¢ komérek nowotworowych, mozliwa jest zmiana sposobu poruszania
(fioletowe strzatki) indukowana wzrostem lub spadkiem poziomu ekspresji gendw niektérych biatek

sie pecherzykach migracyjnych, jako ze pozba-
wione sg one biatek Arp2/3 i mDial, najlepiej
do tej pory scharakteryzowanych czynnikow
odpowiedzialnych za tworzenie jader polime-
ryzacji aktyny. Od niedawna sugeruje sie role
biatka mDia2 w procesie nukleacji filamentow
sieci podbtonowej aktyny, choé nie jest to jesz-
cze jednoznacznie potwierdzone [19].

Jednym z pierwszych biatek zaobserwowa-
nych w poczatkowych etapach procesu tworze-
nia sie pecherzykdw, ktére poprzedza naptyw
biatek sieciujacych i polimeryzacje aktyny,
jest wyzej wspomniane biatko z rodziny ERM
—ezryna [19], Wiemy coraz wiecej o udziale
ezryny w procesie ruchu i adhezji komorkowe;j.
Niektore badania postulujg jej kluczowg role w
procesie progresji nowotworow [54], Fosforyla-
cja ezryny indukuje jej aktywacje i translokacje
z cytoplazmy w kierunku podbtonowym, gdzie
prawdopodobnie tgczy ona filamenty aktyno-
we z btong komorkowg [11]. Wykazano jednak,
ze ezryna nie jest bezwzglednie konieczna dla
odtworzenia sieci aktynowej sferycznych wy-
pustek migracyjnych, choé¢ w przypadku jej
nieobecnosci komoérki tracg zdolno$¢ do ich
peinej retrakcji. Tuz po wiaczeniu ezryny w
proces odtwarzania mikrofilamentdw aktyno-
wych w pecherzykach migracyjnych, F-akty-
nowa sie¢ komorkowa zaczyna odbudowywac
sie tuz pod btong samego pecherzyka. Proces
dziatania biatek ERM pozostaje pod kontrolg

(biate strzatki).

Ponadto, enzymatyczna proteoliza nie stuzy w tym przy-
padku do pokonania bariery migracyjnej jaka jest macierz
zewngtrzkomérkowa. Stad zastosowanie inhibitorow me-
taloproteinaz nie powoduje zmniejszenia zdolnosci inwa-
zyjnych tych komérek nowotworowych zaréwno w warun-
kach in vitro, jak i in vivo. Komorki poruszajace sie¢ w spo-
s6b ameboidalny generuja tzw. sile kurczliwg, w oparciu o
wspoétdziatanie aktyny i miozyny Il. Dzieki temu nastepuje
odksztatcenie widkien macierzy zewnatrzkomoérkowej, a
komaérki przeciskaja sie miedzy jej elementami wg nizej opi-
sanego mechanizmu [12,51],

Pierwszy etap inwazji macierzy zewngtrzkomdrkowej
rozpoczyna sie utworzeniem sferycznych wypustek migra-
cyjnych. Ich powstawanie jest mozliwe dzieki wzrostowi
cisnienia hydrostatycznego, ktére powoduje lokalne uwy-
puklenie btony komdrkowej [18]. W sytuacji spoczynku
komorki ciggto$¢ przylegania btony komérkowej do pod-
btonowej sieci biatkowej (w skitad ktérej wchodzi aktyna,
filamina, a-aktynina czy miozyna) stabilizowana jest przez
poprzez liczne miejsca kontaktowe [52,53], Utworzenie
pecherzyka migracyjnego skutkuje utratg tych stabilnych
potaczen i w poczatkowym etapie pecherzyki migracyjne
pozbawione sg F-aktyny. Ten niewielki uwypuklony region
wypetnia sie nastepnie cytoplazmg i w ciggu kilku sekund
formuje sferyczng strukture, w ktorej stopniowo rozpoczy-
na sie odbudowa sieci cytoszkieletu aktynowego [51]. Nieja-
snym pozostaje mechanizm nukleacji aktyny w formujacych
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kinazy ROCK, ktéra nie tylko aktywuje ezryne,

ale takze jest czynnikiem zapoczgtkowujgcym

tworzenie sie samych pecherzykéw migracyj-

nych. Enzym ten katalizuje fosforylacje kinazy
tancuchow lekkich miozyny (MLCK) [19,41], co skutkuje
aktywacjg cytoplazmatycznej miozyny Il oraz dwojakim,
najbardziej prawdopodobnym scenariuszem nastepujacych
po sobie zdarzen: skurczami podbtonowej sieci aktynowo-
miozynowej lub lokalnym jej rozerwaniem, a nastepnie
wzrostem cisnienia hydrostatycznego i wreszcie — utwo-
rzeniem uwypuklen btony [51], Wzrost tych struktur nie jest
zjawiskiem do konca wyjasnionym. Proces ten zachodzi w
nastepstwie jednego z ponizszych scenariuszy. Pierwszy to
wspomniany juz mechanizm odrywania btony komorkowej
od sieci biatek podbtonowych. Drugi polega na odksztat-
caniu sie sfaldowan btony powstatych podczas skurczow
i skracania sieci aktynowo-miozynowej. Trzeci zakiada
naptyw lipidow do podstawy pecherzyka, za$ czwarty
uwzglednia fuzje pecherzykéw aparatu Golgiegio z btong
komdrkowg. Pomimo intensywnie prowadzonych w tym
zakresie badan nadal poszukujemy odpowiedzi, ktory z
wymienionych mechanizméw jest najbardziej prawdopo-
dobny [19].

Charakterystyczne pecherzykowate wypustki pojawiajg
sie nie tylko w procesie ruchu komérek nowotworowych,
ale réwniez prawidtowych, np. leukocytéw czy komorek
zarodkowych i innych procesach biologicznych — np. cy-
tokinezie i apoptozie. Pomimo skrajnie roznej roli tych wy-
pustek w procesach zyciowych komdrki, mechanizmy od-
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powiedzialne za ich wytworzenie kontrolowane sg czesto
przez te same szlaki przekazywania sygnatow, przynajm-
niej w poczatkowych etapach tego procesu [12,48].

Wiedza na temat mechanizméw aktywacji i hamowania
powstawania i retrakcji pecherzykdw migracyjnych stale sie
poszerza. Zahamowanie tych proceséw obserwujemy po za-
stosowaniu: czynnikow powodujacych catkowitg depolime-
ryzacje aktyny, hamujgcych aktywnos$¢ miozyny Il, chela-
tujacych zewnatrzkomorkowe jony wapnia, wywotujacych
szok hiperosmotyczny czy ostabiajacych potgczenia btony
komaérkowej z biatkami cytoszkieletu. Jednym z najbardziej
znanych czynnikéw hamujacych ,pecherzykowanie” jest
blebbistatyna — inhibitor ATPazowej aktywno$ci miozyny
Il [11,19]. Sytuacje odwrotng, czyli pobudzenie powstawa-
nia sferycznych wypustek migracyjnych, wykazano dla ko-
morek czerniaka M2, pozbawionych syntezy filaminy, ktéra
stabilizuje potaczenia sieci aktynowej. Z uwagi na obnizong
site oddziatywan pomiedzy cytoszkieletem podbtonowym
a btong komdérkowa, komorki te tworzg pecherzyki na catej
powierzchni zewnetrznej. W komorkach tych proces po-
wstawania pecherzykow migracyjnych mozna zahamowac
poprzez rekonstrukcje potaczen btony komdrkowej z siecig
biatek cytoszkieletu, np. poprzez przywrocenie syntezy fila-
miny, lub indukcje syntezy konstytutywnie aktywnej formy
ezryny [19,55-57]. Dzieki tym witasciwosciom komérki czer-
niaka M2 pozbawione syntezy filaminy uczyniono jednym z
najwazniejszych modeli w badaniu podstaw mechanizmoéw
ameboidalnego ruchu komérkowego.

RUCH KOLEKTYWNY

Przez wiele lat ruch komérek nowotworowych i proces
inwazyjnosci nowotworow, a szczeg6lnie ich zdolno$¢ do
zasiedlania nowych tkanek wyobrazano sobie jako proces
dotyczacy pojedynczych komorek. Dlatego tez wiekszos¢
testow inwazyjnosci przeznaczona jest dla komoérek migru-
jacych indywidualnie ijedynie ruch takich komérek mozna
poddawacé ocenie. Jest to zjawisko wazne nie tylko w od-
niesieniu do sposobu rozprzestrzeniania nowotworow, ale
przede wszystkim istotne w kontekscie zachowania home-
ostazy organizmow wyzszych. Kolektywny sposob migra-
cji zaobserwowaé¢ mozna w nastepujacych procesach fizjo-
logicznych: migracja fragmentow nabtonkéw po ptaskich
substratach, takich jak btona $luzowa jelita podczas jego sa-
moodnawiania, ruch warstw keratynocytéw i fibroblastow
w kierunku miejsca zranienia, czy warstw komaérek prze-
mieszczajacych sie w procesie organogenezy. W warunkach
in vitro najczesciej stosowanym modelem dla kolektywnego
typu ruchu jest test gojenia ran, w ktorym fibroblasty za-
mykajg przestrzen powstatg po przerwaniu ciggtosci mono-
warstwy komérek na ptytce hodowlanej [58,59].

Kolektywny spos6b migracji komorkowej polega na
wspdlnym przemieszczaniu sie grup komdrek przy funk-
cjonalnie zachowanych potgczeniach miedzykomoérkowych.
Komorki te zachowujg pierwsze cztery z pieciu etapow
ruchu wyzej opisanych dla komorek poruszajgcych sie w
spos6éb mezenchymalny (patrz Rye. 1). Zapoczatkowujgce
ruch kolektywny komorki przechodzg etap protruzji, adhe-
zji do podtoza, enzymatycznego trawienia biatek macierzy
zewnatrzkomorkowej i skurczu ciata komorki. Koncowy
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etap tego procesu, w odniesieniu do mezenchymalnego
sposobu migracji zawiera wazne modyfikacje. Refrakcyjny
koniec komdarki nie ulega oddzieleniu od grupy komoérek,
ale utrzymuje miedzykomdérkowe potaczenia, ktére stuzag
przeniesieniu sity skurczu na komorki znajdujace sie dalej
od strefy frontalnej [8,62]. Poruszajgce sie komorki strefy
frontalnej, podobnie jak komdrki poruszajace sie w sposéb
mezenchymalny, wydzielajg zewngtrzkomérkowe prote-
azy, takie jak: MT1-MMP i MMP-2 [13]. Przeniesienie sity
kurczliwej mozliwe jest nie tylko dzieki zachowaniu $cistych
potaczen miedzykomoérkowych, ale rédwniez zachowaniu
komunikacji komérek przy udziale desmosoméw i innych
rodzajow potgczen miedzykomaérkowych. Dowodem na to
jest podwyzszony poziom ekspresji genow koneksyny 31,
40 i 43 w migrujacych na spos6b mezenchymalny komar-
kach HelLa. Bezposrednie potaczenia miedzykomoérkowe
sg stabilizowane przez kadheryny E, N i VE oraz biatka re-
prezentujagce rodzine immunoglobulinowych receptoréw
adhezyjnych, takich jak NCAM i ALCAM. W komaorkach
pochodzenia nabtonkowego bezposrednie i posrednie pota-
czenia miedzykomérkowe sg podtrzymywane przez kom-
pleksy integrynowe, w sktad ktérych wchodzi integryna
[3: a2pi, a3pi, a5pi. Proces ten kontrolowany jest w duzej
mierze przez kaskady przekazywania sygnatdw obowigzu-
jace dla pojedynczo migrujgcych komérek. Potwierdzono
dotychczas, iz ekspresja genu biatka Rac jest niezbedna dla
zachowania tego zbiorowego sposobu migracji komoérkowej
[8,62,63],

Podsumowujac, widzimy, iz niewatpliwg ,korzyscig"
kolektywnego sposobu migracji komorkowej (z punktu wi-
dzenia rozprzestrzeniania nowotworéw) jest swoisty me-
chanizm, polegajacy na torowaniu drogi migracji poprzez
biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej czy zdrowe tkanki
organizmu oraz wytworzenie lokalnego $rodowiska typo-
wego dla guza pierwotnego. In vivo komorki poruszaja sie w
kierunku bogatych w sktadniki odzywcze naczyn krwiono-
$nych lub limfatycznych. Inwazyjno$¢ komorek nowotwo-
rowych jest wiec zjawiskiem adaptacyjnym, w duzej mie-
rze zaleznym od warunkéw $rodowiska. Ostatnie badania
pokazuja, iz nabycie badz utrata komponentéw determinu-
jacych dany typ migracji komorkowej, czy to wskutek wy-
ciszania genow czy ingerencji farmakologicznej, prowadzi
do zmiany wzoru i mechanizmu przemieszczania sie. Do tej
pory zaobserwowano nastepujace zjawiska potwierdzajace
plastyczno$¢ migracji komdrek nowotworowych (Ryc. 2):
przejscie epitelialno-mezenchymalne (EMT) [64], przejscie
mezenchymalno-ameboidalne (MAT) oraz przejscie kolek-
tywno-ameboidalne (CAT) [12,62].

Jesli chodzi o przejscie mezenchymalno-ameboidalne
(MAT), ingerencja w mechanizmy regulujgce przyczepnosc
komérek do podioza, tworzenie miejsc adhezji do macie-
rzy zewnatrzkomdrkowej oraz w strukture samej macie-
rzy prowokuje komérki do zmiany typu poruszania sie na
ameboidalny. Zastosowanie inhibitoréw proteaz i integryn
(zwtaszcza integryny pi) moze powodowac inicjacje me-
chanizméw odpowiedzialnych za przeciskanie sie komorek
pomiedzy widknami macierzy zewngtrzkomorkowej, nieza-
leznie od proteolitycznej aktywnosci enzymatycznej [13,60].
Podobne czynniki wptywajg na zmiane sposobu migracji z
ruchu kolektywnego ma ameboidalny (CAT). Do dezinte-
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gracji grup przemieszczajacych sie komdrek i promowania
ichruchu indywidualnego, przyczynia sie jednoczesne osta-
bienie przyczepnosci komdrek oraz ograniczenie oddziaty-
wan i komunikacji miedzykomérkowej. Te ostatnie polegajg
na udziale mechanizméw obejmujacych obnizenie ekspresji
genow kadheryn i immunoglobulinowych receptoréw ad-
hezyjnych oraz mutacji w szlakach sygnatowych kontrolu-
jacych dziatanie kadheryn i katenin [12,65]. Przypuszczal-
nie — zmiana typu ruchu komérkowego z kolektywnego
na mezenchymalny mogtaby zachodzi¢ w komdrkach, ktére
pozbawiono wzajemnych potgczen. Komorki te zachowujac
zdolno$é adhezji i proteolizy biatek macierzy zewnatrzko-
mdrkowej mogtyby poruszac¢ sie w sposéb mezenchymal-
ny. To przejScie prezentowatoby wtedy cechy przemiany
kolektywno-mezenchymalnej, jednakze jak dotychczas nie
udokumentowano istnienia takiego rodzaju przejscia w
sposobie poruszania sie komdrek nowotworowych.

WNIOSKI

Mechanizmy ruchu komérek nowotworowych poznawa-
ne sg coraz bardziej szczegétowo, nadal jednak nie znamy
odpowiedzi na wiele podstawowych pytan. Utrudnia to
znacznie skonstruowanie skutecznej terapii przeciwnowo-
tworowej, ktéra uwzgledniataby nie tylko czynnik oporno-
sci komorek na leczenie, ale takze eliminowataby zjawisko
»plastycznosci” komoérek nowotworowych. Cecha ta jest
gtéwna przyczyna trudnego do zahamowania rozprzestrze-
niania nowotwordw. Dlatego konieczne jest poszukiwanie
nowych molekularnych szlakéw przekazywania sygnatdw
oraz scharakteryzowanie biatek odpowiedzialnych za ruch
komérek nowotworowych. Ich doktadne poznanie i scha-
rakteryzowanie pozwoli na opracowanie nowych celéw
dla skutecznych terapii farmakologicznych, skierowanych
jednoczes$nie w strone szlakéw przekazywania sygnatéw
wspdllnych dla wszystkich typow ruchu komérek nowo-
tworowych lub terapii skojarzonych, ukierunkowanych
rownoczes$nie w kilka réznych kaskad przekazywania sy-
gnatéw z otoczenia do komorki.
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Types of tumor cells movement
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ABSTRACT

Problems in successful cancer therapy result from an adaptive character and high plasticity in tumor cells behaviour. Their accommodation to
a differentiated environment is preceded by an alteration in expression profile of several proteins. Three types of tumor cell migration were
characterized so far: mezenchymal, ameboid and collective. In mezechymal and ameboid types of tumor cell migration, cells move individu-
ally. Collective type of migration to a bigger extend presents characteristics of the mezenchymal one. Diverse types of tumor cell locomotion
differ with cell protrutions and signaling pathways that control those processes. Mezenchymal type of movement is regulated by Cdc42
kinase. Cells that move in this manner present elongated shape with distinctly exposed lamellipodium and adhere to ECM proteins. Cellu-
lar membrane blebbing of pseudopodial character appear in ameboid type of movement. This one is under Rho/ROCK signal transduction
cascade control. Our review focuses on description of different movement types and mechanisms of their regulation.
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Rola przejscia epitelialno-mezenchymalnego
W progresji nowotworu

STRESZCZENIE

oraz wiecej danych wskazuje na to, ze zjawisko przejscia epitelialno-mezenchymalnego
C(EMT) zachodzi nie tylko podczas embrionalnego rozwoju organizmu, ale tez w wielu
stanach patologicznych, procesie gojenia sie ran, fibrozach narzagdowych oraz w nowotwo-
rach. Program EMT w komdérkach pobudzajg takie biatka sygnatowe jak EGF, PDGF, HGF,
TGF-p, sonie hedgehog (SHH), WNT/pkatenina oraz sktadniki macierzy zewnatrzkomor-
kowej (ECM), ktére moga stymulowaé proliferacje i migracje komérek. Podczas progresji
nowotworu proces EMT moze powodowa¢ zmiane niezto$liwego nowotworu w lokalnie
agresywng i inwazyjng forme. Zachodzg woéwczas kompleksowe zmiany w komdérkach no-
wotworu oraz w jego otoczeniu, ktére prowadza do ostabienia powigzan miedzykomérko-
wych, oderwania komorek od btony podstawnej oraz wzmocnienia oddziatywan miedzy ko-
moérka nowotworowa a macierzg zewnatrzkomoérkowg. Molekularnym zmianom zachodza-
cym podczas EMT towarzyszg zmiany morfologiczne, ktérych efektem jest zmiana fenotypu
epitelialnego na mezenchymalny oraz nabycie przez komérki nowotworowe wzmozonej
ruchliwosci i zdolnosci do inwazji. Po utworzeniu przerzutu w miejscu odlegtym od ogniska
pierwotnego, komérki nowotworowe ulegaja procesowi odwrotnemu — MET, zyskujac z
powrotem fenotyp epitelialny. Procesowi EMT podlegaja nie tylko komérki nowotworu, ale
takze komorki tworzace jego mikrosrodowisko, a wiec obecne w zrebie komoérki CAF, czyli
aktywowane fibroblasty, ktére pobudzaja progresje nowotworu. Zrozumienie procesu EMT
i MET w nowotworach i jego zwigzkow z komérkami macierzystymi oraz aktywowanymi fi-
broblastami, miofibroblastami oraz z innymi sktadnikami zrebu moze doprowadzi¢ do prob
opracowania bardziej skutecznej terapii przeciwnowotworowej.

WPROWADZENIE

Badania nad mechanizmami tworzenia przez nowotwor przerzutdw zosta-
ty zapoczatkowane jeszcze w XIX wieku. Jednym z pierwszych badaczy zjawi-
ska tworzenia wtornych ognisk choroby byt Stephen Paget, ktdry w 1889 roku
opublikowat swojg hipoteze ,,ziarna i gleby". Stwierdzit on, ze okreslone, ale
nie wszystkie, komoérki nowotworowe (,,ziarno") majg specyficzne powinowac-
two do zasiedlania okreslonych tkanek (,gleba"). Tylko wtedy, gdy ,ziarno" i
»gleba" pasuja do siebie, dochodzi do powstania wtérnego ogniska choroby. W
1929 roku, James Ewing zaproponowat, ze tworzenie przerzutow moze by¢ wy-
nikiem uwiezienia komérek nowotworowych w waskich naczyniach krwiono-
$nych, gdzie, majac zapewniony staty doptyw substancji odzywczych, zaczynajg
sie namnaza¢. W latach 70-tych XX wieku obie te teorie zostaty zweryfikowane.
Stwierdzono, ze istotnie przerzuty powstaja w wyniku namnazania komdrek
nowotworowych uwiezionych w naczyniach wiosowatych, ale tylko w tych
miejscach, w ktérych miaty ku temu korzystne warunki [1-3].

PROCES TWORZENIA PRZERZUTOW

Nowotwdr to heterogenne skupisko komaérek o réznych wiasciwosciach mo-
gacych wynikaé¢ z przypadkowych zmian genetycznych i/lub epigenetycznych
w nich nagromadzonych. Komaérki znajdujgce sie w obrebie guza mogg sie mie-
dzy sobg rézni¢ potencjatem proliferacyjnym, zdolnoscig do ulegania apoptozie
czy opornoscig na substancje chemiczne. Podobnie jest ze zdolnoscig komadrek
nowotworowych do tworzenia przerzutow —nie wszystkie komaorki guza pier-
wotnego sg zdolne do tworzenia wtornych ognisk choroby, o czym $wiadczg
doswiadczenia przeprowadzone na modelach zwierzecych. Jedynie niewielka
frakcja komdrek nowotworowych wprowadzonych do krwioobiegu myszy jest
zdolna do utworzenia przerzutow w ptucach [4,5].

Nabycie zdolnosci do tworzenia przerzutéw wynika z nagromadzenia sig
zmian genetycznych, ktére powoduja, ze niektére z komérek w obrebie guza
nabywajg wiekszej zdolnosci do migracji do odlegtych miejsc. Stwierdzono, ze
komorki zdolne do tworzenia przerzutoéw sg mniej stabilne genetycznie, obser-
wuje sie w nich wiecej zmian o charakterze aberracji chromosomowych czy tez
stwierdza zaburzenia regulacji epigenetycznej. Sam proces tworzenia przerzu-
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tow jest procesem wieloetapowym, w ktérym mozna wy-
rézni¢ nastepujace fazy: inicjacja, progresja i utworzenie
wtdérnego ogniska nowotworu. Kazda z tych faz zwigzana
jest ze zmianami w ekspresji szeregu charakterystycznych
genow oraz zmianami wkasciwosci komorek nowotworo-
wych [4,6,7].

Poszczeg6lne etapy tworzenia przerzutow sg ze sobg $ci-
$le powigzane —zachodzg w okreslonej kolejnosci, a ich za-
burzenie moze zahamowac caty proces. Ponadto, powstanie
ogniska wtérnego choroby jest wypadkowga witasciwosci ko-
morek nowotworowych i reakcji organizmu na zachodzace
w nim zmiany. Wydaje sie, ze wtasnie oddziatywania pomie-
dzy komérkami nowotworowymi a mikrosrodowiskiem, w
ktorym sie znajduja, sa jednym z wazniejszych elementéw
warunkujacych mozliwos$¢ utworzenia przerzutu [6].

Uwaza sie, ze rozpoczeciu procesu tworzenia przerzu-
tow sprzyja powstawanie nowych naczyn krwionos$nych
w obrebie pierwotnego ogniska nowotworowego, ktore
majg zapewni¢ dostepno$¢ sktadnikéw odzywczych do
wszystkich komoérek guza. Proces ten jest regulowany
przez HIF (ang. hypoxia inducible factor) — biatko ulega-
jace aktywacji w warunkach niedotlenienia, regulujace
synteze VEGF oraz innych czynnikdéw biorgcych udziat
w procesie angiogenezy [8]. Poza wytworzeniem naczyn
krwionos$nych, dzieki ktorym komorki tworzace przerzu-
ty moga przemieszczac sie do innych narzagdow, zmieniajg
sie takze witasciwosci samych komaérek nowotworowych.
Wskutek tych zmian komérki stajg sie bardziej ruchliwe
oraz zaczynaja wydziela¢ proteazy, ktore degradujg ma-
cierz zewnatrzkomdrkowa, a tym samym umozliwiajg
komdérkom nowotworowym lokalng inwazje i przejscie
do uktadu kragzenia [6,9].

Ze wzgledu na specyficzne warunki, jakie panujg w
naczyniach krwiono$nych, komorki nowotworowe, ktére
majg zasiedli¢ inne tkanki, musza naby¢ takze zdolnosci
do przezycia w warunkach braku adhezji, czyli wyksztat-

ci¢ mechanizmy zapobiegajgce anoikis — $mierci komar-

ki wskutek braku kontaktu z ECM lub innymi komérkami
[10,11]. Ostatnie badania wskazujg na to, ze istotng role w
tym procesie moze odgrywaé kinaza tyrozynowa TrkB,
ktorej podwyzszona synteza jest zwigzana z przezywa-
niem komérek nowotworowych w warunkach braku ad-
hezji. Biatko TrkB stymuluje aktywacje kinaz fosfatydylo-
inozytolowych, ktore z kolei aktywujg biatko AKT/PKB,
co skutkuje zahamowaniem szlaku kaspaz oraz enzymow
tngcych DNA, a tym samym zapobiega $mierci komérko-
wej [12-15].

Ostatnim etapem tworzenia przerzutow jest zasiedla-
nie przez komérki nowotworowe nowych miejsc, co wy-
maga ich przejscia z naczyn krwionosnych do otaczaja-
cych je tkanek (lokalna inwazja) i utworzenie wtdrnego
ogniska nowotworu. Na tym etapie komdérki nowotwo-
rowe Scisle oddziatujg z lokalnym mikrosrodowiskiem,
czesto zmieniajac je tak, aby byto dla nich sprzyjajgce (np.
komorki zrebu zaczynajg produkowa¢ czynniki wzrosto-
we). Korzystne warunki w miejscu powstania przerzutu
stymulujg proliferacje komoérek i dalszy rozrost nowo-
tworu [6],

122

PRZEJSCIE EPITELIALNO-MEZENCHYMALNE

W znacznej wiekszosci przypadkéw (-90%) nowotwory
sg pochodzenia nabtonkowego — pochodzg z tkanki o $ci-
§le okreslonej strukturze, w ktorej komaérki majg okreslong
polarnosc¢ i przylegaja do btony podstawnej. Ze wzgledu na
duzg ilo$¢ potaczen miedzykomorkowych, jak rowniez silny
kontakt z btong podstawng, komérki nabtonkowe nie wyka-
zujg znacznej ruchliwo$ci, czedciej zmienia sie ich ksztaht,
ale nie wymaga to od nich przemieszczania sie [16].

Wydaje sig, ze procesem, w wyniku ktérego komorki
nabtonkowe nabywajg wiekszej ruchliwosci i zdolnosci do
migracji jest przejscie epitelialno-mezenchymalne (EMT).
W wyniku tego procesu komorki nabtonkowe tracg swoje

charakterystyczne wiasciwosci — zanikaja oddziatywania
miedzykomorkowe, zaburzona zostaje polarnos¢ komérek,
a w konsekwencji — zanika uporzagdkowanie charaktery-

styczne dla tkanki nabtonkowej. Zwigzane jest to ze zmiang
tempa syntezy szeregu biatek, w tym markeréw powierzch-
niowych (np. kadheryna E), biatek odpowiedzialnych za
kontakty miedzykomoérkowe i oddziatywanie z macierza
zewnatrzkomdérkowag (integryny, biatka ECM, biatka z ro-
dziny FAK) oraz za rearanzacje cytoszkieletu btony (biatka z
rodziny Rho). Proces EMT powoduje wytamanie sie komo-
rek spod kontroli inhibicji kontaktowej, zaburzona zostaje
kontrola podziatéw komdrkowych i procesy réznicowania.
W wyniku tego komérki nabtonkowe zmieniajg takze swdj
fenotyp —zaczynajg przypomina¢ komérki mezenchymal-
ne, wykazujac tendencje do zwiekszonej ruchliwosci i inwa-
zyjnosci [16].

Przejécie epitelialno-mezenchymalne jest procesem fizjo-
logicznym majagcym szczeg6lne znaczenie dla embriogene-
zy [17,18]. U wyzszych kregowcow, proces EMT odgrywa
znaczacg role juz na etapie gastrulacji, kiedy to z nabtonka
epiblastu wyodrebnia sie grupa komoérek o zmienionym
fenotypie, ktore przemieszczajgc sie wzdtuz smugi pier-
wotnej dajg poczatek mezodermie pierwotnej. Proces ten
regulowany jest przez czynnik wzrostu nowotworu (TGF-(3),
biatko sygnatowe Wnt i czynnik wzrostu fibroblastéw (FGF),
ktore wptywajac na ekspresje specyficznych genéw (m.in.
Snail kodujacego czynnik transkrypcyjny) stymulujg zmia-
ny morfologii i ruchliwo$é¢ komdrek ektodermy [19],

Przejscie epitelialno-mezenchymalne ma takze miejsce w
momencie ré6znicowania sie frakcji komérek zlokalizowanej
w grzbietowej czesci cewy nerwowej w grzebien nerwowy.
Komérki tej struktury, na dalszych etapach rozwoju za-
rodkowego, réznicujg sie w komarki tkanki tgcznej (kosci
i chrzastka), miesnie gtadkie, nerwy obwodowe, glej oraz
melanocyty [20], W dorostych organizmach proces EMT ma
miejsce m.in. w trakcie tworzenia sie tozyska, proceséw za-
palnych i gojenia sie ran (produkcja fibroblastow) [21],

Poniewaz proces przejécia epitelialno-mezenchymalnego
wigze sie ze znaczacymi zmianami morfologii komorek, ich
oddziatywan z otoczeniem, co w konsekwencji wptywa tak-
ze na zdolno$¢ komérek do migracji i inwazyjnosci, natural-
ne jest, ze zmianie ulegnie synteza szeregu biatek uwarun-
kowana, miedzy innymi, zmianami profilu ekspresji kodu-
jacych je gendw [22], Najbardziej charakterystycznymi mar-
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kerami, ktérych synteza wzrasta w wyniku procesu EMT,
sg biatka zwigzane z adhezjg i ruchem komorek: kadheryna
N i wimentyna; czynniki transkrypcyjne (np. Snaill, Snail2,
Twist, EF1/ZEB1, SIP1/ZEB2 i/lub E47); metaloproteazy
macierzy zewngtrzkomoérkowej (MMP). Towarzyszy temu
znaczne obnizenie poziomu syntezy kadheryny E oraz prze-
mieszczanie sie specyficznych czynnikdw transkrypcyjnych
(np. (3-kateniny) do jadra komorkowego. Sam proces przej-
Scia epitelialno-mezenchymalnego moze by¢ pobudzany
przez rozne czynniki (czynniki wzrostowe np. FGF, TGF-
(3 Wnt), ktore aktywuja odpowiednie kaskady sygnatowe
zwigzane z nabyciem fenotypu komérek mezenchymalnych
[23-27],

ROLA PRZEJSCIA EPITELIALNO-MEZENCHYMALNEGO
W PROGRESJI NOWOTWOROW

Pojawiajgce sie¢ w ostatnich latach doniesienia sugeruja,
ze proces EMT zachodzi takze w wielu stanach patologicz-
nych, przede wszystkim w fibrozie i w trakcie rozwoju no-
wotworéw. Dane doSwiadczalne potwierdzaja, ze w trakcie
progresji nowotworéw obserwuje sie ekspresje genow ko-
dujacych biatka charakterystyczne dla okreslonych stadiow
rozwoju embrionalnego, ktére zwigzane sg z procesem
przejscia epitelialno-mezenchymalnego [28-32],

Proces tworzenia przerzutow wigze sie z oderwaniem
sie pojedynczych komorek od masy guza, wynikiem cze-
go jest przerwanie potgczen miedzykomdrkowych i utra-
ta przez komdérki wiasciwosci adhezyjnych [33-35], Moze
to by¢ efekt dziatania czynnikéw wzrostowych HGF, EGF
czy PDGF, ktére, aktywujac swoje receptory o aktywnosci
kinaz tyrozynowych, prowadzg do fosforylacji (3-kateniny
zwigzanej z wewngtrzkomorkowym rejonem czasteczki ka-
dheryny E. Dochodzi wéwczas do rearanzacji cytoszkieletu

Pierwotne ognisko nowotworowe
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Rycina 1. Proces powstawania przerzutu w wyniku EMT. Komérki w pierwotnym ognisku nowotworu ule-
gaja zjawisku EMT i, tracac fenotyp epitelialny na rzecz mezenchymalnego, odrywaja sie od guza. Wedrujac
droga naczyn krwionos$nych i/lub limfatycznych, osiagaja miejsce wtérnego zasiedlenia, w ktérym nastepuje
proces odwrotny, tzw. MET. Komoérki powracajg do fenotypu epitelialnego czego wynikiem jest rozrost no-

wotworu w miejscu przerzutu.
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btony, przerwania potgczeri miedzykomdrkowych, zmian
w polarno$ci komaérek iich ruchliwosci oraz ksztatcie. Ko-
morki, w ktorych zachodzg te zmiany, nabywajg fenotypu
mezenchymalnego, o czym Swiadczy pojawianie sie biatek
charakterystycznych dla komérek mezenchymalnych, np.
wimentyny (biatko cytoszkieletu btony zwigzane z ruchem
komorki), FSP1 (biatko charakterystyczne dla fibroblastéw),
a-SMA (a aktyna miesni gtadkich) i kadheryny N oraz obni-
zenie poziomu kadheryny E. Wskutek procesu EMT komar-
ki majg zwiekszong ruchliwos$¢ i inwazyjnos¢, co sprzyja
dalszej progresji nowotworu, w tym tworzeniu przerzutéow
do komorek do odlegtych miejsc (Rye. 1) [36].

Istotnym dowodem na role EMT w procesie onkogenezy
jest réwniez zdolnos¢ regulatoréw tego procesu do stymu-
lowania w warunkach eksperymentalnych powstawania
nowotworu i/lub przerzutéw [29], Badania przeprowadzo-
ne na myszach z nowotworem sutka wykazaty, ze wzrost
ekspresji genu jednego z czynnikdéw transkrypcyjnych
zwigzanych z EMT, np. Snaill powoduje znaczny wzrost
agresywnosci eksperymentalnie wywotanego nowotworu.
Ponadto, zastosowanie przeciwciat anty-Snaill w badaniach
immunohistochemicznych wykazato, ze biatko to wystepuje
w komdrkach inwazyjnych nowotworow jelita grubego, zo-
tadka, sutka oraz endometrium [37,38], Stwierdzono takze,
ze komorki nowotworu jelita grubego wykazujg obecnosé
[3-kateniny w jadrze komo6rkowym oraz znaczne obnizenie
poziomu kadheryny E, co moze $wiadczy¢ o procesie przej-
$cia epitelialno-mezenchymalnego [39].

W tworzeniu przerzutdw znaczacg role odgrywajg czyn-
niki transkrypcyjne regulujgce proces EMT, np. Twist, Go-
osecoid i Foxc2. Twist i Goosecoid regulujg ekspresje Foxc2,
ktéry wptywa bezposrednio na podwyzszenie poziomu
transkrypcji genéw zwigzanych z nabyciem fenotypu me-

zenchymalnego. Wykazano, ze kazde z
tych biatek odpowiada za podwyzszong
inwazyjno$¢ nowotworu u myszy; byty
one rowniez wykrywane w przerzutach
nowotworéw cztowieka. Ponadto, w ba-
daniach in vitro stwierdzono, ze obecnos¢
biatka Twist jest wystarczajaca, aby wy-
wotaé zjawisko EMT w komorkach raka
sutka, zas$ jego inaktywacja in vivo hamu-
je rozwoj przerzutu [40].

Kadheryna E to obecne w komérkach
epitelialnych biatko adhezyjne zalezne
od Ca2; ktérego poziom spada w cha-
rakteryzujagcych sie wysokim stopniem
inwazyjnosci komérkach nowotworo-
wych. W wielu nowotworach obserwuje
sie obnizenie poziomu kadheryny E, co
czesto Swiadczy o ich wyzszym poten-
cjale do tworzenia przerzutow odlegtych
[41,42], Istnieja jednak pewne wyjatki.
Komérki MDCK (pochodzace z nerki
psa, zakazone wirusem miesaka Harleya)
mimo wysokiego poziomu kadheryny E,
charakteryzowaty sie zdolnoscig do in-
wazji, zas$ w pozbawionych odpornosci,
bezgrasiczych myszach nude, ktére maja
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deficyt limfocytéw T, tworzyty guzy i przerzuty. Zaréwno
guz pierwotny, jak i przerzuty wykazywaty wysoki poziom
kadheryny E oraz morfologiczng charakterystyke wskazu-
jaca na zréznicowana tkanke epitelialng [43], Podobne zja-
wisko opisano w inwazyjnych nowotworach sutka, gdzie
zaobserwowano synteze trzech markerow epitelialnych:
kadheryny E, a-kateniny i (3-kateniny [44], Obserwacje te
sugeruja, ze cho¢ zjawisko EMT niewatpliwie zachodzi
podczas rozwoju nowotworu, catkowita zmiana na fenotyp
mezenchymalny nie jest konieczna do inwazji i tworzenia
przerzutéw. Wyjasnieniem tych obserwacji moze by¢ pro-
ces migracji kolektywnej lub kohortowej, zaobserwowanej
wczes$niej w rozwoju embrionalnym [45], podczas ktdrej od
guza pierwotnego odrywajg sie agregaty komorek i migruja
do odlegtych miejsc, tworzac przerzuty [46-48].

Przejscie epitelialno-mezenchymalne w komaérkach no-
wotworowych, podobnie jak w komaérkach embrionalnych,
moze by¢ pobudzane przez r6zne czynniki, ktérych dzia-
tanie moze mie¢ rézny efekt. Przyktadowo, ekspozycja ko-
morek z ludzkich i mysich linii komérkowych na dziatanie
nowotworowego czynnika wzrostu TGF-p, w czesci z nich
powoduje zmiany biochemiczne i morfologiczne charakte-
rystyczne dla EMT, w tym obnizenie poziomu kadheryny
E. W komaérkach innych linii, mimo dtugotrwatej ekspozycji
na TGF-p, nie stwierdzono pojawienia sie cech mezenchy-
malnych, co moze $wiadczy¢ o czeSciowej inaktywacji lub
blokadzie kaskady przykazywania sygnatu [49]. Badania
wykazaty, ze w komoérkach linii pochodzgcych z nowotwo-
ru ptuca ijelita grubego, wystepujg mutacje w genie kodu-
jacym biatka rodziny Smad, powodujgce inaktywacje tego
biatka i prawdopodobnie blokujgce efekt sygnalizacji TGF-(3
[50,51],

Przekazywanie sygnatu przy udziale TGF-p moze nie
by¢ konieczne dla procesu tworzenia przerzutow. Bada-
nia przeprowadzone na nowotworze skéry myszy wyka-
zaly, ze synteza niefunkcjonalnej (ang. dominant negative
mutant) formy receptora Il dla TGF-p, blokowata prze-
kazywanie sygnatu przez biatka Smad. Komérki nadal
wykazywaty obecnos$¢ kadheryny E i nie dochodzito do
catkowitej zmiany ich fenotypu, mimo ze mogty tworzyé
przerzuty. Moze by¢ to skutkiem zmian w przekazywa-
niu sygnatu, ktére powoduja, ze niektére reakcje w pro-
cesie EMT zachodzg, ale bez kompletnego przejscia do
fenotypu mezenchymalnego [52], Takie zjawisko obser-
wuje sie w przypadku ekspresji onkogenéw wirusowych
v-Src i v-Ras, ktére mogg aktywowaé droge transdukcji
sygnatu wywotujgcg zmiany fenotypowe zwigzane z czeg-
sciowym EMT. Ekspresja tych onkogenéw w komdérkach
MDCK powoduje nabycie przez nie zdolnosci do tworze-
nia przerzutow. Natomiast ekspresja onkogenu v-Src w
komorkach raka jelita grubego indukuje wzrost ruchli-
wosci i inwazyjnosci, chociaz komorki te, aby przejs¢
do kompletnego fenotypu mezenchymalnego wymagaja
takze aktywacji poprzez inng droge sygnatowg. Waznym
czynnikiem, ktéry moze zmienia¢ fenotyp komorki na
mezenchymalny, ajego regulacja moze wptywac na orga-
nizacje cytoszkieletu, formowanie filopodiéw i polarnosé
komorek jest RhoA, biatko z nadrodziny Ras o aktywno-
$ci GTPazy [53].
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W procesie przej$cia epitelialno-mezenchymalnego ob-
serwuje sie takze aktywacje mechanizmoéw zwigzanych z
hamowaniem apoptozy. Podczas EMT, komorki epitelialne
tracg kontakt z macierzg zewnatrzkomorkowa, co prowadzi
do selekcji subpopulacji komorek zdolnych do przezycia
mimo braku kontaktu z ECM. W komérkach tych stwier-
dza sie podwyzszong synteze biatek antyapoptotycznych
Bcl-2 i Bcl-XL, co sprzyja ich przezyciu w warunkach braku
adhezji i w konsekwencji — tworzeniu przerzutow, jedno-
cze$nie nie wptywajgc na wzrost guza pierwotnego [54,55].
Sygnaty zwigzane z zahamowaniem apoptozy w komor-
kach nowotworowych zachodza najczesciej przy udziale
receptorow integrynowych i kinazy tyrozynowej FAK (ang.
focal adhesion kinase), ktdrej stata aktywacja jest wystarczaja-
ca dla przezycia komorek epitelialnych w warunkach braku
adhezji [56].

Ponadto, dziatanie antyapoptotyczne wykazujg czynniki
transkrypcyjne Slug i Snail, ktérych aktywnos¢ jest charakte-
rystyczna dla EMT. Biatko Slug hamuje synteze proapopto-
tycznego biatka TP53, podczas gdy obecnos¢ Snail zwigzana
jest z obnizeniem ekspresji genu CCND2 (kodujgcego cykli-
ne D2) i podwyzszeniem poziomu transkrypcji genu kodu-
jacego inhibitor kinaz zaleznych od cyklin (p21cip/WAF),
ktory jest biatkiem efektorowym dla p53. Ponadto, biatko
Snail aktywuje $ciezki sygnatlowe MAPK (ang. mitogen ac-
tivated protein kinase) i PI3K (ang. phosphoinositide 3-kinase)
zwigzane ze zdolnoscig komdrek do przezycia [57,58], Inne
biatko charakterystyczne dla EMT, Twist, zaangazowane
w tworzenie przerzutow m.in. w raku piersi, jest rowniez
negatywnym regulatorem apoptozy [59], Wzrost poziomu
syntezy powyzszych czynnikéw transkrypcyjnych w trak-
cie procesu EMT jest wystarczajgcy do zahamowania $mier-
ci komorkowej sprowokowanej przez sygnat proapopto-
tyczny, jakim jest brak adhezji. Ich obecno$¢ prowadzi do
selekcji komdrek inwazyjnych, ktére moga przezy¢ w na-
czyniach obwodowych i daé poczatek wtdrnemu ognisku
choroby [60],

PRZEJSCIE EPITELIALNO-MEZENCHYMALNE
A KOMORKI MACIERZYSTE

W ostatnich latach podkresla sie znaczaca role nowo-
tworowych komoérek macierzystych w rozwoju i progresji
nowotworu [61]. Poniewaz badania in vitro wykazaty, ze
macierzyste komdrki embrionalne zdolne sg do réznico-
wania sie w komoérki mezenchymalne (EMT), zatozono ze
takiemu procesowi moga ulegac¢ takze macierzyste komorki
nowotworu. Hipoteza ta bytaby zgodna z obserwacjg, ze w
preparatach histologicznych rzadko spotyka sie komorki
o fenotypie metastabilnym, wykazujgce cechy charaktery-
styczne zarowno dla komdrek epitelialnych, jak i mezen-
chymalnych [23,62].

Analiza markerow witasciwych dla komoérek macierzy-
stych i EMT réwniez zdaje sie potwierdzaé te hipoteze.
Wykazano, ze komdrki inwazyjne, w ktdrych stwierdza sie
obecno$¢ p-kateniny w jadrze, wykazuja obecnos¢ marke-
row charakterystycznych dla komérek macierzystych, np.
surwiwiny itelomerazy. Okazato sie takze, ze komdrki pod-
legajace EMT, majg zdolno$¢ do samoodnowy [28].
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W badaniach na linii ludzkich prawidtowych komorek
epitelialnych pochodzacych z sutka (HMLE) stwierdzono,
ze indukcja procesu EMT powoduje nabycie przez nie cech
mezenchymalnych oraz pojawienie sie¢ markero6w charak-
terystycznych dla komdrek macierzystych. Komérki takie
maja réwniez wiekszg zdolno$¢ do formowania in vitro
mammosfer, czyli sferycznych struktur zbudowanych ze
spolaryzowanych szczytowo-podstawnie komorek potom-
nych wywodzacych sie z komdrki macierzystej [63,64], Ko-
morki o whasciwosciach komérek macierzystych izolowane
z ludzkich badZz mysich nowotwordw sutka lub prawidto-
wego nabtonka syntetyzujg biatka charakterystyczne dla
EMT, co moze sugerowaé bezpos$redni zwigzek miedzy
EMT a epitelialnymi komérkami macierzystymi zaréwno
nowotworowymi, jak i prawidtowymi [63].

Komoérki macierzyste sutka, dla ktérych charaktery-
styczna jest obecno$¢ biatek powierzchniowych CD44hgy
CD24loy wykazujg duzy spadek poziomu kadheryny E,
znaczny wzrost poziomu fibronektyny i wimentyny oraz
wysoki poziom biatek FOXC2, Snail, Twist i Slug. Takie
zmiany, jak w komorkach epitelialnych sutka, w pozio-
mie syntezy wymienionych czynnikéw transkrypcyjnych i
sktadnikéw macierzy zewngtrzkomorkowej obserwuje sie
podczas réznicowania ludzkich embrionalnych komérek
macierzystych. Chociaz EMT jest procesem zachodzacym
w roznicowaniu komaérek macierzystych, pozwala réwniez
komérkom nowotworowym na uwolnienie sie z pierwotne-
go guza oraz formowanie przerzutéw [64-66],

Podobne wyniki wskazujgce na udziat komorek macie-
rzystych nowotworu w procesie EMT uzyskano, analizu-
jac linie komdérkowe raka prostaty DU-145 oraz LAPC4 i
9. Subpopulacja komérek progenitorowych CD44+ wyizo-
lowanych z petnych linii komdrkowych tych nowotwo-
row ma wiekszy potencjat klonogenny, czyli zdolno$¢ do
tworzenia w warunkach hodowli in vitro kolonii komdrek
potomnych, zdolnych do proliferacji i przezycia, wywo-
dzacych sie z jednej komarki. Subpopulacja CD44+ szyb-
ciej proliferuje i ma wiekszy potencjat do tworzenia prze-
rzutow in vivo i in vitro w poréwnaniu z linig wyjsciowg
[67], W analizie cytometrycznej w subpopulacji komoérek
CD44+ zaobserwowano duzy wzrost odsetka komérek SP
(ang. side population). Komdrki SP charakteryzuja sie zdol-
noscig do ,,wyrzucania" barwnika Hoechst, a takze lekéw
cytostatycznych oraz mniejszymi rozmiarami niz resz-
ta populacji. Komorki SP z linii LAPC 4 oraz innych linii
komoérkowych, jak linia raka sutka MCF-7 i glejaka U373
syntetyzujg biatka zwigzane z macierzystymi komérkami:
Notch-1 ikatenine-p [67,68]. Sa rowniez bardziej klonogen-
ne niz odpowiadajgca im populacja komdérek pozbawiona
komaérek SP, co moze by¢é dowodem na zwigzek procesu
EMT z komdrkami macierzystymi nowotworu. Ostatnio
bezposrednich dowoddw na zwigzek procesu EMT z ko-
morkami macierzystymi dostarczyty wyniki badan nad
komérkami SP z raka trzustki, posiadajacymi wyjatkowo
duzy potencjat do wchodzenia w proces EMT, inwazyj-
nosci i tworzenia przerzutow. Komorki te pod wptywem
TGF-(3 zmieniajg swodj ksztatt na wrzecionowaty, a towa-
rzyszg temu zmiany w ekspresji gendw kodujacych kadhe-
ryne E, Snail i MMP [69],
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ROLA ZREBU W PROGRESJI NOWOTWORU
- EMT A FIBROBLASTY

W progresji nowotworu znaczacg role odgrywa mikro-
srodowisko: komorki zrebu oraz inne jego elementy (takie
jak naczynia krwionos$ne, macierz zewnatrzkomorkowa)
otaczajace pierwotne ognisko nowotworu. Szczeg6lnie
wazng funkcje wydajg sie peini¢ fibroblasty zwigzane z
nowotworem (CAF) oraz miofibroblasty, komorki bedace
zrédtem czynnikéw wzrostowych (np. VEGF, FGF), che-
mokin oraz innych biatek, ktérych obecno$¢ sprzyja lokal-
nej inwazji tkanki przez komorki nowotworowe [70], Przy-
ktadowo, zwiekszona produkcja kolagenu typu Ii Ill oraz
synteza tenascyny C przez komdrki CAF powodujg zmiany
w strukturze ECM i mikrosrodowisku, ktére moga sprzyjac
szybszej progresji nowotworu. Ponadto, komdrki CAF wy-
dzielajg metaloproteazy degradujgce ECM, co umozliwia
komoérkom nowotworowym wyjscie z pierwotnego ogniska
guza.

Wyniki ostatnich badahn dotyczacych pochodzenia ko-
morek CAF sugerujg, ze komorki te moga powstawaé w
wyniku procesu EMT z komérek nowotworowych, pra-
widtowych komdrek nabtonkowych otaczajgcych guz lub
komérek $rodbtonka naczyn. W tym przypadku, jak wy-
kazano w badaniach z wykorzystaniem myszy, okoto 40%
komoérek CAF powstaje w wyniku EMT z komérek zrebu,
za$ obecno$¢ CD31 oraz marker6w mezenchymalnych FSP1
lub aSMA wskazuje jako ich Zrodto komorki $rédbtonka
[71,72],

Zwigzek komorek CAF z progresjag nowotworu udo-
wodniono w eksperymencie in vivo, podajagc podskoérnie
myszom nude komo6rki MCF-7 transformowane onkogenem
Ras razem z normalnymi fibroblastami lub z CAF. Po poda-
niu komorek MCF-7 razem z komdrkami CAF zaobserwo-
wano powstawanie statystycznie wiekszych guzéw [70],

MET A POWSTANIE WTORNEGO
OGNISKA NOWOTWOROWEGO

Histologiczne podobienstwo komdrek nowotworowych
z przerzutu do komdrek z pierwotnego ogniska choroby
moze sugerowac, ze kolonizacja miejsca odlegtego odbywa
sie na zasadzie procesu odwrotnego do EMT, czyli przej-
$cia mezenchymalno-epitelialnego — MET. Dowodem na
istnienie takiego procesu moze by¢ fakt, ze w przerzutach
powstatych z udziatem EMT znajduja sie komorki charakte-
ryzujace sie obecnos$cig kadheryny E oraz cytoplazmatycz-
na lokalizacja (3-kateniny [39], Pomiedzy tymi komdrkami
odtwarzane sg takze potaczenia miedzykomoérkowe, za$
ich fenotyp staje sie epitelialny. Wigze sie to ze zmianami
mikrosrodowiska w miejscu przerzutu: reorganizacjag ma-
cierzy zewnatrzkomaérkowej oraz zmianami w wydzielaniu
czynnikéw wzrostowych i cytokin, tak aby zaistniaty wa-
runki korzystne dla dalszego rozwoju nowotworu.

Doswiadczenia przeprowadzone na linii komdrkowej
PC3, charakteryzujacej sie duzg inwazyjnoscig, wyprowa-
dzonej z komoérek raka prostaty, wykazaty ze komorki te,
ktore wskutek procesu EMT tracg fenotyp epitelialny, od-
zyskujg go po umieszczeniu ich na podtozu z dodatkiem
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matrigelu, czyli mieszaniny biatlek macierzy zewnatrzko-
maérkowej uzyskanego w wyniku ekstrakcji biatek biony
podstawnej z komdrek mysiego chrzestniako-miesaka EHS.
Komorki PC3 tworzg w nim puste, groniaste sferoidy, w
ktérych obecne sg potgczenia miedzykomérkowe i poja-
wiajg sie pecherzyki wydzielnicze widoczne w mikroskopie
elektronowym. Tym zmianom morfologicznym towarzyszy
wzrost poziomu markerow specyficznych dla komérek pro-
staty i spadek poziomu wimentyny, co wptywa na zdolnos$é
do reagowania na sygnaty z mikrosrodowiska, wptywajace
na funkcje i fenotyp komaorki [73].

Powrdt komoérek mezenchymalnych w miejscu odlegtego
przerzutu do fenotypu epitelialnego udowadnia role EMT
w progresji nowotworu. Koncepcja MET natomiast prowa-
dzi do zrozumienia zmian w morfologii nowotworowych
komérek przerzutujacych.

PODSUMOWANIE

Tworzenie przerzutow jest jednym z etapow progresji
nowotworu, za$ nabycie zdolnosci do tego procesu wig-
ze sie z szeregiem zmian zachodzacych w komorkach
nowotworowych, zardwno na poziomie DNA (mutacje
somatyczne, zmiany epigenetyczne), jak i RNA czy bia-
tek (zaburzona ekspresja genéw kodujacych biatka odpo-
wiedzialne za prawidtowe funkcjonowanie komorek). W
wyniku tych zmian zachodzacych w guzie pierwotnym,
komorki nowotworowe nabywajg zdolnosci do uwalnia-
nia sie z pierwotnej lokalizacji, przezywania w warunkach
braku adhezji, a tym samym - przemieszczania sie siecig
naczyn krwionos$nych i limfoidalnych do odlegtych miejsc
oraz zasiedlania ich.

Zrozumienie procesu EMT zachodzgcego w pierwotnej
lokalizacji nowotworu, jego zwigzku z nowotworowymi ko-
morkami macierzystymi czy udziatu zrebu komdrkowego
w tym procesie, moze doprowadzi¢ do poznania istotnych
elementdw, ktére bytyby w przysztosci celem dla nowych
terapii przeciwnowotworowych. Ewentualne terapie moga
by¢ skierowane przeciwko fibroblastom zrebu i wydziela-
nym przez nie aktywatorom procesu EMT czy tez tworzone
w oparciu o przeciwciata i inhibitory szlakéw sygnatowych
zwigzanych z tym procesem. W ostatnim okresie duzo uwa-
gi poSwieca sie terapiom kombinowanym polegajacym na
jednoczesnym lub sekwencyjnym blokowaniu réznych $cie-
zek sygnatowych zwigzanych z oddziatywaniem mikrosro-
dowiska na komérki nowotworowe.
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ABSTRACT

According to recently published data, the epithelial-mesenchymal transition - a process important for embryonic development, may be in-
volved in many pathological processes such as wound healing, tissue fibrosis or cancer progression. The EMT process in cell is driven by
growth factors (EGF, PDGF, HGF) or other signaling proteins such as TGF-p, sonic hedgehog (Shh), Wn”p-catenin and extracellular matrix
(ECM) components that may stimulate cellular growth and migration. During cancer progression, the EMT process is necessary to the conver-
sion of benign tumor to aggressive and highly invasive cancer. This is due to complex changes in cancer cells and their microenvironment that
lead to dissolution of intracellular junctions and their detachment from basolateral membrane, and changes in the interactions between cancer
cells and ECM. The loss of adhesion is accompanied by molecular and morphologic changes in cancer cells that are essential for the pheno-
typic change from epithelial to mesenchymal one, and the acquirement of higher migration and invasion potential. During the colonization
of distant sites, a reverse process mesenchymal-epithelial transition (MET) takes place and metastatic cancer cells again acquire the epithelial
phenotype. The EMT in cancer progression is not only specific for cancer cells. It has been suggested that also cells within tumor microenvi-
ronment e.g. cancer associated fibroblasts (CAF) are generated in part from normal epithelial cells in EMT process. The understanding of the
role of EMT and MET processes in cancer progression and their relationship with cancer stem cells, cancer associated fibroblasts and other
stroma cells might lead to the discovery of new, targeted cancer therapies.
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Regulacja dynamiki cytoszkieletu kortykalnego
podczas migracji swobodnie zyjagcych ameb

STRESZCZENIE

moeba proteus (dtugo$¢ do ok. 600 pm) i o rzad wielkos$ci od niej mniejsza i ewolucyjnie

miodsza Acatithamoeba castellanii (ok. 40 pm) stanowig od lat modele do badan ruchu
ameboidalnego (petzania, ang. crawling), ktérym poruszajg sie rowniez niektére komorki or-
ganizmoéw tkankowych, np. fibroblasty, granulocyty czy makrofagi. Ruch ameboidalny jest
nierozerwalnie zwigzany z organizacja i dynamika cytoszkieletu kortykalnego. O ile dos¢
duzo wiadomo o molekularnych mechanizmach lezagcych u podstaw ruchliwosci A. castel-
lanii, to wcigz niewiele wiadomo o podstawach generacji ruchu przez A. proteus, mimo iz
ta olbrzymia komorka od ponad stulecia jest obiektem badan biologéw i fizjologéw ruchu.
Niniejsza praca przegladowa opisuje dotychczasowy stan wiedzy o molekularnych aspek-
tach generacji ruchu w obu amebach i stanowi prébe poréwnania funkcjonowania i regulacji
cytoszkieletu kortykalnego obu swobodnie zyjacych ameb.

WPROWADZENIE

Ruch komoérek petzajacych po podtozu mozna zdefiniowac jako skoordyno-
wany w czasie i przestrzeni uktad zmian w ich morfologii i adhezji. Ten sposob
przemieszczania sie jest typowy nie tylko dla swobodnie zyjgcych ameb, a wiec
pierwotniakdw, ale takze dla rozmaitych komérek tkankowych, takich jak np.:
komérki zarodka, fibroblasty czy komorki uktadu odpornosciowego, granulo-
cyty i makrofagi. W ten sposob poruszajg sie takze inwazyjne komadrki nowo-
tworowe w procesie metastazy, co w konsekwencji prowadzi do powstawania
przerzutéw (ruch ameboidalny komérek nowotworowych omdwiony jest w ar-
tykule Popow-Wozniak i wsp. w tym numerze ,,Postepéw biochemii").

Komérki tkankowe oraz jednokomérkowe organizmy poruszajace sie tzw.
ruchem ameboidalnym sg fascynujgcym, a zarazem jednym z najtrudniejszych
obiektdw badan mechanizmoéw ruchu. Nie posiadajg one wyspecjalizowanych,
trwatych narzadéw ruchu, lecz rozwijajg przejsciowe struktury lokomotorycz-
ne, pseudopodia, o roznym ksztatcie i wielkoSci. Amoeba proteus formuje duze,
ptatowate pseudopodia, podczas gdy Acanthamoeba castellanii na krawedzi
wiodacej tworzy ostro zakonczone drobne wypustki (podobne do lisci akantu).
Natomiast front komérek tkankowych jest szerokim, wachlarzowatym lamel-
lipodium. Sita niezbedna dla ruchu generowana jest dzieki mechanizmom $ci-
$le zwigzanym z funkcjonowaniem podbtonowej sieci filamentéw aktynowych,
powigzanych z biatkami wigzacymi aktyne i tworzgcej cytoszkielet kortykalny,
zwany takze korteksem kurczliwym (Ryc. 1i2). Organizacja korteksu zalezy od
szeregu biatek wchodzgcych w interakcje z aktyng, w tym biatek motorycznych
— miozyn. W ruchu niektérych komorek tkankowych, np. fibroblastéw, biora
réwniez udziat mikrotubule. W ruchu matych, wyspecjalizowanych komoérek,
takich jak keratynocyty czy leukocyty, a takze w migracji ameb (Amoeba pro-
teus czy Acathamoeba castellanii) mikrotubule nie biorg udziatu, a wiec wszystkie
procesy zwigzane z ruchliwoscig (migracja, endocytoza, cytokineza i transport
wewnatrzkomdrkowy) sg tu zalezne od cytoszkieletu aktynowego.

Badania migracji swobodnie zyjgcych ameb prowadzone sg podstawowo na
dwoch organizmach. Jednym z nich jest wielka, stodkowodna Amoeba proteus. Ta
niezwykle szybko (do 10 gm/s) migrujagca ameba jest od ponad stulecia komérka
modelowga dla badania mechanizmoéw ruchu. Niestety, warunki hodowli A. pro-
teus uniemozliwiajg uzyskanie duzych ilosci komorek, co z pewnoscig spowodo-
wato zast6j w badaniach nad molekularnymi mechanizmami ruchu tych olbrzy-
mich ameb. Drugim jest mata, réwniez stodkowodna, poruszajaca si¢ znacznie
wolniej (ok. 0,8 pm/s) Acanthamoeba castellanii, ktéra jest przede wszystkim
obiektem badan biochemicznych podstaw migracji. Wynika to przede wszyst-
kim z mozliwos$ci uzyskania nawet do 1 kg komorek z kilkudziesieciolitrowej
ich zawiesiny. Nalezy podkresli¢, iz Acanthamoeba to warunkowy patogen, ktéry
w sprzyjajacych warunkach moze spowodowac zniszczenia w organizmie ssa-
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ptyw cytoplazmy bazujg na zorganizowanych
juz strukturach cytoszkieletu. Przemieszcza-

Amoeba proteus RhoA T i . .
nie sie komodrek ruchem ameboidalnym jest
RCSCK kombinacja proceséw polimeryzacji i depoli-
e 1 ! meryzacji aktyny oraz nastepujacych po sobie
PO zjawisk kurczliwosci i dezintegracji systemu
Skurcz i i . .
Botonlon ezl ey akto mlozyr,lovv_eg_o. I_Drzestrz_enng ro;dzwlgnle
tych procesow i zjawisk w migrujgcej komérce
I I cytoszkielet kortykalny I zwigzane jest z jej polaryzacja. Ta asymetria, w
Urold @  endoplazma  strefaadhezji  Front powigzaniu z adhezja, umozliwia komorkom
I i \ P / ‘ przeksztatcanie generowanej w ich wnetrzu
/ I e I sity w petzniecie po podtozu.
\’\//T/f/ \ W niniejszej pracy podsumowano wyniki
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Rycina 1. Schemat regulacji proceséw odpowiedzialnych za migracje Amoeba proteus. Szczeg6towe

opisy przebiegu i regulacji poszczeg6lnych proceséw w tekscie.

kédw. Z obowigzku nalezy wspomniec, iz w ostatnich dwéch
dekadach gtdwnym obiektem badan molekularnych aspek-
téw ruchéw komoérkowych stat sie sluzowiec Dictyostelium
discoideum, a zwtaszcza amebowe stadium w jego ztozonym
cyklu zyciowym. Ameby $luzowca zainteresowaty bioche-
mikow i genetykdw nie tylko ze wzgledu na mozliwosci
uzyskania duzej ilosci komérek do analiz, ale gtownie dla-
tego, iz organizm ten w jednym ze stadiow cyklu zyciowego
(zarodniki) jest haploidem, co umozliwia prowadzenie ma-
nipulacji genetycznych [1].

Reorganizacja cytoszkieletu, a w konsekwencji ruch, za-
chodzi w odpowiedzi na stymulujace komdrke bodzce za-
rowno wewnetrzne, jak i zewnetrzne, powodujac zmiane
w morfologii, adhezji i polaryzacji komérki. W odpowiedzi
na bodzce chemotaktyczne i/lub haptotaktyczne komarki
ssakow, takie jak granulocyty czy makrofagi, przylegajg do
podtoza, zmieniaja ksztatt i migrujg. Migracje swobodnie
zyjacych ameb z kolei stale inicjujg fizyczne i chemiczne
bodzce srodowiskowe. Czynnikami stymulujagcymi i kon-
trolujagcymi migracje sa zardwno agonisci receptoréw po-
wierzchniowych, niektére jony, jak tez czynniki fizyczne:
pole elektryczne, bodzce mechaniczne czy $wietlne. Uru-
chamiajg one r6znorodne drogi sygnatowe aktywujace albo
hamujgce okre$lone biatka regulatorowe, a za ich posred-
nictwem okre$lone efektory, co w konsekwencji prowadzi
do organizacji lub dezorganizacji cytoszkieletu aktynowe-
go. Odpowiedzig na bodziec moze wiec by¢ polimeryzacja
aktyny, czyli formowanie filamentow (F-aktyny) z mono-
merdw aktynowych (G-aktyny) i tworzenie z filamentéw
struktur wyzszego rzedu, takich jak wigzki i sieci, albo dez-
organizacja struktur cytoszkieletu wywotana depolimery-
zacjg aktyny.

Ekspansja strefy frontalnej, co objawia sie wysuwaniem
pseudopodidéw, lamellipodiow czy filopodiow, zwigzana
jest z organizacja aktyny de novo. Natomiast przesuniecie
strefy tylnej w kierunku migracji, zmiana ksztattu czy prze-
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trzypodstawowe zjawiska: ekspansje krawe-
dzi wiodacej, adhezje i deadhezje oraz prze-
suniecie strefy tylnej. Progresja czota komorki jest zwigza-
na z polimeryzacjag aktyny i formowaniem cytoszkieletu,
natomiast wycofywanie strefy tylnej - ze skurczem i na-
stepujaca po nim dezorganizacjg cytoszkieletu akto-mio-
zynowego.

Mechanizm przesuwania btony komérkowej w kierun-
ku migracji nie jest do korica poznany. W filopodiach czy
lamellipodiach niektérych komoérek tkankowych przytagcza-
nie monomerow do filamentéw aktynowych, ktérych konce
kolczaste (+) skierowane sg ku btonie komdérkowej, generu-
je site wystarczajgcg do pokonania oporu mechanicznego
btony i jej przesuniecia [2,3], Mullins i wsp. [4,5] sugerujg,
ze taki mechanizm ekspansji frontu wystepuje réwniez u
A. castellanii. Wyniki innych badan sugeruja natomiast, ze
polimeryzacja aktyny przy wewnetrznej powierzchni btony
jedynie stabilizuje potozenie tej ostatniej, natomiast sita po-
wodujgca przesuniecie btony jest generowana przez proce-
sy zachodzgce w gtebszych warstwach komérki [6,7].

Site motoryczng dla ekspansji krawedzi wiodacej A. pro-
teus, a takze niektérych komérek tkankowych, generuje ak-
tywnos$¢ kurczliwa systemu akto-miozynowego. Podczas
cyklicznego zrywania potgczen pomiedzy filamentami i
btong nastepuje wypchniecie btony przez naptywajgcg en-
doplazme i progresja strefy wiodgcej, co wigze sie z jedno-
czesnym przesunieciem warstwy kortykalnej w gigb ko-
marki ijej destrukcjg [6], Takie zjawisko obserwowano tak-
ze w leukocytach [8] czy makrofagach [9]. Po przesunieciu
frontu jest on stabilizowany przez formowanie nowej war-
stwy F-aktyny przy cytoplazmatycznej powierzchni btony
oraz utworzenie punktow przyczepu do podtoza. Taki me-
chanizm ekspansji powoduje skokowg migracje, w ktdrej
progresja zachodzi na zmiane z czasowym hamowaniem
wysuwania frontu, a polimeryzacja aktyny stuzy stabilizacji
potozenia btony i wyznacza kierunek przemieszczania sie
komorki.
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Rycina 2. Schemat regulacji proceséw odpowiedzialnych za migracje Acanthamoeba castellanii.

Szczegbtowe objasnienia w tekscie.

Budowa i funkcjonowanie struktur adhezyjnych zalezne
sq od rodzaju poditoza, po ktérym komorki petzna, a tak-
ze Srodowiska, w ktédrym zyja. Swobodnie zyjgce ameby
rozwijajg na brzusznej powierzchni u podstawy pseudopo-
diow mikrowypustki. Sg to bogate w F-aktyne minipodia
u A. proteus [10] czy acanthopodia u A. castellanii [11]. Ze-
rwanie potaczenia z podtozem jest warunkiem koniecznym
dla przesuniecia tylnej strefy komérki w strone frontu. Za-
rowno deadhezja, jak i przesuwanie strefy tylnej zalezne sa
od sity generowanej dzieki aktywnosci kurczliwej systemu
akto-miozynowego. Dotychczas wykazano dla A. castellanii,
iz w generowaniu aktywnosci kurczliwej biorg udziat mio-
zyny zrodzin i ll [12].

Aby funkcje kurczliwe cytoszkieletu mogty by¢ przeto-
zone na prace, sie¢ mikrofilamentow musi by¢ potaczona z
btong. W A. castellanii wykryto zakotwiczone w btonie biat-
ko Acan-125, ktore wigze sie zdomeng SH3 jednej z izoform
miozyny | (IC) i petni wraz z nig funkcje kompleksu zako-
twiczajgcego filamenty aktynowe w bionie komdérkowej
[13]. Dotychczas u A. proteus nie zidentyfikowano biatek
taczacych F-aktyne z btong komdrkowa. Analiza obrazéw
uzyskanych w mikroskopie elektronowym wykazata na-
tomiast, iz tuz przy btonie tworzone sg regularnie utozone
mostki [14,15], a dynamika tworzenia tych potaczen wydaje
sie by¢ regulowana przez jony Ca2; w taki sposéb, ze wzrost
stezenia tego kationu powoduje ich zerwanie [16].

STRUKTURA | REGULACJA CYTOSZKIELETU
KORTYKALNEGO AMEB

Morfologiczna polaryzacja migrujacej ameby wynika z
rozmieszczenia spolimeryzowanej aktyny i miozyn oraz
uktadu filamentow aktynowych w cytoszkielecie kortykal-
nym. W A. castellanii pod btong frontalng zlokalizowana jest
silnie rozgateziona, dendrytyczna sie¢ mikrofilamentéw [4],
podobnie jak w komdrkach tkankowych. W przedniej cze-
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§ci migrujacej A. proteus mikrofilamenty utozone
sg natomiast rownolegle do btony plazmatycznej,
a w rejonie tylnym i srodkowym tworzg nieregu-
larng sie¢ [14]. Ta r6znica to jeden z czynnikow
odpowiedzialnych za odmienny mechanizm eks-
pansji frontu w opisywanych komdérkach.

Podczas migracji ameb w wysuwanej czesci
frontalnej brak jest miozyny Il, obecna jest ona je-
dynie w srodkowej i tylnej strefie komorki i skon-
centrowana w strefie kortykalnej. Taki rozktad
miozyn w komaérkach migrujgcych wydaje sie by¢
powszechny. Dotyczy zaréwno swobodnie zy-

y zalezne jacych ameb: A. castellanii [17,18] oraz A. proteus

[19,20], jak tez komorek tkankowych, takich jak
fibroblasty [21], keratynocyty [22] czy neutrofile
[23].

Miozyna Il z A. castellanii tworzy, niezaleznie
od fosforylacji ciezkiego taficucha, minifilamenty
ztozone z o$miu czasteczek miozyny utozonych
parami przeciwréwnolegle, ktére w okreslonych
warunkach mogag tworzy¢ wieksze struktury
(grube filamenty) wskutek bocznych potaczen
pomiedzy minifilamentami [24],

Dotychczas w A. proteus zsekwencjonowano jedynie tan-
cuch ciezki konwencjonalnej miozyny Il, ktérego masa cza-
steczkowa wynosi ok. 220 kDa [25], Wykryto takze obecno$¢
immunoanalogu miozyny VI, niekonwencjonalnej miozyny
zaangazowanej w organizmach wielokomorkowych w pro-
cesy zwigzane z migracjg i transportem wewngatrzkomorko-
wym [26], Biatko to, tak jak miozyna VI, nie tworzy filamen-
tow ijest rwnomiernie rozmieszczone w postaci punktéw
w warstwie Kkortykalnej oraz cytoplazmie ameb [26,27].
Najprawdopodobniej rola miozyny Il polega na genero-
wanie naprezen w warstwie kortykalnej poza dystalnymi
obszarami komorki (skurcz izometryczny) (Ryc. 1), odpo-
wiedzialnych za deadhezje, wycofywanie uroidu, zacho-
wanie ksztattu komorki i utrzymanie wysokiego ci$nienia
hydrostatycznego w jej wnetrzu. Nie wiadomo jednak, czy
immunoanalog miozyny VI bierze udziat w skurczu izoto-
nicznym (Ryc. 1), zachodzacym w urodzie migrujagcej ame-
by i zwigzanym z dezorganizacjg korteksu ijego przemiang
w ptynaca endoplazme. Zaobserwowano bowiem, stosujgc
mikroiniekcje przeciwciat skierowanych przeciw ssaczym
miozynom VI, iz zablokowanie funkcji immunoanalogu
prowadzi do nieznacznego tylko zablokowania migracji
ameb (ok. 20%) [26], natomiast powoduje znaczne zahamo-
wanie procesOw pinocytozy i fagocytozy [28].

W generowaniu ruchu A. castellanii biorg udziat miozyny
zrodzin 1'ill [12]. Sposrdd trzech izoform miozyny 1 (1A, IB,
IC), jedynie izoforma IB jest zlokalizowana w strefie wio-
dacej komorki, a zwtaszcza w szczytach filopodidw i moze
bra¢ udzial w generowaniu sity niezbednej dla ekspansji
[29,30,31]. Aktywacja miozyn | nastepuje w wyniku fosfory-
lacji reszty seryny zlokalizowanej w domenie motorycznej
poprzez specyficzng kinaze ciezkiego taficucha miozyny,
ktéra, jak sie okazato, nalezy do rodziny kinaz PAK zalez-
nych od matych GTPaz Racl i Cdc42 (Ryc. 2) [32]. Poniewaz
izoformy miozyny | wystepujgce w A. castellanii zawierajg
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w pateczce dodatkowe miejsce wigzania aktyny (obok kla-
sycznego dla wszystkich miozyn miejsca wigzania aktyny
w domenie motorycznej) [33] mogag wigzkowac filamenty
aktynowe. Ponadto, obecno$¢ domeny oddziatywania z
btong komérkowag umozliwia zakotwiczanie filamentow
aktynowych w btonie poprzez miozyny | [34], Sugeruje to,
iz miozyny | biorg udziat w generowania réznych rodzajéw
ruchu.

Z organizacja cytoszkieletu aktynowego zwigzane jest
takze tworzenie miejsc przyczepu ameb do podtoza. Kom-
pleksy F-aktyny obecne w strukturach adhezyjnych zanika-
ja, gdy komorka traci kontakt z podtozem, a pojawiajg sie,
gdy ponownie zaczyna do niego przylegac [10].

REGULACJA ORGANIZACJI CYTOSZKIELETU
AKTYNOWEGO | EKSPANSJI FRONTU KOMORKI

Jak juz wczes$niej wspomniano, aktyna w komadrkach mi-
grujagcych ameb podlega ciggtym dynamicznym przemia-
nom z formy filamentarnej w globularng i odwrotnie. W
A. proteus G-aktyna lokalizuje sie w ptynacej endoplazmie,
F-aktyna gtownie w podbtonowej, zzelifikowanej ektopla-
zmie, gdzie formuje cytoszkielet kortykalny. Najsilniejsza
agregacja spolimeryzowanej aktyny wystepuje w strefie
Srodkowej petzngcych komorek [7]. Podobnych obserwacji
dokonano dla A. castellanii za pomocg mikroskopii elektro-
nowej z wykorzystaniem techniki mrozeniowej [35].

Sposrod biatek wigzacych aktyne w A. proteus, oprécz
miozyny Il, wykazano obecno$¢ immunoanalogéw a-akty-
niny, winkuliny [36], spektryny [37], kaldesmonu [38], ko-
filiny [39], podjednostek kompleksu Arp2/3, Arp2 i Arp3
[7] iwspomnianej wcze$niej miozyny VI [26]. Ostatnio sklo-
nowano i zsekwencjonowano nowe biatka wigzgce aktyne
0 masach czagsteczkowych ok. 120 i 56 kDa, ktdre stanowig
najprawdopodobniej produkt alternatywnego sktadania
eksonéw tego samego genu, gdyz mniejsze biatko (amebi-
na) stanowi C-konicowg cze$¢ wiekszego — ApABP-FI (od
Amoeba proteus actin-binding protein —filamin immnoana-
log) [40],

W przypadku A. castellanii znamy sekwencje wielu biatek
wigzacych aktyne, co wiecej, wiekszos$¢ z tych biatek udato
sie oczysci¢ z zawiesiny ameb w iloSciach wystarczajgcych
do przeprowadzenia analiz umozliwiajgcych okreslenie ilo-
§ciowych parametrdw oddziatywania z aktyng. Sg to m. in.:
izoformy miozyny I, Il i IV [41], wspomniane juz Acanl25
[13], aktoforyna — biatko z rodziny ADF-kofilina [42,43],
aktobindyna [44], profiliny [44,45], biatka Zelujagce o ma-
sie 120 kDa [46,47] i 260 kDa (GP-260) [48] oraz — odkry-
te po raz pierwszy w tym organizmie — biatka kompleksu
Arp2/3 [49].

W procesach polimeryzacji i depolimeryzacji aktyny nie
tylko u ameb biorg udziat m. in. biatka kompleksu Arp2/3
oraz hiatka z rodziny ADF-kofilina (u A. castellanii zwana
aktoforyng). Kompleks biatek Arp2/3 zawiera dwa biatka
0 m. cz. ok. 47 i 44 kDa strukturalnie przypominajace mo-
nomeryczng aktyne (ang. actin related proteins): odpowied-
nio Arp2 i Arp3 oraz pie¢ innych podjednostek - ARPC1-5
[4,5,49,50]. W obecnosci czynnikow inicjujacych nukleacje
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kompleks, za posrednictwem podjednostki Arp2, wchodzi
w interakcje z profiling, czego konsekwencjg jest tworzenie
zarodzi filamentow. Kompleks ten przytgcza sie rowniez do
bokdw juz istniejacych filamentéw ijest odpowiedzialny za
tworzenie odgatezien pod katem 70° [2,4,5,51],

W migrujagcych komorkach A. castellanii kompleks
Arp2/3 zlokalizowany jest przy krawedzi wiodacej komor-
ki [52]. Uwaza sie, ze odgrywa on istotng role w inicjacji
polimeryzacji aktyny, jak tez w ksztattowaniu struktury
sieci filamentéw. Arp2/3 bierze bowiem udziat nie tylko
w formowaniu odgatezien bocznych filamentow, ale takze
wiagze je tworzac sieci lub wiazki, wyznacza tez dtugos¢ fi-
lamentéw [5], Uwaza sie, ze zalezna od kompleksu Arp2/3
polimeryzacja aktyny u tej ameby (Ryc. 2) generuje site wy-
starczajgcg do przesuwania btony plazmatycznej w kierun-
ku migracji [4], podobnie jak w lamellipodiach niektérych
komoérek tkankowych [3,53].

W migrujacych komérkach A. proteus polimeryzacja i de-
polimeryzacja aktyny zachodzi stale w catym cytoszkielecie
kortykalnym, a wyniki ostatnich badan [7] wskazuja, ze jest
ona regulowana w rozmaity sposéb w ré6znych obszarach mi-
grujacej komarki. Sposrod biatek regulujagcych polimeryzacje
aktyny u A. proteus wykazano obecno$¢ immunoanalagow
profiliny [54], kofiliny [39] oraz immunoalogéw biatek Arp2
i Arp3 [7], Dystrybucja homologow biatek Arp2 i Arp3 iich
kolokalizacja z F-aktyng w migrujagcych amebach wskazuja,
ze zalezna od kompleksu biatek Arp2/3 polimeryzacja ak-
tyny zachodzi w cytoszkielecie kortykalnym, tj. pod btong
plazmatyczng, z wyjatkiem czesci dystalnych komorki, wy-
suwanych i wycofywanych frontéw oraz uroidu, a takze w
strefie adhezji (obszar srodkowo-przedni) oraz w cytoszkie-
lecie perinuklearnym (Ryc. 1). Badania ultrastruktury sieci
aktynowej na wewnetrznej powierzchni btony plazmatycz-
nej pokazaty, ze filamenty aktynowe w strefie Srodkowej
migrujacej ameby tworzg rozgatezienia pod katem 70° [7], a
wiec takim, jaki powstaje, gdy nowy filament jest formowany
na boku istniejagcego mikrofilamentu z udziatem kompleksu
biatek Arp2/3. Jednak w korteksie A. proteus konce kolczaste
(+) rozgateziajgcych sie filamentéw aktyny rosng w réznych
kierunkach. Nie sg skierowane ku btonie komoérkowej, a za-
lezna od kompleksu Arp2/3 polimeryzacja aktyny nie stuzy
wypychaniu btony, lecz formowaniu ztozonej, bardzo dyna-
micznej sieci filamentéw. Badania z zastosowaniem fluore-
scencyjnie znakowanej G-aktyny [55,56] pokazaty niezwykle
szybkie tempo wymiany monomeréw aktynowych pomie-
dzy ptynacg endoplazma a korteksem w srodkowo-przedniej
strefie ameby.

Brak amebowych biatek Arp2 i Arp3 w uroidzie i wy-
cofywanych pseudopodiach, gdzie zachodzi skurcz izoto-
niczny potgczony z destrukcjg sieci kortykalnej, wydaje sie
oczywisty, ale brak kompleksu Arp2/3 w wierzchotkach
wysuwanych pseudopodiéw, gdzie zachodzi rekonstrukcja
sieci aktynowej, jest raczej zaskakujacy. Oznacza to, ze po-
limeryzacja aktyny pod btong krawedzi wiodgcej A. proteus
zachodzi niezaleznie od kompleksu biatek Arp2/3, a me-
chanizm tego procesu jest nieznany [7],

Brak kompleksu Arp2/3 oraz rownolegty do biony pla-
zmatycznej uktad mikrofilamentéw w strefie wiodgcej wska-
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Zuja, ze polimeryzacja aktyny w A. proteus nie generuje sity
dla progresji frontu. Takze szybko$¢ wysuwania krawedzi
wiodacej i sposéb, w jaki komorka sie przemieszcza sugeru-
je inny mechanizm odpowiedzialny za to zjawisko. Srednia
szybko$¢ wysuwania frontu ameby wynosi ok. 7 gm/s, a
model tego ruchu mozna okresli¢ jako skokowy, wyréz-
niajagc w nim faze przyspieszenia i faze zwolnienia albo na-
wet zahamowania progresji. Btona frontalna przesuwana
jest szybko w kierunku migracji, gdy warstwa filamentéw
aktynowych traci z nig potaczenie, czego skutkiem jest lo-
kalny spadek ci$nienia hydrostatycznego i przeptyw endo-
plazmy w wyznaczonym w ten spos6b kierunku. Ptynaca
endoplazma wypycha btone, a warstwa mikrofilamentow
jest odsuwana w gtgb komorki i ulega destrukcji. Faza za-
hamowania progresji zwigzana jest z polimeryzacjg aktyny
i rekonstrukcjg warstwy mikrofilamentéw pod btong pla-
zmatyczna [6,57]. Polimeryzacje aktyny w strefie frontalnej
oraz wigzanie filamentéw z btong plazmatyczng reguluja
m. in. jony wapnia (Rye. 1) [58,59], W wierzchotkach wysu-
wanych pseudopodiow stezenie Ca2+wynosi 10 ‘¢I1(L8M i
jest znacznie nizsze niz w strefie tylnej (10-7 M), co stymu-
luje procesy polimeryzacji aktyny i rekonstrukcji warstwy
kortykalnej. Jednocze$nie, zachodzacy lokalnie, cykliczny
wzrost stezenia jonéw Ca2tumozliwia zerwanie potgczen
pomiedzy btong i warstwg aktynowg, a w konsekwencji
— przesuniecie btony. Nie mozna wykluczyé obecnosci w
tych amebach unikalnych izoform miozyn, ktére mogtyby
generowac site niezbedng do wysuwania pseudopodidw.

Blokada endogennego biatka Arp3 w A. proteus, beda-
ca wynikiem mikroiniekcji przeciwciata przeciw Arp3, nie
miata wptywu na morfologie migrujgcych komorek, powo-
dowata natomiast nieodwracalne obnizenie szybko$ci mi-
gracji; obserwowano ponad 40% spowolnienie wycofywa-
nia sie uroidu i ekspansji frontu [7], Obserwowane zmiany
w potaczeniu z redystrybucjg kompleksu Arp2/3 wskazuja,
ze spowolnienie migracji moze byé spowodowane zabu-
rzeniami w formowaniu struktur adhezyjnych oraz dyna-
micznej reorganizacji sieci kurczliwej w $rodkowej strefie
komorki.

Molekularne mechanizmy regulacji polimeryzacji akty-
ny, w tym aktywnosci kompleksu Arp2/3, u A. proteus sg
nadal stabo poznane Wydaje sie, ze proces ten jest kontro-
lowany przez jeden ze szlakéw sygnatowych zaleznych od
biatka Rac, ale niezwigzany z zadng z kinaz PAK (Rye. 1).
W A. proteus zidentyfikowano zarowno biatko podobne do
ludzkiego Racl [60], jak tez immunoanalog kinazy ciezkich
tancuchéw miozyny | (ang. Myosin | Heavy Chain Kinase,
MIHCK) [61], ktora nalezy do rodziny kinaz PAK, aktywo-
wanych matymi GTPazami Racl i Cdc42 [62], Wykazano, ze
frakcja cytoplazmatyczna uzyskana z ameb aktywuje proces
nukleacji, za$ blokada amebowego immunoanalogu biatka
Racl (za pomocg przeciwciat) znosi ten efekt. Z kolei bloka-
da immunoanalogu MIHCK nie ma wptywu na ten proces
[61]. Struktura cytoszkieletu aktynowego tej wielkiej ameby
[20] wskazuje, ze forminy moga bra¢ udziat w zaleznej od
biatka Rac polimeryzacji aktyny, brak jednak doniesien, kto-
re by te sugestie potwierdzity.

Rodzina biatek Rho jest réwniez witaczona w regulacje
formowania filamentéw aktynowych u A. castellani. Wyka-
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zano, iz ludzkie biatko Cdc42 kontroluje tu polimeryzacje
aktyny zalezng od kompleksu Arp2/3 [63]. Ponadto, wigze
sie ono z biatkami WASP/Scar aktywujac w ten sposob kom-
pleks Arp2/3 (Ryc. 2), co inicjuje zardwno proces nukleacji,
jak tez formowania odgatezien bocznych filamentow [3].
Biatko Racl moze modulowac¢ polimeryzacje aktyny za po-
$rednictwem kinazy PAK, ktdra fosforyluje i aktywuje Kina-
ze LIM, ktora z kolei fosforyluje i inaktywuje w ten sposéb
aktoforyne (ADF/kofiling) (Ryc. 2), biatko depolimeryzuja-
ce filamenty aktynowe. Wykazano, ze w zywych amebach
ok. 30% aktoforyny jest ufosforylowane na reszcie Serl, a
wiec wytgczone z oddziatywania z aktyng [64], Aktoforyna
wystepuje gtéwnie w czesci kortykalnej ameb, a zwtaszcza
w krawedzi wiodacej pseudopodidw [65].

W A. castellanii obecne sg dwie grupy biatek oddziatu-
jacych z monomerami aktyny — aktobindyna (m. cz. ok.
13 kDa) [44,45] oraz dwie izoformy profiliny (1 i Il) o ma-
sach czgsteczkowych ok. 12 kDa [66,67]. Stezenie kazdej
z tych grup jest w komorkach podobne i wynosi -90 pM
[45,67]. Aktobindyna, wigzgca sie z aktyng w stosunku mo-
lowym 1:1, wydaje sie hamowac proces elongacji filamentu
[45], natomiast profilina wigzgca aktyne w tym samym sto-
sunku molowym, blokuje etap nukleacji przez sekwestro-
wanie wolnych monomeréw aktyny ze zwigzanym ADP
[66], Obie grupy biatek wykazujg odmienng lokalizacje
komérkowa. Podczas gdy profilina | wystepuje gtownie w
czesci kortykalnej cytoplazmy z wyjatkiem lamellipodiow,
profilina Il - w czesci podbtonowej, z wyjatkiem strefy fron-
talnej wycofujacych sie pseudopodiéw, gdzie kolokalizuje z
fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanem; aktobindyna nato-
miast obecna jest gtdwnie u podstawy lamellipodiéw [68],
Aktobindyna moze stanowi¢ w Acanthamoeba odpowiednik
(prekursor?) tymozyny (34 (peptydu zaangazowanego w re-
gulacje organizacji cytoszkieletu aktynowego w komérkach
tkankowych), gdyz zawiera dwie domeny homologiczne do
domeny tymozyny p4 [69],

Lokalizacja immunoanalogu kofiliny w migrujgcych ko-
morkach A. proteus wskazuje, ze biatko to bierze udziat w
procesach reorganizacji cytoszkieletu aktynowego w $rod-
kowo-przednim obszarze, w podbtonowej sieci mikrofila-
mentow, w plynacej endoplazmie i strukturach adhezyj-
nych oraz w strefie frontalnej (Ryc. 1). Amebowa kofilina
jest natomiast nieobecna w tylnej strefie ameb, gdzie za-
chodzi skurcz potgczony z destrukcjg cytoszkieletu. Proce-
sy fragmentacji mikrofilamentéw i ich depolimeryzacji, w
ktorych bierze udziat kofilina, zachodza prawdopodobnie
w endoplazmie i prowadza do uwalniania monomerow
aktynowych niezbednych dla rekonstrukcji warstwy akty-
nowej na wewnetrznej powierzchni biony plazmatycznej
wysuwanych frontéw. Blokada tego biatka, spowodowana
podaniem droga mikroiniekcji przeciwciata przeciw ssa-
czej kofilinie, hamuje niemal catkowicie migracje ameby.
Komorki nie przemieszczajg sie, poniewaz wydaje sie by¢
zaburzona zaréwno rekonstrukcja warstwy aktynowej pod
btong frontu, organizacja komplekséw aktyny w struktu-
rach adhezyjnych, jak tez dynamiczna reorganizacja sieci
kortykalnej [39].

W regulacji organizacji aktyny w migrujacych komorkach
A. proteus moze bra¢ rowniez udziat zidentyfikowany w tej
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amebie immunoanalog kaldesmonu [38]. Biatko to kolokali-
zuje z filamentami aktyny w wycofywanych obszarach ko-
morki, a wiec w strefie skurczu i dezorganizacji cytoszkiele-
tu, w obszarach polimeryzacji aktyny de novo i rekonstrukcji
cytoszkieletu przy krawedziach wiodgcych, w strefie adhe-
zji oraz w cytoszkielecie perinuklearnym. Udziat immuno-
analogu kaldesmonu w kontroli migracji ameb prawdopo-
dobnie polega na (i) stabilizacji filamentéw aktynowych w
strefach wycofywanych; (ii) hamowaniu — poprzez bloka-
de oddziatywania aktyny z miozyng — proces6w skurczu
oraz (iii) na promowaniu polimeryzacji aktyny w strefach
progresji [38].

Co ciekawe, odkryte ostatnio w A. proteus biatka wigzace
aktyne (amebina i ApABP-FI) zawierajg w swojej sekwencji
region a-helikalny, ktory wykazuje ok. 40% identycznosci
z sekwencjg domeny ludzkiego kaldesmonu, zwanej lin-
kerem. Badania przeprowadzone na amebinie (C-korcowa
cze$¢ ApABP-FI) wykazaly, ze wigzkuje ona (podobnie jak
C-koniec kaldesmonu) filamenty aktynowe oraz hamuje
zalezng od aktyny ATPaze akto-miozyny (Redowicz, dane
nieopublikowane). Stosujagc przeciwciata uzyskane prze-
ciw C-koncowi obu biatek wykazano, iz wystepujg one
—wspoblnie z aktyng —w cze$ci kortykalnej komaérki oraz
w rejonie okotojgdrowym [40]. Interesujgcym wydaje sie
potwierdzenie, czy biatka te stanowig amebowe prekursory
kaldesmonu, zwilaszcza, iz przeciwciato przeciw ssaczemu
kaldesmonowi wykryto w amebach dwa prazki o masach
czasteczkowych ok. 60 kDa i 120 kDa [38], a wiec podobne
do mas amebiny i ApABP-FI.

REGULACJA SKURCZU CYTOSZKIELETU AKTO-
MIOZYNOWEGO IWYCOFYWANIA UROIDU

Podczas gdy progresja frontu migrujacych komadrek zwig-
zana jest zawsze, niezaleznie od mechanizmu odpowiedzial-
nego za przesuniecie btony, z formowaniem filamentéw ak-
tynowych, to wycofywanie strefy tylnej komaorki i zrywanie
potaczen z podtozem zalezne jest od skurczu, u podstaw
ktorego lezy interakcja aktyny z konwencjonalng miozyng
Il. Oddziatywanie to moze byé regulowane poprzez fosfo-
rylacje lekkiego i/lub ciezkiego tancucha miozyny, ale takze
wiazanie jonéw wapnia przez tancuchy lekkie w przypad-
ku miozyn z mieé$ni mieczakéw [70]. Za fosforylacje jednego
z tancuchow lekkich (zwanego regulatorowym) odpowiada
aktywowana jonami wapnia i kalmoduling kinaza lekkich
taricuchow miozyny (MLCK, ang. myosin light chain kinase)
oraz kinaza zalezna od matej GTPazy RhoA, ROCK inieza-
lezna od jonow wapnia [70].

Szlak sygnatowy zwigzany z biatkiem Rho reguluje
aktywnos$¢ miozyn konwencjonalnych, moze takze kon-
trolowac procesy polimeryzacji i depolimeryzacji aktyny
(opisano powyzej) [71]. Kinaza zalezna od RhoA (kinaza
ROCK) fosforyluje zar6wno reszte Serl8 i/lub Trel9 lek-
kiego tancucha miozyny (te same reszty, ktére fosforyluje
MLCK) oraz oddziatujagcg z miozyng jednostke fosfatazy
lekkich tancuchow miozyny, co hamuje aktywnos$¢ fosfa-
tazy, w konsekwencji prowadzgc do zwiekszenia poziomu
fosforylacji i aktywacji miozyny i umozliwia jej oddzia-
tywanie z aktynag [71], a w rezultacie inicjuje skurcz sieci
akto-miozynowej.
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Dotychczas nie wykazano w obu omawianych amebach
fosforylacji lekkich tancuchéw miozyny IlI, ani obecnosci
MLCK. Natomiast zar6wno w A. castellanii [62,72], jak w
Amoeba proteus [60,61,73] wykryto immunoanalogi Racl
i RhoA i kinazy od nich zalezne (Ryc. 1 i 2). Metody mi-
kroiniekcji i przyzyciowych obserwacji zastosowane w
przypadku A. proteus pozwolity na pokazanie roli szlakéw
sygnatowych zwigzanych z tymi biatkami w kontroli ksztat-
tu tych ameb, a takze w trzech podstawowych zjawiskach
sktadajgcych sie na ich migracje: ekspansji frontu, adhezji
i wycofywania strefy tylnej komérki. Wptyw biatek z ro-
dziny Rho na ruchliwo$¢ A. proteus badano blokujac endo-
genne immunoanalogi Rac i Rho [60], kinazy zalezne od
Rho (ROCK) [73] oraz kinazy ciezkiego taricucha miozyny
I (MIHCK) [61].

W A. castellanii biatko Rac bierze udziat przede wszyst-
kim w regulacji aktywnoséci miozyny | (Ryc. 2) aktywujac
nalezacg do rodziny PAK kinaze ciezkiego tancucha tej
miozyny [62], Natomiast biatko Rho by¢ moze jest zaan-
gazowane w regulacje aktywnosci miozyny Il (Ryc. 2) [70].
Aktywnos$é miozyny Il z A. castellanii kontrolowana jest wy-
tacznie poprzez fosforylacje ciezkich tancuchow [32] w ten
sposéb, ze fosforylacja trzech reszt serynowych (Serl489,
Serl494, Serl499) na koncu kazdego z tancuchow (m. cz. ok.
171 kDa) hamuje zalezng od aktyny aktywno$¢ ATPazo-
wa oraz zalezny od miozyny ruch filamentéw aktynowych
[74,75], Brak w zasadzie doniesien dotyczacych kinazy ciez-
kich tancuchéw miozyny Il w tej amebie; przypuszcza sie,
ze jest to kinaza nalezgca do rodziny kinaz zaleznych od
biatka Rho. Immunoprecypitacja frakcji cytozolowej ameb
przy pomocy przeciwciata skierowanego przeciw ludzkiej
kinazie ROCK wykazata obecno$¢ autofosforylowalnego
biatka o m. cz. ok. 150 kDa, co wskazuje na obecno$¢ kinazy
ROCK w tych komérkach [72],

Immunoanalog kinazy ROCK o podobnej masie czastecz-
kowej wykryto takze w A. proteus [73]. Wykazano réwniez,
iz w tych amebach, odmiennie niz w komérkach tkanko-
wych, hamowanie aktywnosci zaréwno biatka Rho, jak i
kinazy ROCK powoduje wzrost aktywnosci ATPazowej za-
leznej od aktyny, mierzonej dla wzbogaconej w miozyne Il
frakcji komérkowej [73]. Wstepne obserwacje wskazujg, ze
ciezki tancuch miozyny Il A. proteus jest in vivo fosforylowa-
ny, a analiza jego sekwencji aminokwasowej [73] wskazuje
na obecnos¢ na C-koncu reszt serynowych zlokalizowanych
w rejonie przypominajagcym miejsca fosforylacji zidenty-
fikowane w miozynie Il z A. castellanii. Badania in vivo, w
ktorych blokowano amebowe biatko Rho [60] lub kinaze
ROCK [73] pokazaty, ze zahamowanie tej Sciezki sygnato-
wej powoduje wzrost kurczliwosci cytoszkieletu akto-mio-
zynowego, prowadzgc do nieodwracalnych zmian ksztattu
komdrek i sposobu ich migracji, silnej adhezji do podtoza
oraz do obnizenia szybkos$ci migracji $rednio o 50%. Taki
efekt dziatania inhibitorow szlaku sygnatowego zwigzane-
go z biatkiem RhoA jest prawdopodobnie wynikiem trwa-
tej interakcji pomiedzy miozyng Il i aktyng spowodowanej
defosforylacjg (by¢ moze wigc aktywacjg) miozyny Il. Ob-
serwowane zaburzenia w ruchliwo$ci ameb moga by¢ takze
wynikiem zmian w poziomie fosforylacji i aktywnosci in-
nych biatek wigzacych aktyne, np. kofiliny. Szlaki sygnato-
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we Rho/ROCK oraz Rac/PAK uruchamiajg mechanizmy
prowadzgce do inaktywacji kofiliny w wyniku jej fosfory-
lacji za pos$rednictwem kinazy LIM. W A. proteus blokada
zaréwno endogennego biatka Racl, jak i RhoA powoduje,
odwrotnie niz w przypadku komdrek tkankowych, podob-
ne zmiany w sposobie migracji komérek, co prawdopodob-
nie wynika z odrebnego mechanizmu progresji frontu tych
ameb w poréwnaniu z innymi komo6rkami przemieszczaja-
cymi sie ruchem petzajgcym.

W A. proteus skurcz warstwy kortykalnej zachodzi w
rezimie izometrycznym i izotonicznym w calej komor-
ce, z wyjatkiem wysuwanych frontow (Ryc. 1) [76,77,78].
Skurcz izometryczny odpowiedzialny jest za generowanie
sity motorycznej dla wycofywania uroidu, zerwanie pota-
czen z podtozem oraz przeptyw endoplazmy. Charakter
skurczu okre$lajg zmiany stosunku F- do G- aktyny, ktore
w tej wielkiej komdrce odgrywajg istotng role w regulacji
ruchliwosci [58,79], Wzrost stosunku F- do G-aktyny odpo-
wiada wzrostowi napiecia ijest miarg skurczu izometrycz-
nego, natomiast spadek stosunku F- do G-aktyny wigze sie
ze skurczem izotonicznym i dezintegracjg systemu kurczli-
wego. Skurcz izometryczny zachodzi w czasie migracji A.
proteus w $rodkowo-tylnej strefie komorki oraz w wycofy-
wanych pseudopodiach (Ryc. 1) [7], a wiec w regionach,
w ktérych zlokalizowano immunoanalog miozyny Il [56].
W tych obszarach interakcja miozyny Il z aktyng prowadzi
do silnej kondensacji mikrofilamentéw w wyniku skurczu
i przesuwania sie korteksu z rejonéw dystalnych do strefy
srodkowej. W urodzie migrujacych ameb zachodzi skurcz
izotoniczny (Ryc. 1), czego odzwierciedleniem jest obni-
zenie stosunku F- do G-aktyny, a wiec dezintegracja sieci
kortykalnej i wigczenie sie obecnych tam biatek w strumien
endoplazmy. Molekularne podstawy regulacji tych dyna-
micznych zmian sg nadal stosunkowo stabo poznane u tego
pierwotniaka, mimo iz ze wzgledu na odmienng niz w ko-
morkach tkankowych organizacje cytoszkieletu kortykalne-
go [20] oraz zachodzace w jego obrebie procesy wydaja sie
unikalne dla tego organizmu, a przez to niezmiernie inte-
resujace.

PODSUMOWANIE

W pracy tej podjeto probe pokazania, na przyktadzie
swobodnie zyjacych ameb, Amoeba proteus i Acanthamoeba
castellanii, jak ztozonym zjawiskiem jest migracja komorek
petzajacych, ktére nie tworza statych struktur lokomoto-
rycznych, a jedynie przejsciowe wypustki cytoplazma-
tyczne. Ich ruch jest zwigzany z organizacjg i dynamika
cytoszkieletu kortykalnego. Ten sposéb przemieszczania
sie obejmuje kilka wspotwystepujgcych zjawisk: ekspansje
frontu, adhezje i deadhezje oraz przesuwanie tylnej stre-
fy komorki. U podstaw tych proceséw lezg rozne, nie do
konca wyjasnione mechanizmy. Celem tej pracy byto takze
wykazanie rdznic pomiedzy procesami odpowiedzialny-
mi za migracje w opisanych amebach. Ro6zZnice te dotycza
zarowno przebiegu poznanych procesoéw, ich regulacji, jak
tez roli w migracji. Wyniki przedstawionych badan wska-
zuja, ze w A. proteus struktura cytoszkieletu i mechanizm
migracji sg wyraznie odmienne od pozostatych komorek
petzajgcych. Wynika to by¢ moze z jej rozmiardw —jej dtu-
gos¢ moze osigga¢ nawet 600 pm. Techniczne ograniczenia
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doprowadzity do zastoju w badaniach tego interesujacego
i jednocze$nie unikatowego organizmu, uniemozliwiajgc
tym samym poznanie molekularnych podstaw proceséw
odpowiedzialnych za generowanie sity niezbednej dla jego
przemieszczenia sie. W tym miejscu pojawia sie pytanie, czy
w dobie eksperymentéw prowadzonych na komérkach izo-
lowanych z organizmdw tkankowych i zwierzetach trans-
genicznych zasadne jest prowadzenie badan na pierwotnia-
kach. Wydaje sie, ze tak i to nie tylko ze wzgleddéw czysto
poznawczych, czy ewolucyjnych; w historii badan nad mi-
gracjg komorek petzajacych pierwotniaki zajmuja bowiem
rownie istotne miejsce, co komorki tkankowe. To badania
prowadzone na wielkich stodkowodnych amebach, w tym
A. proteus, utatwity zrozumienie wielu mechanizméw ruchu
zwanego ameboidalnym, natomiast prekursorskie badania
z wykorzystaniem metod biochemicznych prowadzone na
A. castellanii przyczynity sie do poznania molekularnych
podstaw organizacji i dynamiki cytoszkieletu aktynowego
komérek organizmoéw wyzszych.
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Regulation of cortical cytoskeleton dynamics during
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ABSTRACT

Amoeba proteus and smaller by an order of magnitude (and evolutionary younger) Acanthamoeba castellanii have been for many years model
cells for studies of amoeboidal (crawling) type of movement, characteristic also for some of metazoan cells such as fibroblasts, granulocytes
and macrophages. Amoeboidal migration is indispensable of organization and dynamics of actin-based cytoskeleton. While there is a number
of data on molecular mechanisms of motility of A. castellanii, there is very little known about bases of migration of A. proteus. Noteworthy,
alarge A. proteus (length ~ 600 pm) have been from over a century an object for studies on biology and physiology of cellular migration. This
review describes the current knowledge on molecular aspects of force generation required for migration of these two amoebae and attempts
to compare the functioning and regulation of actin cytoskeleton in these free-living unicellular species.
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Wykaz skrotéw: a SMA — aktyna z miesni
gtadkich; TGF-(31 — transformujacy czyn-
nik wzrostu (3L, Tp4 — tymozyna (34; ECM
— macierz zewngtrzkomérkowa; TCE TGF-pi
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STRESZCZENIE

ojenie ran jest waznym procesem biologicznym, ktérego mechanizmy molekularne
Gsa intensywnie badane. Punktem kluczowym w procesie zablizniania jest przej-
$cie strukturalne fibroblastow w miofibroblasty, gdyz to kurczliwo$¢ miofibroblastow
umozliwia p6zniejsze obkurczenie gojacej sie rany, powodujace zblizanie do siebie jej
brzegéw. Wyznacznikiem w petni zréznicowanych miofibroblastow jest pojawienie sie
jednej z szeséciu izoform aktyny —a-aktyny z mies$ni gtadkich. Synteza tej izoformy jest
Scisle regulowana przez aktywnos$¢ wielu czynnikéw wzrostowych (takich jak TGF-pi),
wyspecjalizowanych biatek macierzy zewngtrzkomérkowej, w tym fibronektyny, czy
tez specyficznego mikrosrodowiska. Tymozyna p4(TP4 nalezy do grupy biatek oddzia-
tujacych z aktyna, jest odpowiedzialna za utrzymywanie puli aktyny monomerycznej,
a ponadto wykazuje zdolno$¢ depolimeryzacji mikrofilamentéw aktynowych. TP4moze
petni¢ funkcje czynnika transkrypcyjnego, jest zwigzana z tkankowymi procesami na-
prawczymi, m.in. przyspiesza angiogeneze, stymuluje migracje komérek endotelialnych
oraz moduluje aktywno$¢ komérek uktadu immunologicznego. Peptyd ten zastuguje na
wiekszg uwage w badaniach procesu gojenia ran.

WPROWADZENIE

Gojenie ran jest waznym procesem biologicznym, uksztattowanym w trak-
cie rozwoju filogenetycznego. Dzi$ czeSciowo poznano juz mechanizmy mo-
lekularne lezgce u podstaw tego procesu, co stwarza mozliwo$¢ monitorowa-
nia jego przebiegu. W trakcie zablizniania mozna wyréznic¢ trzy gtéwne fazy:
zapalenia, proliferacji oraz przebudowy tkanek [1-3]. Jest to podziat umow-
ny, poniewaz fazy zachodzg na siebie w czasie (Ryc. 1). Zainteresowanych
szczeg6towymi informacjami dotyczacymi procesu zablizniania odsytamy
do prac przegladowych i literatury w nich zebranej [1-5].

Migracja komorek jest jednym z waznych elementéw zablizniania. | tak,
juz w pierwszym etapie zaktywowane komorki uktadu immunologicznego,
takie jak neutrofile czy makrofagi poruszajg sie w kierunku uszkodzenia, aby
usung¢ resztki zniszczonych komérek i unieszkodliwi¢ obecne w ranie mi-
kroorganizmy, zapobiegajac w ten sposéb ewentualnemu zakazeniu. Migru-
jg tez keratynocyty i fibroblasty, uzupetniajgc ubytki tkanek. Tworzenie no-
wych naczyn krwionosnych uzaleznione jest z kolei od ruchu komérek $rod-
btonka. W ciggu kilku godzin od zaistnienia urazu, rozpoczyna sie proces
epitelializacji, obejmujacy migracje przylegajacych do rany naskérkowych

0-5 DNI

GRANULOCYTY, FAGOCYTOZA
KRWAWIENIE
KOAGULACJA
*«  AKTYWACJA PLYTEK KRWI
« AKTYWACJA SKLADNIKOW
DOPELNIACZA

Ay

2 DNI - 3 TYGODNIE

MAKROFAGI, CYTOKINY
FIBROPLAZJA
ANGIOGENEZA
RE-EPITELIALIZACJA
SYNTEZA ECM - KOLAGEN FIBRONEKTYNA,
PROTEOGLIKANY

3 TYGODNIE- 2 LATA B

LN
BIALKA ECM - SYNTEZA, DEGRADACJA, | B
PRZEBUDOWA i

WZROST KURCZLIWOSCI KOMOREK |
+  WZROST UNACZYNIENIA

Rycina 1. Stadia gojenia rany (przygotowano na podstawie [1-5]).
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keratynocytéw do wewnatrz uszkodzenia, podziaty ke-
ratynocytoéw stuzgce uzupetnieniu nabtonkowej warstwy
skory, réznicowanie nabtonka w nabtonek wielowarstwo-
wy oraz przywrocenie nienaruszalnosci granicy btony
podstawnej taczacej naskdrek ze skoérg wiasciwg. Wspo-
mniane keratynocyty przechodzg przez szereg zmian,
takich jak: sptaszczenie i wydtuzenie, wytworzenie la-
mellipodiow, utrata kontaktéw miedzykomorkowych iz
macierzg zewngtrzkomorkowga (ECM) [1-5].

Z kolei procesy majace na celu przywrdécenie whasciwej
struktury skdéry obejmujg etapy fibroplazji i angiogenezy.
Na pierwszy z nich skladajg sie podziaty fibroblastéw,
ich migracja do obszaru fibrynowego skrzepu pokrywaja-
cego rane oraz produkcja kolagenu iinnych biatek ECM,
co przyczynia sie do wytworzenia nowego zrebu, cze-
sto nazywanego ziarnina, ktorg stanowi nowo powstata
tkanka taczna zawierajgca bogatag sie¢ naczyn wtosowa-
tych. Fibryna budujgca skrzep jest stopniowo zastepowa-
na przez wiokna kolagenowe produkowane przez fibro-
blasty, dzieki czemu tkanka ziarninowa jest w wiekszym
stopniu odporna na rozcigganie. Zatem wczesng formg
odpowiedzi fibroblastéw na zranienie i na rdéznorodne
sygnaty docierajagce ze Srodowiska sg ich intensywne po-
dziaty na obrzezach rany oraz migracja po wytworzonej
w obszarze rany prowizorycznej macierzy zewnagtrzko-
morkowej po to, by zastagpi¢ ja macierzg zewnatrzkomar-
kowg zbudowang z kolagendw, kwasu hialuronowego,
proteoglikanéw i elastyny, konieczng dla podtrzymania
naptywu iwzrostu komdrek. Utatwia to m.in. nasuwanie
sie komorek nabtonka na powierzchnie gojacej sie rany
[1-6]. Drugim etapem wplywajagcym na przywrécenie
prawidtowej organizacji skory jest angiogeneza (neowa-
skularyzacja), czyli proces formowania sie nowych na-
czyn krwionos$nych na bazie juz istniejagcych, bez ktérego
nie bytoby mozliwe utrzymanie tkanki ziarninowej. Jest
to proces ztozony, wieloetapowy, zachodzacy witasciwie
we wszystkich stadiach gojenia, dla przyktadu — cyto-
plazmatyczne pseudopodia komdrek endotelialnych sg
widoczne juz w drugim dniu po zranieniu [1-6].

Zjawisko migracji komorkowej jest kluczowe dla pro-
cesu zablizniania, a nierozerwalnie z tym zwigzana re-
aranzacja cytoszkieletu aktynowego stanowi jego podsta-
we. Gesta sie¢ filamentow aktynowych wraz z miozynami
dostarcza sity motorycznej niezbednej do zmiany poto-
zenia komorek, za$ proces polimeryzacji aktyny umozli-
wia zmiany ksztattu komérek oraz tworzenie wypustek
migracyjnych. W Swietle powyzszych faktow wydaje sie
zatem oczywistym wniosek, ze aktyna oraz biatka z nig
oddziatujgce petnig kluczowg funkcje w regulacji i prze-
biegu procesu gojenia [7-9].

CYTOSZKIELET AKTYNOWY FIBROBLASTOW
W PROCESIE GOJENIA RANY

Fibroblasty sa komérkami tkanki tagcznej wiasciwej o
pochodzeniu mezenchymalnym, stanowigcymi jej naj-
liczniejsza frakcje. Wytwarzajg macierz zewngatrzkomor-
kowa ztozong ze sprezystych i siateczkowych wioékien
kolagenowych oraz z substancji podstawowej tkanki
tacznej, w skitad ktérej wchodzg: glikozaminoglikany,
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biatka niekolagenowe (np. fibronektyna) i proteoglika-
ny [5,6].

Fibroblasty w formie zaktywowanej charakteryzuja
sie wrzecionowatym lub gwiazdzistym ksztattem oraz
tworzg diugie i cienkie wypustki cytoplazmatyczne.
W ich duzych, czesto wydtuzonych jadrach wystepuje
do kilku jaderek, silnie rozwiniete sg zardwno szorstka
siateczka $rodplazmatyczna, jak i aparat Golgiego oraz
wakuole wydzielnicze Swiadczace o aktywnym wydzie-
laniu kolagenu, a takze widoczne sg liczne mitochondria.
Formy spoczynkowe fibroblastow nie wydzielajace juz
kolagenu, zwane fibrocytami, wystepujace np. w dojrza-
fej tkance tgcznej, charakteryzujg sie m.in. zmniejszong
iloScig cytoplazmy [5]. Zarowno fibroblasty, jak i fibro-
cyty majg zdolno$¢ do ruchu [5,6,10-12]. Inng populacje
fibroblastéw stanowig tzw. miofibroblasty, petnigce istot-
ng funkcje w procesie gojenia sie rany [13-18]. Miofibro-
blasty to komorki taczgce w sobie zardwno cechy komo-
rek miesniowych, jak i fibroblastow [14]. Umozliwia im
to kurczenie sie w sposéb podobny do komoérek miesni
gtadkich i produkowanie elementéw podstawowych
tkanki tgcznej, tak jak ma to miejsce w fibroblastach.
Kurczliwo$¢ miofibroblastow umozliwia p6Zniejsze ob-
kurczenie gojacej sie rany i zbliza jej brzegi do siebie, a
zatem przejscie strukturalne fibroblast-miofibroblast jest
punktem kluczowym w procesie zablizniania [15,17],
Identyfikacja miofibroblastéw mozliwa jest za pomocg
mikroskopii elektronowej (wrzecionowaty ksztatt, silnie
rozwiniety system bton szorstkiej siateczki $rodplazma-
tycznej, miofilamenty oraz obecno$¢ btony podstawnej),
a takze mikroskopii fluorescencyjnej. Wykorzystanie tej
ostatniej w potgczeniu ze specyficznymi przeciwciatami
pozwala na identyfikacje dominujacej w miofibrobla-
stach a-aktyny mieéni gtadkich (aSMA) obok izoform p
oraz y/ charakterystycznych dla fibroblastow [19]. Mozna
wyrézni¢ niejako trzy gtdwne cechy charakterystyczne
miofibroblastow wynikajgce z funkcji jakag spetniajg i po-
zwalajgce na wyodrebnienie ich z populacji fibroblastow.
Sa to skupiska kurczliwych mikrofilamentow, rozlegte
obszary potgczenn komdrka-macierz zewnatrzkomorkowa
oraz obecno$¢ miedzykomdérkowych potaczen szczelino-
wych i desmosomow [14-18],

Proces przeksztatcenia sie fibroblastow w miofibroblasty
sktada sie zasadniczo z dwoéch etapoéw, przedstawionych
schematycznie na Ryc. 2.

W nastepstwie uszkodzenia - prozapalne sygnaty sty-
mulujg fibroblasty do rozprzestrzeniania sie po prowizo-
rycznej macierzy wytworzonej w obrebie rany. Aktywacja
tych komaérek prowadzi do przebudowy filamentéow ak-
tynowych i witokien naprezeniowych oraz stopniowego
wzrostu ogdlnej sztywnos$ci macierzy zewngtrzkomérko-
wej wytwarzanej przez fibroblasty — powstajg tzw. pro-
to-miofibroblasty. Aby odbudowaé¢ uszkodzone tkanki,
fibroblasty nabywajg fenotypu migracyjnego poprzez
rozwdj de novo wtokien kurczliwych, przyjmujacych for-
me wiokien naprezeniowych zbudowanych poczatkowo
z cytoplazmatycznych izoform aktyny. Zaktywowane
proto-miofibroblasty réznig sie od pozostatych fibro-
blastow pozostajgcych w stanie spoczynku obecnoscig
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oraz ciezkie tafcuchy miozyny typo-
wej dla miesni gtadkich [15]. Synteza

PROTO-MIOFIBROBLAST
N a-SMA jest SciSle regulowana przez
ERROBLASTE N aktywnos$¢ wielu czynnikéw wzrosto-
T S X/ wych, takich jak TGF-(31, wyspecja-
RCPRCORRIG lizowanych biatek macierzy zewna-
trzkomérkowej, w tym fibronektyny,
\\ czy tez specyficznego mikrosrodowi-

APOPTOZA

MIOFIBROBLAST

s FILAMENTY AKTYNOWE ZBUDOWANE #-2270022 W OKNA ECM W
Z BETA | GAMMA AKTYNY PRZEBUDOWIE

FILAMENTY AKTYNOWE
s 7BUDOWANE Z ALFA-SMA e WELOKNA ECM

Rycina 2. Rozw6j miofibroblastéw zachodzacy w trakcie gojenia ran i czynniki na niego wptywajace (przygo-

towano na podstawie [16,17,20-22]).

aparatu kurczliwego [17]. Zmiana fenotypu nastepuje w
odpowiedzi na zmiany w sktadzie, organizacji i zdolno-
§ciach mechanicznych macierzy zewngtrzkomodrkowej
[20], a takze jest wynikiem dziatania cytokin uwalnianych
lokalnie przez zaktywowane komoérki uktadu odporno-
Sciowego [21]. Drugi etap przebudowy fibroblastow po-
lega na wyksztatceniu zréznicowanych miofibroblastow.
Wraz ze wzrostem napiecia mechanicznego, zwigzanego
z rearanzacjg macierzy zewnatrzkomorkowej w wyniku
dziatalnosci proto-miofibroblastow dochodzi do dojrze-
wania tychze do postaci w petni zréznicowanych miofi-
broblastow, ktérych wyznacznikiem jest pojawienie sie
izoformy a-aktyny miesni gtadkich (a-SMA) typowej dla
miesni gtadkich naczyn krwionos$nych (Ryc. 3) [19]. Do-
datkowo w komdrkach tych pojawia¢ sie moze desmina

Rycina 3. Obraz organizaqi cytoszkieletu aktynowego fibroblastow (1) i miofi-
broblastéw (Il) uzyskany z zastosowaniem mikroskopu konfokalnego. Zdjecia a,
d — identyfikacja a-SMA za zastosowaniem przeciwcial monoklonalnych roz-
poznajacych te izoforme, sprzezonych z FITC (barwa zielona), zdjecia b, e —ar-
chitektura mikrofilamentéw aktynowych znakowanych falloidyng potgczong z
rodaming (barwa czerwona), zdjecia c, f —natozenie obrazéw odpowiednio aib
oraz d i e (wyniki badan wtasnych).
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ska [17]. a-SMA nie jest poczatkowo
wiaczana w strukture wiokien na-
prezeniowych, lecz organizuje sie w
cytoplazmatyczne struktury przypo-
minajgce pateczki (ang. rod-like struc-
tures). Dalsze porzadkowanie wtokien
macierzy zewnatrzkomorkowej stwa-
rza wiekszg przestrzeri do adhezji, co
z kolei umozliwia zmiany w obrebie
witékien naprezeniowych i powsta-
wanie sit kurczliwych. Gdy obszary
adhezyjne miofibroblastow rozrasta-
jg sie, nastepuje wbudowanie a-SMA
do wnetrza wczesniej wytworzonych
widkien naprezeniowych. Sita wytwa-
rzana przez witékna naprezeniowe za-
wierajagce a-SMA jest znacznie wiek-
sza od tej wytwarzanej przez podobne
widkna zawierajgce w swej strukturze
cytoplazmatyczne izoformy aktyny. Wiaczenie a-SMA do
struktury widkien naprezeniowych znaczaco zwieksza
aktywnos¢ i zdolnosci kurczliwe miofibroblastéw, a po-
nadto jest wskazaniem, iz proces gojenia przechodzi etap
obkurczania rany i zasklepiania jej brzegéw [17,22,23].
Dowodem na preferencyjng role a-SMA w powstawaniu
sit kurczliwych przez miofibroblasty sg badania z zasto-
sowaniem peptydu fuzyjnego, zawierajgcego N-konco-
wy fragment wymienionej izoformy aktyny o sekwencji
Ac-EEED [24], Jest to sekwencja, ktérg réznig sie miedzy
sobg poszczego6lne izoformy aktyny [25,26]. Decyduje
ona o wbudowywaniu a-SMA w strukture widkien na-
prezeniowych oraz o polimeryzacji tej izoformy aktyny
[24]. Poziom syntezy a aktyny z miesni gtadkich w miofi-
broblastach zalezy od rodzaju podtoza, na ktérym rosng
komoérki. W doswiadczeniach in vitro udowodniono, ze
poziom syntezy a-SMA wzrasta wraz ze sprezystoscia
podtoza. Doswiadczenia in vivo, prowadzone na myszach
wykazatly zwigzek pomiedzy wzrostem napiecia na brze-
gach rany a zwiekszeniem liczby komérek zawierajgcych
te izoforme [17].

W trakcie przemiany fibroblastow w miofibroblasty na-
stepujg zmiany w obrebie ognisk kontaktowych. Klasycz-
ne ogniska kontaktowe (2-5 gm) typowe dla fibroblastow
wydtuzajg sie, osiggajgc rozmiary od 6 do 30 gm. Ponad-
to, w strukturach tych pojawia sie kinaza ognisk kontak-
towych (FAK) oraz tensyna, biatko odpowiedzialne za
potaczenie filamentéw aktynowych z btong komérkowa.
Takie rozbudowane struktury nazywane sg ,superdoj-
rzatymi" ogniskami kontaktowymi [27] badz fibronexus
[28]. Tworzg sie one w momencie whudowywania a-SMA
w strukture wiokien naprezeniowych, powodujgc wzrost
zdolnosci adhezyjnych miofibroblastéw [28], Aktywnos$¢
kurczliwa miofibroblastow i synteza a-SMA trwaja az
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do chwili, gdy uszkodzona tkanka zostanie w petni na-
prawiona. Wowczas poziom syntezy a-SMA spada, a
niepotrzebne juz miofibroblasty sg usuwane w procesie
apoptozy [17]. Zaburzenia w zakresie eliminacji aktyw-
nych miofibroblastow prowadzg do zaktécenia procesow
odnowy w organizmie i do schorzen zwanych fibrozami,
charakteryzujacymi sie przerostem tkanki tacznej. Do
takich patologii nalezg m.in. zwtdknienie ptuc, niektdre
choroby nowotworowe czy choroby watroby, takie jak
marskos$¢ i chroniczne zapalenie [12,13,26,29-31].

UDZIAL TGF-pi W PROCESIE ZABLIZNIANIA

Na funkcjonowanie fibroblastdw majg wptyw rézno-
rodne czynniki wzrostowe i czynniki odpowiedzialne
za réznicowanie, wydzielane przez dwie gtéwne grupy
komérek, mianowicie komorki uktadu odpornosciowego
(limfocyty, monocyty/makrofagi, komaorki tuczne, eozy-
nofile) oraz komdrki nabtonkowe i srédbtonka naczyn.
Czynniki te stanowig grupe naturalnie wystepujacych
biologicznych mediatoréw, wptywajagcych —po potacze-
niu sie ze swoistymi receptorami na powierzchni komo-
rek docelowych —na zachowanie poszczegdlnych grup
komoérek poprzez regulacje ich podziatéw i réznicowa-
nia, chemotaksji, metabolizmu czy na synteze macierzy
zewngtrzkomoérkowej [1-5]. Jednym z takich czynnikow
jest transformujacy czynnik wzrostu-(31 (TGF-|31), re-
gulujacy m.in. synteze a-SMA w miofibroblastach. Jego
gtdbwnym zrdédtem sa ptytki krwi, komorki $rédbtonka,
zaktywowane limfocyty NK, limfocyty pomocnicze T
oraz komorki tkanki tgcznej [32-36], Komorki produkujg
TGF-pl poczatkowo w formie latentnej, ktéry nastepnie
podlega procesowi aktywacji poprzez wyciecie peptydu
sygnatowego, co w efekcie prowadzi do przejscia TGF-
(3 w forme biologicznie aktywng. W przestrzeni zewng-
trzkomorkowej czynnik ten wigze sie albo z receptorem
typu Ill, ktéry prezentuje TGF-pi receptorowi typu Il,
albo bezposrednio z receptorem typu Il na btonie komor-
kowej. Zwigzanie sie TGF-(31 z receptorem typu Il, powo-
duje przytagczenie sie do tego kompleksu receptora typu
I, jego fosforylacje i powstanie heterotetramerycznego
kompleksu receptoréw. W wyniku fosforylacji dochodzi
do aktywacji kinazy biatkowej, ktéra fosforyluje czynnik
transkrypcyjny Smad2 lub Smad3. Nastepnie Smad2 lub
Smad3 wigze sie ze Smad4 i kompleks ten przemieszcza
sie z cytoplazmy do jadra komédrki. Tam kompleks ten
oddziatuje z rdznymi czynnikami transkrypcyjnymi, re-
gulujac transkrypcje genow zaleznych od TGF-|31, ktore
uczestnicza w odpowiedzi komoérkowej na dziatanie tego
czynnika [17]. TGF-pi moze rowniez aktywowac ekspre-
sje genu kodujacego a aktyne z mies$ni gtadkich w spo-
sob niezalezny od biatek Smad [36], W tym przypadku
niezbedna jest regulacja przez biatko Spl/3, oddziatujace
z sekwencjami DNA poprzedzajacymi obszar promotora
dla a-SMA. Spl/3 tgczy sie z sekwencjag TCE, okreslang
jako element kontrolny TGF-pi, badZ z sekwencjg THR,
nazywang regionem nadwrazliwosci na TGF-pl. Innym
waznym regionem DNA uczestniczagcym w regulacji
ekspresji genu kodujacego a-SMA zaréwno w miofibro-
blastach, jak i w komorkach tkanki miesniowej gtadkiej,
jest sekwencja promotorowa MCAT-1, do ktérej wigze sie
TEF-1 —czynnik zwiekszajacy transkrypcje 1 [17,36],
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Aktywnos$¢ biologiczna TGF-pi jest niezwykle zrézni-
cowana. Po pierwsze czynnik ten odgrywa znaczacg role
w procesie wzrostu i rdznicowania komadrek [33]. TGF-pi
nalezy do istotnych czynnikéw regulujagcych odpowiedz
immunologiczng, wykazuje dziatanie przeciwzapalne.
Ponadto hamuje on podzialy komdrkowe, reguluje wej-
Scie komorek na szlak apoptozy oraz odgrywa istotng
role w procesie angiogenezy [34], TGF-pl jest silnym sty-
mulatorem wzrostu komdrek nabtonkowych, przyczynia-
jac sie do uzupetniania nabtonkowej warstwy skory oraz
inicjuje produkcje macierzy zewngtrzkomaérkowej przez
fibroblasty i ich migracje w obszar uszkodzenia w pro-
cesach naprawy i gojenia ran [33]. O tym, jak wazng role
W procesie gojenia ran odgrywa ten czynnik i to, ze jego
wptyw jest w duzej mierze uzalezniony od czasu, ktory
uptynat od powstania rany do pojawienia sie tej cytoki-
ny — moze $wiadczy¢ fakt, iz zablokowanie aktywnosci
TGF-pi na wczesnych etapach gojenia prowadzi do zaha-
mowania tego procesu. Natomiast, gdy to samo postepo-
wanie przeprowadzi sie po zakonczeniu procesu epitelia-
lizacji — zabliZnianie sie rany zostanie ograniczone [35].
TGF-pi jest rowniez gtownym stymulatorem syntezy a-
SMA, biatek macierzy zewngtrzkomdrkowej oraz biatek
budujacych aparat kurczliwy komérek, a tym samym wa-
runkuje réznicowanie fibroblastdw do miofibroblastow.

ROLA TYMOZYNY PAW REGULACJI POLIMERYZACJI
AKTYNY PODCZAS GOJENIA RAN

Organizacja cytoszkieletu aktynowego jest regulowana
przez szereg biatek wigzgcych aktyne. Jednym z nich jest
tymozyna P4(TP4 [37]. Nalezy ona do rodziny (3-tymo-
zyn, aktywnych biologicznie polipeptydéow o wtasciwo-
$ciach podobnych do hormonéw, wyizolowanych w 1966
roku z grasicy. U ludzi znani sg trzej przedstawiciele tej
rodziny: tymozyna P4 tymozyna PDi tymozyna (35 przy
czym najpowszechniej wystepuje tymozyna P4 Peptyd
ten jest obecny w zasadzie we wszystkich tkankach i ko-
morkach krazacych w krwiobiegu z wyjatkiem erytrocy-
tow [38]. Tymozyna P4jest polipeptydem zbudowanym z
43 reszt aminokwasowych o zachowanej w ewolucji se-
kwencji, masie czasteczkowej 4,9 kDa i pi wynoszagcym
5.1 [37]. Obecnos$¢ tymozyny P4stwierdzono zaréwno w
cytoplazmie, jak i w jadrach komoérkowych. Prawdopo-
dobnie dzieki niewielkim rozmiarom tymozyna P4moze
wnika¢ do jadra przez pory jadrowe na drodze dyfuzji.
Wyjasnienie to wydaje sie jednak niewystarczajagce w
aspekcie doniesien o znacznej ilosci tego peptydu w ja-
drze komérkowym w poréwnaniu do ilosci w cytopla-
zmie. Przypuszcza sig, ze TP4moze petni¢ réwniez funk-
cjeczynnika transkrypcyjnego [39], Tymozyna (3jest pep-
tydem odpowiedzialnym za utrzymywanie puli aktyny
monomerycznej w komorce poprzez tworzenie komplek-
s6w z monomerami w stosunku 1:1, a ponadto wykazuje
zdolnos$¢ depolimeryzacji mikrofilamentéw aktynowych
[40], Peptyd ten jest zwigzany z tkankowymi procesami
naprawczymi, m.in. przyspiesza angiogeneze i gojenie
sie ran. Aby TP4mogta petni¢ swe funkcje, musi dojs¢ do
szeregu modyfikacji jej struktury, co jest uwidocznione
i szczegbétowo omdwione na Ryc. 4 [40], W nastepstwie
uszkodzenia powierzchni skory dochodzi do degradacji
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Rycina 4. Struktura tymozyny P4 Proteolityczna hydroliza tymozyny (oznaczona
za pomoca niebieskiej strzatki) prowadzi do powstania N-koricowego tetrapep-
tydu o sekwencji Ac-SDKP. Sekwencja -LKKTET-taricucha polipeptydowego ty-
mozyny p stanowi miejsce wigzania G-aktyny. Jednoczesnie acetylowany N-ko-
niec tymozyny p (obejmujacy reszty 1-5) kontaktuje sie z subdomeng 3 G-aktyny,
a N-koricowa helisa TP4 (reszty 5-16) kontaktuje sie z subdomeng 1 monomeru
aktyny. Reszty znajdujace si¢ pomiedzy N- i C-koricowa helisg rozciagaja sie na
obszar subdomeny 2, natomiast C-koricowa helisa (reszty 31-40) kontaktuje sie
z subdomeng 2, co moze by¢ przyczyng hamowania wymiany ADP na ATP w
monomerze aktyny, niezbednej do jej polimeryzacji (przygotowano na podstawie
[37,40]).

proteolitycznej tymozyny poprzez hydrolize fragmentu
N-kofAcowego o sekwencji AcSDKP. Ponadto fragment
TP4o sekwencji -LKKTET-, zlokalizowany pomiedzy 17
a 22 resztg aminokwasowg, oddziatuje z aktyna, co blo-
kuje jej polimeryzacje i jest skorelowane z uwalnianiem
przez piytki krwi czynnika Xllla kaskady Kkrzepniecia
krwi. Czynnik ten stymuluje oddziatywanie TP4z rézny-
mi biatkami, m.in. z aktyng, kolagenem, fibryng i fibryno-
genem, co jest istotne w aspekcie utrzymania wtasciwej
struktury tkanek w miejscu zranienia. TP4zdolna jest po-
nadto do aktywowania migracji komérek endotelialnych
oraz procesu angiogenezy [38,40-42].

Badania prowadzone na szczurach, ktorym wykona-
no modelowe rany na grzbietach, pokazaty iz miejsco-
we podanie zaréwno hydrozetu zawierajgcego TP4 jak i
syntetycznego fragmentu tego polipeptydu stanowigce-
go domene wigzania monomer6w aktyny, prowadzi do
zwigkszonej produkcji tkanki ziarninowej oraz kolagenu.
Stwierdzono réwniez wzmozong migracje keratynocy-
tow z krawedzi rany, co przyczynito sie do stopniowego
obkurczenia i tym samym zmniejszenia jej obszaru [42],
T|34moze wptywac na proces gojenia takze poprzez mo-
dulowanie aktywnos$ci komoérek uktadu immunologicz-
nego. Pod wptywem monocytow lub makrofagéw i wy-
dzielanego przez nie HD 2 dochodzi do powstania utle-
nionej formy polipeptydu — sulfotlenku T(34 ktéry blo-
kuje chemotaksje neutrofili, co z kolei przyczynia sie do
zmniejszenia reakcji zapalnej [41]. TP4zmniejsza ponadto
ekspresje genéw dwu waznych chemokin szpikowych:
chemokiny keratynocytéw KC (ang. keratinocyte chemo-
kine) oraz biatka reakcji zapalnej makrofagéw-2, MIP-2
(ang. macrophage inflammatory protein 2), a jej N-konncowy
fragment AcSDKP hamuje podziaty komoérek macierzy-
stych szpiku, co znaczgco wptywa na zmniejszenie od-
powiedzi uktadu odpornosciowego [41]. Dodatkowo,
sekwencja AcSDKP odgrywa role w procesie odtwarza-
nia powierzchni skéry po zranieniu, co daje mozliwos$é
regulacji rozmiaru wytworzonej blizny. Istniejg rowniez
doniesienia o tym, ze aktywacja syntezy réznych, zalez-
nych od rodzaju komdrek, form T(34 (petnej czasteczki
czy tez fragmentu AcSDKP) moze by¢ mechanizmem,
poprzez ktory komdrki uktadu odpornosciowego kontro-
lujg lokalng reakcje zapalng [41]. Odkryto takze, iz T(34
zwieksza stezenie metaloproteinaz w obszarze uszkodze-
nia, co jest niezwykle istotne w aspekcie migracji komé-
rek uczestniczacych w procesie gojenia ran skdrnych (np.
monocytow, komdérek nabtonkowych, fibroblastéw itd.).
Natomiast w przypadku uszkodzenia rogéwki wystepuje
zjawisko odwrotne, tzn. zwiekszone stezenie T[34jest po-
wigzane ze zmniejszeniem sie stezenia trzech
gtéwnych metaloproteinaz macierzy zewng-
trzkomorkowej (MMP-2, MMP-9 i MT6-MMP)

S5 1 G-aktina [41]. Mozna przypuszczaé, ze w zaleznosci od
2 G Migragjii komérek F-aktvna rodzaju uszkodzonej tkanki tymozyna (¥moze

= 3 Chemotaksja , Z e .
3 fo » aktywowac lub hamowac rozne szlaki enzy-
RS v, .‘ matyczne. Przypuszcza sie, ze peptyd ten sty-
Sulfotlenek Tymozyny p4  H:O: p) " - muluje migracje komérek macierzystych ské-
hamuje stan zapalny <=t Clymozyna ff - s A o ry, gdyz zaobserwowano, ze T|34przyspiesza
), S wzrost wtoséw poprzez zwiekszenie migracji
pobudza gojenie ran Ip4 B4 i réznicowania tych witasnie komorek. Istnieje
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Rycina 5. Udziat tymozyny p4 w procesie gojenia rany. Tymozyna p4 ktdra jest zwigzana z tym-
czasowg macierza budujaca skrzep, dziata chemotaktycznie w stosunku do komérek $rédbton-
kowych i keratynocytéw. Komérki te zdolne sg do natychmiastowej migracji. Na poziomie mole-
kularnym Tp4zwigzana z monomerami aktyny zwieksza, poprzez aktywacje badz zahamowanie
odpowiednich szlakéw, poziom TGF-pi, odpowiedzialnego za wyksztatcenie miofibroblastow i
synteze kolagenu, co prowadzi do wytworzenia macierzy zewnatrzkomdérkowej, po ktérej mi-
grujg komérki. Ponadto, pod wptywem H2 2uwalnianego przez zaktywowane w fazie zapalenia
makrofagi, dochodzi do utlenienia reszt metioniny w T(34i wytworzenia jej sulfotlenku, ktéry

wykazuje dziatanie przeciwzapalne (przygotowano na podstawie [40 -42]).
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takze zwigzek pomiedzy zwiekszeniem pozio-
mu mRNA dla tymozyny (3i wzrostem zdol-
nos$ci migracyjnych i regeneracyjnych neuro-
now oraz komorek miesnia sercowego uszko-
dzonych w wyniku niedoboru tlenu, co moze
Swiadczy¢ o istotnej roli tego polipeptydu w
ochronie komérek przed zgubnymi efektami
hipoksji [41]. Niestety nadal niewiele wiadomo
na temat doktadnych mechanizmdéw moleku-
larnych z udziatem T(34aktywowanych w pro-
cesach regeneracji uszkodzen skory, natomiast
w przypadku uszkodzen miesnia sercowego w
wyniku niedotlenienia T(34 aktywuje szlak Ki-

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

nazy AKT potgczonej z integryng oraz tworzy kompleks z
biatkiem PINCH (ang. Particularly Interesting New Cys-His
protein) [38,42],

Podsumowujac, tymozyna (3 odgrywa istotng role w
procesie gojenia ran, a utrzymanie wtasciwego jej poziomu
na poszczeg6lnych etapach zablizniania moze mie¢ decydu-
jacy wptyw na jego ostateczny efekt (Ryc. 5).

PODSUMOWANIE

Prawidtowy przebieg zablizniania warunkuje funkcjo-
nowanie kazdego organizmu. Jest to proces niezwykle
ztozony, sktadajacy sie z wielu etapow, ktérego moleku-
larny mechanizm nie jest do konca poznany. Zaburzenia
przebiegu poszczeg6lnych faz gojenia prowadzg do dtu-
gotrwatego zabliZzniania, przerostu blizn oraz zwtdknie-
nia (fibrosis) w niektorych narzadach, takich jak watroba
czy ptuca. Patologiom tym towarzyszy ciggta ekspresja
genu a aktyny z miesni gtadkich, zwigzana z przeksztat-
caniem sie fibroblastow w miofibroblasty. Wydaje sie, ze
aSMA moze stuzy¢ jako marker w schorzeniach zwig-
zanych z procesami zwtdknienia, na przykiad w choro-
bach watroby, takich jak marskos¢, chroniczne zapalenie,
czy tez niektérych chorobach nowotworowych. Badania
ostatnich lat koncentrujg sie na poszukiwaniu nowych
narzedzi terapeutycznych uzywanych w leczeniu ran i
przyspieszaniu procesu zablizniania. Uwaga badaczy
skupia sie na mozliwosci zastosowaniu czynnikow wzro-
stowych icytokin oraz tymozyny (34, ktdre regulujg pro-
ces gojenia ran na wielu etapach.
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Actin in the wound healing process
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ABSTRACT

Wound healing is an important biological process of crucial value for organisms survival and retention of its proper functions. The recogni-
tion of molecular mechanisms of these phenomenon is still under investigation. The transition of mesenchymal fibroblasts to myofibroblasts
isakey pointin wound healing. The contraction ability of myofibroblast enables the shrinkage of awound and closes its edges. Alpha smooth
muscle actin (a-SMA), one of six actin isoforms, is a marker of compeletely differentiated myofibroblast. The regulation of differentiation
process depends on many growth factors (especially TGFpi), the level of active thymosin P4, extracellular matrix proteins — including fi-
bronectin, and also on specificity of microenvironment. Thymosin p4 is responsible for maintenance of pool of monomeric actin and actin
filaments depolymerization. It can also act as a transcription factor, migration stimulator and immunomodulator, so this protein deserves for
more attention in wound healing research field.
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Udziat reaktywnych form tlenu i reduktazy
tioredoksyny w regulacji migracji komérek

STRESZCZENIE

eaktywne formy tlenu (RFT) przez wiele lat uwazane byty za czynnik uszkadzajacy ko-

morki i zaburzajacy wiele proceséw. Jednak w ciggu ostatnich lat pojawito sie wiele
dowodoéw na to, ze RFT w stezeniu fizjologicznym odgrywaja wazng role w prawidtowym
funkcjonowaniu komérek i regulujg takie procesy, jak proliferacja, réznicowanie, apoptoza
oraz migracja. Liczne badania wskazuja, ze jednym z mechanizmoéw, poprzez ktéry czynniki
wzrostowe i cytokiny indukuja migracje komérek, jest kontrolowane wytwarzanie RFT w
sposéb zalezny, miedzy innymi, od oksydazy NADPH. RFT, utleniajac wiele kluczowych
dla przesyfania sygnatdw biatek, takich jak np. kinaza biatkowa C, kinazy MAP, PI3K, fosfa-
tazy tyrozynowe, fosfataza PTEN, zmieniajg ich aktywno$¢, co w znaczacy sposéb wptywa na
reorganizacje cytoszkieletu aktynowego, adhezje komérek i migracje. W artykule omoéwio-
no udziat wybranych $ciezek sygnatowych zaleznych od RFT, zaangazowanych w regulacje
aktywnosci ruchowej komoérek zwierzecych zaréwno prawidtowych, jak i nowotworowych.
Opisano rowniez uktad tioredoksyna-reduktaza tioredoksyny, odpowiedzialny za redukcje
utlenionych przez RFT biatek i przedstawiono wyniki badan dotyczace roli reduktazy tiore-
doksyny w regulacji migracji komérek.

WPROWADZENIE

Aktywnos$é ruchowa komdrek zwierzecych towarzyszy wielu procesom za-
chodzgcym w zywych organizmach. Wyr6zni¢ wséréd nich mozna embriogeneze
[1], regeneracje i gojenie sie ran [2], reakcje obronne uktadu immunologicznego
[3] oraz procesy zwigzane z tworzeniem przerzutdw przez komérki nowotwo-
rowe [4]. Ruch komérek w odpowiedzi na zewngtrzkomérkowe czynniki, takie
jak cytokiny, chemokiny lub czynniki wzrostowe regulowany jest przez wiele
biatek i czasteczek sygnatowych. Jednym z gtéwnych mechanizmow regulacji
aktywnosci biatek zwigzanych z migracjg komoérek sg reakcje fosforylacji i de-
fosforylacji, katalizowane przez takie enzymy, jak: MAPK (ang. Mitogen Activa-
ted Protein Kinases), PKC (ang. protein kinase C), FAK (ang. focal adhesion kinase),
ROCK (ang. rho-associated coiled-coil-forming kinase), PI3K (ang. phosphoinositide
3-kinase), PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten)
i wiele innych [5-8]. Jednak, na co wskazuje wiele ostatnich badan, modyfika-
cja dziatania szlakéw przekazywania sygnatu w komérkach poprzez regulacje
aktywnosci niektorych biatek enzymatycznych, moze by¢ réwniez efektem ich
odwracalnego utleniania przez reaktywne formy tlenu (RFT). Wptyw RFT na
funkcjonowanie szlakéw przekazywania sygnatu w komdrce zachodzi gtownie
poprzez zahamowanie aktywnos$ci fosfataz, miedzy innymi fosfataz seryno-
wo/treoninowych, tyrozynowych i fosfolipidowych, takich jak PP (ang. protein
phosphatases), PTP (ang. tyrosine phosphatase) i PTEN. Utlenienie reszt cysterno-
wych w centrum aktywnym tych fosfataz prowadzi do ich inaktywacji i —w
konsekwencji — wptywa na regulacje wielu kaskad sygnalizacji wewnagtrzko-
morkowej, przede wszystkim zaleznych od kinaz MAP, PI3K i PKC [9-11]. RFT
moga réwniez bezposrednio wptywaé na aktywnos$¢ wielu kinaz biatkowych [9]
(Ryc. 1i2).

Wiekszos¢é RFT powstaje w komdrkach w toku ich fizjologicznego metaboli-
zmu, gtéwnie w mitochondriach wskutek ,ucieczki" elektronéw z tancucha od-
dechowego. RFT charakteryzujg sie wysokga reaktywnoscia, dlatego tez reakcje
redoks zachodzg w komérkach z bardzo duzg szybkoscig. Szybkos¢ i tatwosé
dyfuzji RFT oraz ich zdolno$¢ do niespecyficznego reagowania z wieloma sktad-
nikami komorki moze prowadzi¢ do zaburzen funkcjonowania wielu procesow
w niej zachodzacych, co — w konsekwencji — moze by¢ przyczyng rozwoju
licznych chordéb, miedzy innymi miazdzycy, cukrzycy, choroby Alzheimera,
choroby Parkinsona oraz choréb nowotworowych [12,13]. Jednak jak wcze$niej
wspomniano, dziatanie RFT w komaorkach nie ogranicza sie jedynie do wywoty-
wania szkodliwych efektow. Istnieje wiele dowoddw na to, ze RFT w stezeniu fi-
zjologicznym odgrywajg wazng role w prawidtowym funkcjonowaniu komarek
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Rycina 1. Drogi sygnalizacji wewnatrzkomdérkowej regulowane przez RFT. Wptyw RFT na poziom fosfo-
rylacji biatek zachodzi gtéwnie poprzez zahamowanie aktywnosci fosfataz serynowo/treoninowych PP,
tyrozynowych PTP i fosfolipidowych PTEN, co wptywa na regulacje wielu kaskad sygnalizacji wewnatrz-
komoérkowej, przede wszystkim zaleznych od kinaz MAP, PI3K i PKC, prowadzac, miedzy innymi, do
aktywacji czynnikoéw transkrypcyjnych, takich jak STAT-3, NF-kB i AP-1. Czerwony kolor wskazuje na
bezposrednia aktywacje poszczeg6lnych biatek pod wptywem RFT, natomiast niebieski —na zahamowa-
nie ich aktywnos$ci. Opracowano na podstawie [9].

i regulujg takie procesy, jak profileracja, réznicowanie,
apoptoza oraz migracja [13-14],

ROLA REAKTYWNYCH FORM TLENU W REGULACIJI
MIGRACJI KOMOREK ZWIERZECYCH

Dane literaturowe wskazujg, Zze RFT zaangazowane sg
w regulacje migracji wielu typow komorek zwierzecych
zarbwno prawidtowych, jak i nowotworowych (Tab. 1).
RFT wytwarzane miedzy innymi pod wptywem dziatania
cytokin i czynnikéw wzrostowych, takich jak PDGF, EGF,
VEGF, TNF-a, interleukina-1 odgrywajg istotng role w re-
organizacji cytoszkieletu aktynowego, adhezji komorek do
podioza, kontaktow miedzykomérkowych, zmian morfo-
logii i migracji komorek. Regulacja aktywnosci ruchowej
komorek przez RFT moze odbywac sie poprzez wptyw na
aktywnos$¢é wielu biatek, takich jak MAPK, FAK, Src, PKC,
PI3K, PTEN, Rho-GTPazy, jednak mechanizm tej regulacji
nie jest w petni wyjasniony [9,10].

OKSYDAZA NADPH

Mozliwo$¢ dziatania wspomnianych czynnikéw wzro-
stu i cytokin na migracje komdrek za posrednictwem RFT
wymaga ich kontrolowanego wytwarzania. Jednym z waz-
niejszych enzymdw zaangazowanych w wytwarzanie RFT
w komérkach jest oksydaza NADPH, katalizujgca powsta-
wanie anionorodnika ponadtlenkowego w wyniku trans-
feru elektronéw z NADPH na tlen czgsteczkowy. Najlepiej
scharakteryzowana jest oksydaza NADPH wystepujaca w
komorkach fagocytujacych, takich jak makrofagi, monocyty
i neutrofile, odpowiedzialna za ,,wybuch tlenowy", majacy
znaczenie w procesach obronnych organizmu. Oksydaza
NADPH jest transbtonowym kompleksem podjednostek
p22px i gp9lpmx tworzacych cytochrom b558. Pozosta-
te podjednostki tego enzymu p47pox p67pox p40pax oraz
Racl (w monocytach i makrofagach) lub Rac2 (w neutrofi-
lach) wystepujg w cytoplazmie. Pod wptywem stymulacji
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podjednostki p47pox p67poxi p40px prze-
mieszczajg sie do btony, gdzie tgczg sie z
cytochromem b558. Ostatnim etapem akty-
wacji oksydazy NADPH jest przytgczenie
sie do utworzonego kompleksu zaktywo-
wanego biatka Rac, ktore bezposrednio ak-
tywuje oksydaze NADPH do wytwarzania
anionorodnika ponadtlenkowego [31]. W
ostatnich latach wykazano, ze oksydaza
NADPH wystepuje nie tylko w komérkach
fagocytujagcych. W komdrkach niefagocytu-
jacych istnieje 5izoform oksydazy NADPH,
réznigcych sie miedzy sobag podjednostka
gpe1 pfx izoformy te kodowane sg przez
rézne geny i okre$lane sg mianem Nox 1-5
(od NADPH oxidase), przy czym Nox2 od-
powiada gp91pmx [32], Specyficzna lokaliza-
cja poszczeg6lnych izoform tego enzymu
w obrebie komarki lub tkanki umozliwia
lokalne wytwarzanie RFT i precyzyjng re-
gulacje zaleznych od RFT drég wewnatrz-
komérkowego przekazywania sygnatu. W
przeciwienstwie do ,,wybuchu tlenowego"
podczas fagocytozy, produkcja anionorod-
nika ponadtlenkowego w komdrkach niefa-
gocytujacych jest niewielka i wiekszos¢ RFT pojawia sie we
wnetrzu komérki [31].

O istotnym znaczeniu udziatu oksydazy NADPH w re-
gulacji migracji komoérek wydaje sie rdwniez Swiadczy¢
fakt, ze jest ona aktywowana przez biatka Rac [33]. Bial-
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Rycina 2. Regulacja jednej z wybranych $ciezek sygnatowych przez RFT. Stymu-
lacja komérek czynnikiem wzrostowym indukuje aktywacje PI3K i powstanie
PIP3 ktéry aktywujgc biatka Rac wptywa na wytwarzanie H2 2za pos$rednic-
twem oksydazy NADPH. HD 2inaktywuje fosfataze tyrozynowa PTP, co prowa-
dzi do wzrostu poziomu fosforylacji i aktywaqi wielu biatek. Kolejnym etapem
tej kaskady sygnalizacyjnej jest redukcja utlenionej FTP przy udziale tioredoksy-
ny (Trx). Utleniona tioredoksyna jest redukowana w reakcji katalizowanej przez
reduktaze tioredoksyny (TrxR). Opracowano na podstawie [41].
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ka Rac to mate biatka G nalezgce do rodziny biatek Rho,
ktore petnig kluczowa role w regulacji migracji komorek.
Biatka Rho, a wérdd nich biatka Rac, Cdc42 i Rho sg GTPa-
zami, biorgcymi udziat, miedzy innymi, w przebudowie
cytoszkieletu aktynowego, co w konsekwencji prowadzi
do wytworzenia lamellipodium, filopodidw, witdkien na-
prezeniowych oraz kontaktdw zogniskowanych [8,34-36],
Biatka te, podobnie jak heterotrimeryczne biatka G, zmie-
niajg cyklicznie forme aktywng zwigzang z GTP na nie-
aktywna zwigzang z GDP i odwrotnie. Przej$cie ze stanu
nieaktywnego w stan aktywny wymaga udziatu szeregu
biatek regulatorowych. Nalezg do nich: biatka GEF (ang.
guanine nucleotide exchange factors), umozliwiajagce wymia-
ne GDP na GTP, biatka GDI (ang. guanine nucleotide disso-
ciation inhibitor), tworzace kompleks z matymi biatkami G,
uniemozliwiajgcy wymiane GDP na GTP oraz biatka GAP
(ang. GTPase activating proteins), aktywujgce hydrolize GTP
do GDP. W komérkach niestymulowanych mate biatka G
wystepujg w cytoplazmie w formie nieaktywnej, bedgcej
wynikiem przytaczenia sie GDI do ich izoprenylowanego
C-konca, co uniemozliwia im zwigzanie si¢ z fosfolipidami
bton komérkowych lub bton wewngtrzkomérkowych. Od-
dysocjowanie biatka GDI wskutek jego fosforylacji lub od-
dziatywan z biatkami ERM (ang. ezrin/radixin/moesin) pro-
wadzi do zakotwiczenia GTPaz w btonie, a oddziatywanie
z GEF indukuje wymiane GDP na GTP i —w konsekwen-

Tabela 1. Czynniki stymulujace migracje komorek za posrednictwem RFT

cji —ich aktywacje. Inaktywacja matych biatek G nastepu-
je natomiast przy udziale biatek GAP, ktdre zwiekszajg ich
GTPazowg aktywnos¢, skutkiem czego jest hydroliza GTP
do GDP [37,38],

FOSFATAZY | KINAZY

Migracja komorek jest procesem, ktdry wymaga Scistej
przestrzennej i czasowej koordynacji wytwarzania wielu
czasteczek sygnatowych [39], Przyktadowo, biatka Rac i
Cdc42 oraz fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan (PIPy
ang. phosphatidyl inositol-3,4,5-triphosphate), bedacy pro-
duktem PI3K preferencyjnie lokalizujg sie w btonie kra-
wedzi wiodacej migrujacej komorki, natomiast fosfataza
PTEN, ktéra defosforyluje PIP3 wystepuje w jej tylnej cze-
Sci [40,41]. Dzieki takiej lokalizacji PI3K i PTEN mozliwe
jest utrzymywanie gradientu PIP3 co zapewnia polaryza-
cje ksztattu komorki i jej efektywng migracje. Wydaje sie,
ze w wytworzeniu i utrzymaniu takiego gradientu duza
role odgrywajg rowniez RFT. PIPVpowstajacy w wyniku
aktywacji PI3K jest, miedzy innymi, aktywatorem biatek
Rac, ktore sg odpowiedzialne za wytwarzanie lamellipo-
dium w poruszajacej sie komorce [42], Inna funkcja bia-
tek Rac jest aktywacja oksydazy NADPH, prowadzgca do
lokalnego powstawania H,02 ktéry hamuje aktywnos$¢
PTEN [43]. Poniewaz, jak juz wspomniano, biatka Rac
lokalizujg sie wybiérczo w obrebie krawedzi wiodacej

Typ komérek

komdrki endotelialne aorty (MAEC)
komorki endotelialne aorty (AoSMC)
komérki miesniowki gtadkiej

Sciany naczyniowej (VSMC)

VSMC

VSMC

VSMC

keratynocyty HaCaT

pepowinowe komorki endotelialne
pHUVEC

monocyty

makrofagi J774

leukocyty
rak ptaskokomérkowy SASH1

czerniak
kostniakomiesaki OST i MNNG

gruczolakorak HT29-D4
widkniakomiesak HT-1080
watrobiak HepG2

embrionalne komorki nerki HEK-293
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Czynnik
stymulujacy
wytworzenie rany

nitrotyrozyna

bFGF

HA
PDGF

MCP-1
IGF-1
wytworzenie rany

konstytutywnie
aktywna forma
Rac (Tat-RacV12)

anionorodnik
ponadtlenkowy

anionorodnik
ponadtlenkowy

VCAM-1

anionorodnik
ponadtlenkowy

kwas hialuronowy
TNFa

kwas arachidonowy
PMA
PMA

PMA
difenylocyna

Efekty Referencje

RFT w komérkach w obrebie rany j, wbhudowywanie [15]

monomeréw aktyny do filamentéw j, migracja j

RFT t, receptora PDGF-B j, MMP-2 j,

integryny aV i (33, ERK1/2 j, migracja j

oksydazy NADPH j, RFT j, JNK j, fosforylacja [17]

paksyliny, MMP j, migracja j

RFT PTP 1 chemotaksja j [18]

RFT t, ERK1/2 j, chemotaksja j [19]

Racl j, oksydaza NADPH j, RFT j, MMP-2 j, migracja j [20]

RFT 1, KGFR f, fosforylacja c-Src, fosforylacja FRS2, migracja j [21]

RFT j, kontakty miedzykomoérkowe J, wtokna naprezeniowe [22]

j, fosforylacja kompleksu-V E-kadheryna-katenina, migracja j

RFT T, RhoAj, Raclt, Cdc42 j, PKC ¢ j, [23]

migracja j

RFT t, RhoAj, Raclj, Cdc42 j, PKC e [23]

migracja t

oksydaza NADPH f, RFTj, MMP-2 f, MMP-9 j, migracja | [24]

RFTj, wytwarzanie lamellipodiéw, F-aktyna f, [23]

RhoAj, Raclj, Cdc42 j, PKC i, j, migracja T

oksydaza NADPH f, RFT j, PKC j, Raclj, FAK, [25]

MMP-2 j, migracja j

RFT j, adhezja do lamininy j, MMP-9 j, [ﬂ

NFkB j, migracja j

oksydaza NADPH j, RFT j, PKC 5 j, migracja j [27]

RFT j, MMP-2 j, MMP-9 j, NFkB j, migracja j [28]

RFT j, EMT, PKC a j, fosforylacja ERK j, [29]

migracja j

PKC 5j, migracja j [30]
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komorki, to wtasnie w tym rejonie komoérki bedzie mia-
ta miejsce inaktywacja fosfatazy PTEN. W konsekwencji,
w przedniej czesci komdrki PIP3 nie bedzie ulegat de-
fosforylacji. Poniewaz aktywna forma PTEN jest przede
wszystkim obecna w tylnej czesci komaérki umozliwia to
utrzymywanie wzdtuz osi komorki gradientu PIP3 ko-
niecznego do jej polaryzacji i kierunkowej migracji w od-
powiedzi na czynnik stymulujacy [39,40].

Istnieje wiele doniesien, ze RFT reguluja réwniez aktyw-
nos$¢ kinaz MAP (JNK, p38 i ERK), biorgcych udziat w regu-
lacji nie tylko procesow proliferacji, roznicowania i Smier-
ci, ale rowniez migracji komorek [5,44], Dane literaturowe
wskazujg, ze aktywacja MAPK przez RFT stymuluje ruch
keratynocytow, fibroblastow, komérek miesni gtadkich,
neutrofili i wielu innych [5]. Nie do korica znana jest odpo-
wiedz na pytanie w jaki spos6b MAPK regulujg migracje
komérek, wiadomo jednak, ze fosforylujg one miedzy in-
nymi paksyling, kinaze kontaktdw zogniskowanych (FAK),
biatka towarzyszace mikrotubulom —MAP, kinaze lekkich
tancuchéw miozyny (MLCK) oraz kalpaine, wptywajac w
ten sposob na dynamike kontaktéw zogniskowanych, na
organizacje aktyny i mikrotubul, czyli tych skiadnikéw
komorki, ktére bezposrednio zaangazowane sg w adhezje
komorek, rozptaszczanie, tworzenie wypustek i retrakcje
tylnej czesci poruszajacej sie komorki. Jedng z charakte-
rystycznych cech modulowania migracji komérek przez
kinazy MAP jest ciggta aktywacja sygnatu, jak sie wydaje
konieczna do utrzymania odpowiedniego poziomu ekspre-
sji genow zwigzanych z potranslacyjng modyfikacja biatek
cytoszkieletarnych i adhezyjnych [5,44], Wcigz nie wiado-
mo, jaka jest droga aktywacji kinaz MAP przez RFT. Jedng
z mozliwos$ci jest bezposrednia aktywacja tych kinaz przez
RFT [45], Inng z sugerowanych drég sygnatowych jest szlak
prowadzacy przez PKC, ktdrej aktywacja moze by¢ rowniez
regulowana przez RFT [6,46]. Stwierdzono, miedzy innymi,
ze PKC aktywuje ERK, ktdra jest zaangazowana w regulacje
migracji fibroblastéw [47] oraz watrobiaka (ang. hepatoma)
HepG2 [29],

PKC, podobnie jak kinazy MAP, nalezy do kinaz se-
rynowo-treoninowych. Zidentyfikowano przynajmniej 11
izoform PKC i sklasyfikowano je ze wzgledu na sposob
ich aktywacji. lzoformy klasyczne aktywowane sg przez
diacyloglicerol i Ca2; nowe réwniez przez diacylogli-
cerol, ale bez udziatu Ca2; natomiast nietypowe sg nie-
zalezne od diacyloglicerolu i Ca2- Aktywnos$é PKC jest
regulowana przez 2 odrebne mechanizmy: fosforylacje
reszt tyrozyny, ktora reguluje centrum aktywne enzymu
i jej wewnatrzkomorkowa lokalizacje oraz przez wtdorne
przekazniki, umozliwiajagce zwigzanie PKC z btong i jej
aktywacje przez usuniecie pseudosubstratu z centrum
aktywnego enzymu [6,48]. Specyficzna budowa czgastecz-
ki PKC sprawia, ze jest ona rowniez podatna na dziatanie
zaréwno zwigzkow utleniajacych, jak i redukujgcych. Za-
rowno domena regulatorowa, jak i katalityczna zawierajg
wiele miejsc bogatych w cysteine, ktdre moga byé regu-
lowane przez mechanizmy redoks [46,49]. Wykazano, ze
utlenienie PKC moze prowadzi¢ do jej aktywacji, nato-
miast redukcja hamuje aktywno$¢ tego enzymu. Nie wia-
domo, czy mozliwa jest aktywacja tg drogg wszystkich
izoform PKC. Dowiedziono jednak, ze izoformy a, [51, 8,
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e ie moga by¢ w ten sposéb regulowane przynajmniej w
niektérych typach komorek [30,48,50,51].

Wptyw PKC na morfologie i aktywno$¢ ruchowg zale-
zy od typu komérek. Z reguly jednak w wyniku aktywacji
PKC nastepuje stymulacja migracji komérek. Reakcje taka
zaohserwowano, miedzy innymi, w przypadku fibrobla-
stow [52], embrionalnych komérek ludzkiej nerki HEK-293
[30] oraz komorek wiokniakomiesaka HT1080 [53]. Istnieje
jednak grupa komérek, a wsrdd nich neutrofile [54] i ko-
morki szczurzego migsakoraka Walkera WC256 [55], ktore
pod wptywem dziatania estru forbolu PMA, powszechnie
znanego aktywatora PKC, tracity polaryzacje ksztattu, a ich
migracja ulegata zahamowaniu.

Badania bezposredniego zaangazowania RFT w regula-
cje zaleznej od PKC migracji przeprowadzono miedzy in-
nymi na komdrkach watrobiaka HepG2 [29], raka ptaskoko-
morkowego SASH1, makrofagach J774.1, monocytach [23]
i embrionalnych komdrkach ludzkiej nerki HEK293 [30],
Badania Kuribayashi i wspétaut. [23] wykazaty, ze aniono-
rodnik ponadtlenkowy znaczgco stymuluje ich migracje, a
obserwacja ze ruch komérek SASH1 z nadprodukcja Cu-Zn
SOD oraz komorek J774.1 i monocytéw traktowanych NAC
(powszechnie znanym przeciwutleniaczem) ulega catko-
witemu zahamowaniu, potwierdzity znaczaca role RFT w
regulacji migracji komdrek w tych uktadach eksperymental-
nych. Autorzy wykazali, ze RFT indukujg ruchliwo$¢ komo-
rek poprzez regulacje aktywnosci matych biatek G z rodzi-
ny Rho. Stwierdzono takze powigzanie drég sygnatowych
zaleznych od biatek Rho i PKC. Anionorodnik ponadtlenko-
wy aktywuje w tych komarkach tylko jedng izoforme PKC,
a mianowicie PKC ¢, ktéra nastepnie fosforyluje RhoGDI-1,
co umozliwia oddysocjowanie biatek Rho od tego komplek-
su iich aktywacje [23], RFT odgrywaja rowniez istotng role
w zaleznej od PKC migracji komérek watrobiaka HepG2.
Stymulowana PMA izalezna od RFT aktywacja PKC a i fos-
forylacja ERK w tych komoérkach wptywa na obnizenie syn-
tezy integryn i E-kadheryn, a w konsekwencji — indukcje
przejscia epitelialno-mezenchymalnego (EMT) oraz wzrost
ich ruchliwosci [29]. Z kolei Sroka i wspotaut. [30] wykazali
wptyw reduktazy tioredoksyny, jednego z enzymow zaan-
gazowanych w regulacje stanu redoks komorki, na zalezng
od PKC 5 migracje embrionalnych komorek ludzkiej nerki
HEK-293.

ADHEZJA - INTEGRYNY | KADHERYNY

RFT petnig réwniez istotng funkcje w regulacji drog
sygnatowych aktywowanych przez integryny podczas
adhezji komdérek do biatek macierzy zewngatrzkomorko-
wej [66]. W komoérkach endotelialnych stwierdzono ist-
nienie Scistej zaleznosci pomiedzy aktywacjg integryn a
kaskadami przekazywania sygnatu zaleznymi od MAPK,
PI3K i NF-kB, ktére rowniez regulowane sg przez RFT.
Badania te dowodzg, ze komoérki hodowane w zawiesi-
nie w obecnosci PDGF majg znacznie nizszy poziom we-
wnatrzkomdrkowych RFT niz komérki przyczepione do
podtoza, co sugeruje, ze wytwarzanie RFT w komadrkach
stymulowanych czynnikami wzrostowymi jest procesem
zaleznym od biatek adhezyjnych i ich oddziatywania z
podtozem [44,57], Dane literaturowe z ostatnich lat pod-
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kre$laja udziat biatek Racl w migracji poprzez ich wptyw
na kontakty komorka-komoérka oraz komérka-macierz
zewnatrzkomdrkowa. Wykazano, ze RFT wytwarzane
w fibroblastach na drodze zaleznej od Rac sg niezbedne
do inaktywacji fosfatazy tyrozynowej LMM-PTP (ang.
low-molecular-weight protein tyrosine phosphatase) oraz ak-
tywacji FAK, indukujacej tworzenie sie kontaktéw zogni-
skowanych w komérkach, rozptaszczenie komoérek i ich
migracje [58]. Z kolei Nimnual i wspétaut. [59] stwierdzi-
li, ze wytwarzanie RFT przy udziale oksydazy NADPH
wskutek aktywacji biatek Rac powoduje spadek aktyw-
nosci biatek Rho, czego efektem byto wytworzenie lamel-
lipodium i indukcja rozptaszczania sie¢ komoérek Hela
na podtozu. RFT w tym uktadzie hamowato aktywnosé
LMW-PTP, a nastepnie powodowato wzrost fosforylacji
tyrozyny i aktywacje biatka pl90Rho-GAP, aktywujace-
go hydrolize GTP do GDP w biatkach Rho i —w konse-
kwencji —ich inaktywacje.

Istniejg rowniez doniesienia, ze RFT posredniczg w
koniecznej do efektywnej migracji, zaleznej od biatek
Racl, utracie potgczen pomiedzy komdrkami endotelial-
nymi. Biatkiem posredniczacym tutaj w adhezji miedzy-
komorkowej jest VE-kadheryna. Jej cytoplazmatyczna
domena przytgcza sie do [3-kateniny, zwigzanej z aktyng
za pos$rednictwem a-kateniny [60]. Zerwanie kontaktow
miedzykomorkowych jest nastepstwem fosforylacji kom-
pleksu VE-kadheryna/p-katenina przez Src. Transfekcja
komaérek endotelialnych pHUVEC konstytutywnie ak-
tywng formg biatka Rac (tat-RacV12) indukowata wy-
twarzanie RFT, ktére, aktywujac kinaze Src, wptywaty
na wzrost poziomu fosforylacji kompleksu-VE-kadhery-
na-katenina, ktorej nastepstwem byto zerwanie potgczen
miedzykomorkowych [22], Wykazano takze, ze w miej-
scach kontaktow komorka-komodrka lokalizujg sie fosfa-
tazy PTP, miedzy innymi PTP1B i VE-PTP, utrzymujac
w ten sposob niski poziom fosforylacji kompleksu VE-
kadheryna/p-katenina i stabilizujgc kontakty miedzyko-
morkowe [61,62], Dlatego tez lokalne wytwarzanie RFT
w miejscach kontaktéw moze powodowac utlenienie i
inaktywacje fosfataz i fosforylacje biatek wspomnianego
kompleksu.

METALOPROTEINAZY

Kolejng regulowang przez RFT droga przekazywania
sygnatu, mogaca wptywacé na migracje komdrek, jest ak-
tywacja metaloproteinaz lub inaktywacja ich tkankowych
inhibitoréw. Jednym z obserwowanych efektéw wzrostu
aktywnos$ci metaloproteinaz, ktore posiadajg zdolnos¢ tra-
wienia wiekszos$ci biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej
jest stymulacja migracji komorek [63]. Aktywacja tych enzy-
mow przez RFT prawdopodobnie zachodzi na drodze utle-
niania reszt tiolowych w ich domenach katalitycznych [64],
RFT moga réwniez modulowac ekspresje gendw tych biatek
albo poprzez zmiane aktywnosci biatek Ras, albo poprzez
bezposrednig aktywacje kinaz z rodziny MAP, miedzy in-
nymi ERK1/2 i p38 lub inaktywacje fosfataz, regulujacych
aktywnos$¢ tych kinaz [9], Dowiedziono takze, ze aktywno$¢
inhibitorow metaloproteinaz, np. inhibitora aktywatora pla-
zminogenu, moze by¢ hamowana poprzez utlenienie metio-
niny w jego centrum aktywnym.
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ROLA REDUKTAZY TIOREDOKSYNY W
REGULACJI MIGRACJI KOMOREK

Modyfikacja aktywnosci biatek w wyniku utleniania wy-
maga réwniez istnienia mechanizmu wptywajacego na po-
wrdét regulowanych biatek do stanu wyjsciowego poprzez
redukcje utlenionych reszt aminokwasowych. Jednym z po-
stulowanych uktadéw enzymatycznych odpowiedzialnych
za ten proces jest system tioredoksyny, na ktory sktadajg
sie tioredoksyna (Trx) i reduktaza tioredoksyny (TrxR) [65]
(Ryc. 2). Uktad tioredoksyny (Trx/TrxR), oprécz ochrony
przed stresem oksydacyjnym, jest zaangazowany réwniez
w szereg funkcji zwigzanych z przesytaniem sygnatu w
komorce, poprzez regulacje aktywnosci czynnikéw trans-
krypcyjnych (miedzy innymi p53, NF-k|3, AP-1) oraz wielu
enzymoéw, w tym fosfataz PTP1B, PP2B i PTEN oraz kinaz
ASK-1 iPKC [66,67].

Tioredoksyny (Trx) stanowig grupe polipeptydéw o ma-
sie czasteczkowej 12 kDa. W komdrkach ssakow wyrédznia
sie kilka rodzajéw Trx: cytoplazmatyczng Trxl, mitochon-
drialng Trx2, jadrowg NRX (nukleoredoksyna), dwie for-
my wystepujgce w siateczce Srédplazmatycznej Erdj5 oraz
TMX, bedaca tioredoksyng transbtonowa, a takze SpTrxl
i SpTrx2, zlokalizowane w plemnikach. Specyficznymi
substratami dla Trx sg miedzy innymi reduktaza rybonu-
kleotydowa, reduktaza sulfotlentku metioniny, izomeraza
disiarczkowa biatek (PDI) oraz, wspominane wyzej, czynni-
ki transkrypcyjne. Trx jest rowniez specyficznym donorem
elektronow dla peroksyredoksyn [66,67]. Pod wptywem
stresu oksydacyjnego i w stanach zapalnych Trxl i jej skro-
cona forma Trx-80 sg rowniez wydzielane na zewngatrz ko-
morki, gdzie przejawiajg wtasciwosci immunomodulacyjne.
Zewnatrzkomérkowa Trxl wywotuje efekty podobne do
dziatania autokrynnych czynnikdéw wzrostowych i cytokin,
indukujac gromadzenie sie i proliferacje limfocytéw oraz
wzrost komérek nowotworowych, a takze reguluje procesy
syntezy cytokin, takich jak TNF, IL-1, IL-2, IL-6 i IL-8. Po-
nadto, jest czynnikiem chemotaktycznym dla monocytow,
neutrofili i limfocytow T [66].

Reduktazy tioredoksyny (TrxR) sag homodimerycznymi
oksydoreduktazami o masie czasteczkowej 54-58 kDa, za-
leznymi od NADPH izawierajgcymi w centrum aktywnym
selenocysteine. W komérkach ssakéw wyrdznia sie 3rodza-
je TrxR: cytoplazmatyczna TrxRI, mitochondrialng TrxR2 i
narzadowo specyficzng TGR, wystepujaca w jadrach i po-
siadajgca zdolnos¢ redukcji nie tylko tioredoksyny, ale row-
niez utlenionego glutationu. Dotychczasowe badania wska-
zuja, ze TrxR jest jedynym enzymem mogacym redukowac
utleniong Trx, jednak Trx nie jest jedynym biatkiem, ktore
redukowane jest przez ten enzym. Poza Trx substratami dla
TrxR sg miedzy innymi nadtlenki kwaséw ttuszczowych,
witamina K, witamina C, anionorodnik ponadtlenkowy, se-
leniny, selenocysteina, peroksydaza glutationowa, ubichi-
non, p53 oraz PKC [66].

Jak wczedniej wspomniano, TrxR oprdécz ochrony przed
stresem oksydacyjnym petni w komorce wiele znaczgcych
funkcji. Do najwazniejszych z nich nalezy niewatpliwie re-
gulacja proliferacji komdrek oraz hamowanie apoptozy na
drodze regulacji procesow utleniania i redukcji wielu biatek.

149



Wykazano, miedzy innymi, zahamowanie proliferacji my-
sich komérek Neuro2A wykazujgcych nadekspresje TrxR2
[68] oraz embrionalnych komdrek ludzkiej nerki HEK-293 z
nadekspresjg TrxRI lub TrxR2 [69]. Niewiele jednak wiado-
mo o udziale TrxR w regulacji migracji komoérek. Poniewaz
RFT sg zaangazowane w regulacje migracji komoérek moz-
na przypuszczac, ze TrxR moze odgrywac role rowniez i w
tym procesie. Dodatkowym argumentem przemawiajagcym
za takg mozliwoscig jest fakt, ze TrxR moze mie¢ wptyw na
aktywnos$¢ PKC [45], jednego z kluczowych regulatoréw ru-
chliwosci komorek.

Badania roli cytoplazmatycznej TrxRI w regulacji ak-
tywnos$ci ruchowej komorek prowadzono na liniach ko-
morek HEK-293 o trwatej nadprodukcji tego enzymu [30].
Wczesniejsze badania wykazaty, ze w komérkach tych
aktywnos$¢ TrxRI jest okoto 5-krotnie wyzsza niz w ko-
morkach kontrolnych [70]. W przeprowadzonych przez
Sroke i in. [30] doswiadczeniach stwierdzono, ze wptyw
PMA i difenylocyny, aktywatoréw PKC, na morfologie i
migracje badanych komoérek zalezy od stopnia ekspresji
TrxRI. PMA indukowato powstawanie komodrek spola-
ryzowanych, wytwarzajagcych aktywne lammelipodia.
Zmiany te harmonizowaly z reorganizacjg cytoszkieletu
aktynowego oraz wzrostem aktywnos$ci ruchowej komo-
rek, byty jednak znacznie wyrazniejsze w komérkach kon-
trolnych niz w komdrkach z nadekspresjg TrxRIl. R6znice
te byty jeszcze lepiej widoczne w przypadku komorek
inkubowanych w obecnosci difenylocyny. Reakcja komé-
rek na poziomie zmian morfologicznych, reorganizacji
cytoszkieletu aktynowego i aktywnos$ci migracyjnej wi-
doczna byta jedynie w komoérkach kontrolnych, a catko-
wicie zahamowana w komdrkach z nadekspresjg TrxRI,
Stwierdzono réwniez, ze obserwowane réznice w reakcji
komoérek z nadekspresjg TrxRIl sg zwigzane z wptywem
tego enzymu na aktywno$¢é PKC. W komérkach kontro-
Inych stymulacja migracji w wyniku dziatania difenylo-
cyny zwigzana byta z aktywacjg PKC 8. Zahamowanie
aktywnosci PKC 8 rotleryng, specyficznym inhibitorem
tej izoformy lub wyciszenie genu kodujgcego PKC 8 po-
przez transfekcje komdrek kontrolnych siRNA-PKC 8,
znosito efekty morfologiczne wywotane difenylocyng. W
komodrkach z trwatg nadekspresja TrxRI, w ktérych nie
obserwowano stymulacji migracji w wyniku dziatania
difenylocyny nie obserwowano réwniez aktywacji PKC
8. Przeprowadzone badania po raz pierwszy wykazaty,
ze TrxRIl moze by¢ zaangazowana w regulacje migracji
komorek [30], Hipoteza, ze TrxRI jest zaangazowana w
regulacje aktywnos$ci PKC 8 znalazta petne potwierdze-
nie w badaniach tgczacych zjawisko komunikacji mie-
dzykomdérkowej przez ztacza szczelinowe z aktywnoscia
reduktazy tioredoksyny [71]. Autorzy tej pracy wykaza-
li, ze difenylocyng i PMA hamujg komunikacje miedzy-
komérkowag w komdrkach HEK-293 na drodze zaleznej
od PKC 8 stymulacji fosforylacji koneksyny Cx43, nato-
miast w komoérkach z nadekspresjg TrxRI takiego efektu
nie obserwowano, co moze by¢ zwigzane z hamujgcym
wptywem TrxRI na aktywacje PKC 8 Wydaje sie, ze efekt
ten zwigzany jest z sugerowang mozliwos$cig regulacji ak-
tywnosci PKC na drodze redoks, jednak nie mozna wy-
kluczy¢, ze hamujacy wptyw TrxRI na PKC zachodzi na
drodze posredniej poprzez zmiany aktywnosci fosfataz i
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kinaz, zaangazowanych w regulacje aktywnosci tego en-
zymu [72].

PODSUMOWANIE

Coraz wiecej dowoddéw wskazuje, ze RFT oprocz szkodli-
wego dziatania na komérki odgrywajg wazng role w prawi-
dtowym ich funkcjonowaniu poprzez regulacje takich pro-
cesow jak proliferacja, réznicowanie, apoptoza oraz migra-
cja. RFT wptywajg na aktywnos$¢ czynnikow transkrypcyj-
nych i wielu enzymoéw, przede wszystkim kinaz i fosfataz.
Dotychczasowe badania wyraznie wskazujg, ze RFT moga
petni¢ istotng funkcje w przesytaniu sygnatu w komorce.
Mechanizm dziatania RFT w regulacji migracji komérek nie
zostat jeszcze wystarczajgco poznany. Liczne badania wska-
zujg jednak, ze RFT odgrywajg istotng role w reorganizacji
cytoszkieletu aktynowego, adhezji komérek do podtoza,
kontaktéw miedzykomdrkowych, zmian morfologii imigra-
cji komorek. Regulacja aktywnosci ruchowej komdrek przez
RFT moze odbywac sie poprzez wptyw na aktywnos$¢ wielu
biatek, takich jak: MAPK, FAK, PKC, PI3K, PTEN i GTPazy
Rho. Niewiele wiadomo réwniez na temat specyficznych
mechanizméw odpowiedzialnych za powr6t regulowanych
biatek do stanu wyjsciowego poprzez redukcje utlenionych
reszt aminokwasowych. Doktadniejsze poznanie tych me-
chanizmow pozwoli na lepsze zrozumienie ztozonych pro-
cesoéw zwigzanych z regulacjg migracji komorek.
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Reactive oxygen species in regulation of cell migration.

The role of thioredoxin reductase
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ABSTRACT

Itis generally accepted that reactive oxygen species (ROS) act as signalling molecules and regulate various physiological processes, including
proliferation, differentiation, apoptosis and migration. The initiation and proper functioning of several signalling pathways leading to the ef-
fective motility rely on the action of several growth factors and cytokines, which induce generation of ROS, among others by NADPH oxidase.
ROS modify the activity of several key enzymes, resulting in the reorganization of actin cytoskeleton, adhesion and stimulation of migration.
There is an evidence that ROS can oxidase such critical target molecules as PKC, MAPK, PI3K, tyrosine phospatases (PTPs) and PTEN. In this
review, some ROS-dependent transduction pathways, involved in regulation of cell migration are discussed. Moreover, the thioredoxip/thio-
redoxin reductase system, which is responsible for reduction of oxidised proteins has been described and some data concerning the effect of
thioredoxin reductase on the regulation of PKC-dependent cell motility have been presented.
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Rola efryn w regulacji migracji
komérek nowotworowych

STRESZCZENIE

eceptory efryn (Eph) nalezg do najwigkszej rodziny receptorowych kinaz tyrozynowych.

Ich ligandami sa efryny, biatka na state zwigzane z powierzchnig komérki. Btonowa lo-
kalizacja obu biatek decyduje o koniecznosci bezposredniego kontaktu miedzy komérkami
w celu aktywacji receptora, a zarazem umozliwia dwukierunkowy przekaz sygnatu. Wiele
doniesien naukowych z ostatnich lat wskazuje na istotng role efryn i ich receptoréw w roz-
woju choroby nowotworowej. Niniejszy artykut prezentuje najnowsze informacje na temat
budowy i mechanizmu dziatania kompleksu Eph —efryny oraz roli tych biatek w regulacji
procesu migracji komérek nowotworowych. Przedstawione wyniki badan opartych na meto-
dach in vitro, in vivo iex vivo dowodzg zaréwno posredniego, jak i bezpos$redniego udziatu
osi Eph —efryny w wewnatrzkomoérkowej sygnalizacji warunkujacej przemieszczanie sie
komédrek wigkszosci typéw nowotworéw.

WPROWADZENIE

Aktywne przemieszczanie sie¢ komdrek nowotworowych jest niezbedne w
wiekszosci etapdw tworzenia przerzutéw, poczawszy od lokalnej inwazji i prze-
nikania przez btone podstawng, poprzez migracje w tréjwymiarowej przestrze-
ni macierzy zewngtrzkomoérkowej, pokonanie bariery $ciany naczyn krwiono-
$nych lub limfatycznych, az do migracji w obrebie kolonizowanego organu, w
ktorym rozwing sie guzy wtorne [1-4]. Znaczenie aktywnej migracji w procesie
tworzenia przerzutéw nie budzi obecnie watpliwosci, a wiele badan wskazu-
je na istnienie zwigzku pomiedzy aktywnoscig ruchowa komérek nowotworo-
wych iich zdolnoscig do tworzenia przerzutéow [5-7],

Migracja komorek nowotworowych w trakcie tworzenia przerzutow nie jest
procesem przypadkowym. Na kierunek migracji oraz aktywnos$¢ ruchowg ko-
morek nowotworowych wptywa wiele czynnikéw zewnetrznych, ktérych zro-
dtem sa prawidtowe komorki organizmu oraz same komarki nowotworowe. Do
najbardziej znanych typow reakcji kierunkowych komorek zaliczamy: chemo-
taksje, haptotaksje, elektrotaksje i naprowadzanie przez kontakt. Osobng grupe
bodzcow decydujgcych o migracji komoérek nowotworowych w czasie tworze-
nia przerzutéw stanowiag bezposrednie oddziatywania komérka — komérka.
Czynnikiem dziatajacym w tym przypadku na migracje jest fizyczny kontakt z
powierzchnig sasiednich komorek. Szczegétowe badania tego zjawiska zostaty
zapoczatkowane w latach pieédziesigtych XX wieku przez zesp6t M. Abercrom-
biego. Abercrombie i Heaysman [8] zaobserwowali, ze fibroblasty migrujace po
powierzchni naczynia hodowlanego przestajg wedrowaé w obranym kierunku,
gdy napotkajg komaérki tego samego typu, a w miejscu kontaktu nastepuje zaha-
mowanie aktywnos$ci ruchowej lamellipodiow. Zjawisko to okreslono mianem
kontaktowego zahamowania ruchu i uznano za jedno z mozliwych wyjasnien
ograniczenia predkosci ruchu komoérek w wyniku kolizji z komérkami sasied-
nimi [8]. Stwierdzono réwniez, ze komorki nowotworowe charakteryzujg sie
czesto catkowitym brakiem lub ograniczeniem kontaktowego zahamowania
migracji i mogg w wiekszym lub mniejszym stopniu poruszaé sie po powierzch-
ni innych komoérek, zaréwno prawidtowych, jak i nowotworowych [9,10]. Na
podstawie tych obserwacji uksztattowat sie poglad, ze bezposrednie kontakty z
innymi komérkami ograniczajg aktywno$¢ ruchowg komdrek nowotworowych
W znacznie mniejszym stopniu, niz ma to miejsce w przypadku komorek pra-
widtowych. Pézniejsze badania wykazaty jednak, ze w niektérych przypadkach
bezposrednie homo- lub heterotypowe kontakty z innymi komorkami moga
wyraznie zwieksza¢ aktywno$¢ ruchowg pewnych typow komérek nowotwo-
rowych, jednak podstawy molekularne tego zjawiska nie zostaty do konca wy-
jasnione [2-4,10-14],

Jednym z mozliwych mechanizmoéw ttumaczacych opisane wyzej zjawisko
kontaktowej stymulacji migracji jest wystepowanie na powierzchni komérek no-
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wotworowych receptoréw odpowiedzialnych za zwieksza-
nie ruchliwosci, dla ktérych Ugandami sa biatka znajdujace
sie na powierzchni innych komoérek. Biatkami dziatajgcymi
wedtug tego schematu sg receptory Eph iefryny. Recepto-
ry Eph stanowig grupe receptorowych kinaz tyrozynowych
odkrytag pod koniec lat osiemdziesigtych dwudziestego
wieku [15]. Ich nazwa pochodzi od angielskiej nazwy linii
komadrkowej, z ktérej po raz pierwszy wyizolowano cDNA
tego receptora — Erythropoietin-producing hepatocellular car-
cinoma. Ligandem receptoréw Eph sg efryny (ang. ephrins
- Ephfamily receptor interacting proteins), biatka trwale zwig-
zane z powierzchnig komérek [16]. Btonowa lokalizacja li-
ganda decyduje o konieczno$ci bezposredniego kontaktu
miedzy komdrkami w celu aktywacji receptora, a zarazem
umozliwia dwukierunkowy przekaz sygnatu, polegajacy na
aktywacji nie tylko komérki wykazujgcej synteze receptora,
lecz réwniez komorki wykazujacej ekspresje genu Uganda.

Pierwotnie efrynom i ich receptorom przypisywano
gtéwnie role w procesie naprowadzania aksonéw podczas
dojrzewania uktadu nerwowego. Dalsze badania dowiodty
jednak udziatu tych biatek w wielu innych procesach fizjo-
logicznych. Poprzez regulacje morfologii, adhezji i migracji
komérek zaangazowane sg one m.in. w procesy embrioge-
nezy, morfogenezy, angiogenezy oraz procesy uczenia si¢ i
zapamietywania [17,18]. Z uwagi na tak szeroki wachlarz
petnionych przez nie funkcji, zaburzenia w sygnalizacji ko-
moérkowej z udziatem efryn moga réwniez przyczyniaé sie
do zaistnienia szeregu zjawisk patologicznych.

Liczne dane dowodzg zaangazowania receptorow Eph w
procesy nowotworzenia [18]. Znaczace zmiany w ekspresji
genow receptoréw Eph i/lub efryn, czesto powigzane ze
stopniem zto$liwosci, stwierdzono w wiekszosci badanych
typow nowotworéw (Tabela 1). W odréznieniu od znacznej
czesci receptorowych kinaz tyrozynowych, receptory Eph
zazwyczaj nie wpitywaja na proliferacje komérek nowotwo-
rowych, jednak ich synteza sprzyja nabywaniu przez ko-
morki nowotworowe zdolno$ci do tworzenia przerzutéw.
Zaangazowanie receptord6w Eph w ten proces moze miec
charakter bezpos$redni, poprzez wptyw na regulacje adhezji
i migracji komorek nowotworowych lub posredni, na dro-
dze stymulacji powstawania nowych naczyn krwiono$nych
w guzie.

BUDOWA | SYGNALIZACJA

U kregowcow znanych jest obecnie szesnascie recepto-
row Eph i osiem efryn. Zostaly one podzielone ze wzgledu
na podobieAstwa w budowie na dwie klasy, jednoczesnie
odzwierciedlajgce ich zdolno$¢ do wzajemnego oddziaty-
wania [16,18].

RECEPTORY EPH

Dziesie€ receptoréow Eph nalezy do grupy A (EphAl-10),
pozostate —do grupy B (EphBI-B6) [36]. Receptory nalezgce
do obu grup majg podobny plan budowy (Rye. 1). Sg to biat-
ka o masie czgsteczkowej ok. 100-125 kDa, posiadajgce jed-
ng domene transhtonowa. Ich zewnatrzkomdérkowa czgsc,
obejmujaca koniec aminowy, sktada sie z domeny wigzacej
ligand, regionu bogatego w cysteine (zawierajgcego motyw

154

mXivE Z o go Uéep-egiagv% S oibph oraz ih wplyw ra funkcje komoérek w réznych nowotworach.

Inne

Rezultaty badan

Badane linie

Receptor/

ligand
EphB4

Rodzaj nowotworu

komorkowe

¢en supresorowy dla rozwoju
nowotworu jelita grubego.

rokowaniem TAK, proliferacja

ekspresja i, powigzanie 2 Zym

wycinki guzéw

Nowotwor

t, migracja N.D., adhezja N.D., inwazyjno$¢ N.D.

jelita grubego

spadek ekspresji stanowi sygnat

przyzyciowy da komadrek

rokowaniem TAK,

migracja T, adhezja t, inwazyjno$¢ N.D.

ekspresja 1, powigzanie 2 zym

proliferacja i,

wycinki guzéw

SW-480

S 8

nowotworowych w malej gestosci.

zaburzony wzrost w hodowlach

rokowaniem
—zahamowanie),

inwazyjno$¢ N.D.

ekspresja N.D., powigzanie =z zym
N.D., proliferacja t (o wyciszeniu

migracja N.D., adhezja N.D.,

HT-29

EphA2

sferoidalnych. Stymulacja rozpuszcza o
efryna-Al-Fc powoduje fosforylacje

EphA2, E-kadheryny i p-kateniny

Efryna-Al

982
i lamininy

migracje (zalezng al RhoA) oraz
adhezje o fibronektyny
(przez aktywacje efryny-B2)

nadmierna aktywacja zwieksza

rokowaniem TAK,

proliferacja T, migracja T, adhezja T, inwazyjnos¢ T

ekspresja t, powigzanie = zym

wycinki guzéw,
K-1735 SW-1, M+
2 P C-19, C-23

EphB4
Efryna-B2

Czerniak

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

9z zeim Mmowdfoed e10AZazid nsezo 9IUBIQINS BZORUZO —

MWL WSIUBMOoYol

‘(waisodzm o) wapjpeds
WAg & aluezkimod ‘(amoxdlowoy al

yoAmosomiomoupazid uelwz

wAzsydm) exfelq obuepeq nuab 1fseidsya npiyold M TweURIWZ TWAUOZSYIIMZ
yoAupobet z 3 yoAkokzpomAm oy

wAMON U]

niuazpoysod wAmoxeupafo yasAmosomiomousaiu yaAmoxowoy nuil ‘(1uioAm) famoipz puex) @ njueumolsod m & suoimelspazid ifsaidsye Auelwz ‘ysAuep deiq— ‘Q'N ‘(.uepeq Arelnzai“ siuwnjoy
m ePAzod ezsmiaid) yIAMOIOMIOMOU UIeMIOWOY M Oxfelq auep oBaoklnpox nusb ifsaidsya npyoid Auelwz nyuAm m Auemomiasqo 1xJowoy 1foxuny [suep 19soumAsuaiul Mapeds— 1 o) 1SO4ZM— 1}

AMo10AzAzid  NIuuAzD
‘6 Azedsey 1[oemApe bboip
[gel 3zoydode alnynpur nusb eldeuiwile

[vel
493A nusb ifsaidsya 3loenbal
ZeI0 BYUOIGPOIS UIBNIQWO)
BU gwyd3 eisoidadal |vy-buhlye
[e€] dloemApfe zozid erusiuAzoeun [omzol
wnia10pus  yoeyIowoy
eu zg-Aukiye  3loemApe zezud
[zel eznb erualuAzoeun 1S0IZAA

Nalowoy 9soulAzemur slnynpas

(epuebi]) |v-Aukiya eloxynpoidpeu
[s2]

exels)f  Malowoy 19soulAzemur m

[te] 301 euiolst tuped |oed/eg-euhiye ©

exela|f Xalowoy 19soulAzemul

[oe'62] M sey-d/zgyd3 1s0 g0l eujois!
[82]

moinziazid eiusziomy | eznb

Z 2lowoy elUelU[EMN 9SOUOPZ

[22'8T] 1soupod 3zayuAs euozsydimz

‘Areisord  yoesomiomou m 1foeirdwe

obaoklefain 015820 (by auropo ‘ggby nuab

snoo|) nusb eloeyiyldwe euemomiasqO

‘vgyd3 slsaidsye eziugo HI-OI

1 ¥HOF 19S0UMADIR  81UBMOY 0[]

zeso NAId! ed  yoAmososaidns

[oz] moush 19soumAI e  81uUsd0IMAZId
[s2]

‘a’N soulAzemur “@'N elzaype ‘1 eloesbiw ‘) eloesspijoid
“Q'N  Wwaluemodol WAg & aiuezkimod ‘1 elsaidsya

‘a'N gsoulAzemur “a'N elzaype “a'N efeibiw “a'N
eloelayijosd “Q'N  waluemoxol wAg & aluezeimod ‘) elsaidsye
‘a'N 9soulAzemur “a'N efzaype “a'N elesbiw “a'N
eloesayijoid “Q'N  waluemoyos WAR & aiuezeimod ‘1 elsaidsye

‘a’'N gsoulAzemur "a'N efzsype “a'N efeibiw "a'N
eloesayijoid “Q'N  waluemoxos WAz & aluezeimod ‘| elsaidsye

1 9soulAzemur “@'N elzaype ‘1 eleibiw ‘Amo1oAzAzid peubAs —

eloesayijoid Myl wsaluemoyol WAg & aiuezeimod ‘1 elsaidsya

1 9soulAzemur “a'N elzeype “aQ'N elesbiw “Q'N

eloesayijoid “Q'N  wsaluemodos WAg & aluezeimod ‘| elsaidsys

1 9soulAzemur “@'N elzaype "@'N efeibiw “Q'N

eloeiagijoid Myl wsaluemoyol wAg @ aluezeimod T elsaidsya
19/-4S

1 9soulAzemur “@'N elzaype ‘1 elesbiwu “g'N eloessyjoid

‘M1 waluemodol WAg & aiuezkimod ‘1 elsaidsye

1 9soulAzemur “@'N elzaype ‘1 efoesbiw ‘T eloessyrjoud

SMVL  wsaluemodol WAz & aruezeimod ‘1 elsaidsye

"a'N gsoulAzemur “a'N elzaype “a'N efeibiw “a'N

eloesayijoid “Q'N  wsaluemoyol WAz & aluezeimod ‘| elsaidsye

1 9soulAzemur “Q'N elzaype ‘1 eleibiwu “q'N eloesspijoid
M1 waluemodol WwAg @ aiuezéimod ‘1 elsaidsys

1 9soulAzemur “@'N elzaype ‘L efoesbiwu “q'N eloeisyijord
‘MV1  waluemodos WAg & aiuezeimod ‘1 elsaidsye

1 9soulAzemur “@'N elzaype “@'N efeibiw “Q'N
eloesayijold “Q'N  waluemoyol WA & aiuezbimod ‘| elsaidsys
1 9soulAzemur “ag'N elzaype “a'N efoesbiw “Q'N
eloelayljoid “Q'N  waluemodol WAg & aluezeimod ‘T elsaidsye
1 gsoulAzemur “@'N elzaype “aQ'N efesbiw “a'N
eloelayljoid “Q'N  waluemodol WAg & aiuezeimod ‘| elsaidsye

1 9soulAzemur “@'N efzaype “@'N elesbiw “QN
eloesayjoid “Q'N  waluemoxos WAz & aluezéimod ‘| elsaidsye

0285-10 ‘ST6S
Mo ‘T802-110

moznb IUIoAM
MoznB 1uIIAMm

Ty ‘201v

‘NYV489T ‘UN.L9
O3aNd

Moznb IuIAm
‘€1€'6YS-V ‘e-HaMS
‘aLvl 'G6.-¥Z 'L-40N
T€2-9IN-VAN
‘/-40WN 'VOT-40W
T€C-dN-VaN
‘/-40N ‘VOT-40N

‘6T-ANS ‘Gz-N ‘9861
‘18N ‘MoznB 1uIdAm

MoznB  I{uIoAM

moznb IUIAM

mMoznG 1UIAM ‘g-Od

HZZ-dMD ‘E-VAY
‘7-0dv1 'deON7
‘SYT-NA ‘Hdg
MIS 'INE-Od ‘€-0d
‘Mmoznb uIIAM
TNE-Od

deONT

SyT-Na

TINE-Od
€-0d
deON1
Sy1-nd

Zwyda
19-euh13
od'ed ‘zgyd3
Iv-eukiy3

& ‘Ivyd3

|v-eukly3

¥ayd3
Zwyd3a

99'sv'Ivyd3

(eworayrosaw)
YeluotgAzpsiN

eyufel 1gmiomonN

1s1a1d  19MI0MON

£g-euhlyq
zayd3

va'za‘ev'zvyda

Zvyd3

yauds

2v-eukly3
z4'lvyd3a

9g'ed'zvyd3

0TV'8V'LV'9V'Svyd3

SNO  AlomiomoN

Aeisoud
10MIOMON

155

Postepy Biochemii 55 (2) 2009



Miejsce wigzace motyw PDZ
Odcinek cytoplazmatyczny

Kotwica GP'

EFRYNA KLASY A

EFRYNA KLASY B

Domena wigzaca receptor

Domena wigzaca ligand

RECEPTOR EPH
Domena bogata w cysteing

Powtérzenia fibronektynowe typu il

Odcinek okolomembranowy

Domena kinazy

Domena SAM
Miejsce wigzace motyw PDZ

Rycina 1. Budowa receptora Eph, efryn A oraz efryn B. Budowa domenowa jest jednakowa w przy-

padku obu grup receptoréw Eph. W oparciu o [38,39],

EGF-podobny) i dwdch powtdrzen fibronektynowych typu
I1l. Oddzielona fragmentem transbtonowym cze$¢ cytopla-
zmatyczna biatka zawiera domene okotomembranows, do-
mene o aktywnosci kinazy tyrozynowej, oraz domene SAM
i miejsce wigzace motyw PDZ [36,37]. Réznice pomiedzy
klasami dotycza gtéwnie domeny zewnatrzkomérkowej
wplywajacej na zdolno$¢ wigzania liganda.

EFRYNY

Ligandy receptoréw Eph wystepujg w formie zwigzanej
z btong komoérkowga. Efryny sa stosunkowo niewielkimi
biatkami, ich masa czasteczkowa zawiera sie w granicach
22-65 kDa. Efryny-A (Al1l-A5) zakotwiczone sg w btonie po-
przez kotwice glikozylofosfatydyloinozytolowg (GPI), nato-
miast efryny-B (B1-B3) to biatka transhtonowe, posiadajace
krétkg domene cytoplazmatyczng (Ryc. 1) [16]. Domena ta
nie wykazuje aktywnosci katalitycznej, ale obecno$¢ miejsc
fosforylacji i miejsca wigzacego motyw PDZ decyduje o jej
zdolnosci do oddziatywania z innymi biatkami wewnatrz-
komaérkowymi. Cecha ta umozliwia efrynom B po zwigza-
niu z receptorem, funkcjonowanie nie tylko jako ligand, ale
rowniez jako receptor przekazujacy sygnat do wnetrza ko-
morki. Zdolno$¢ do przesytania sygnatu wewnatrzkomor-
kowego wykazywano réwniez w przypadku efryn nalezga-
cych do klasy A [39].

MECHANIZMY AKTYWACJI |
WEWNATRZKOMORKOWEGO
PRZEKAZYWANIA SYGNALU

Ze wzgledu na btonowg lokalizacje receptoréw Eph oraz
samych efryn, do aktywacji receptora dochodzi jedynie
w wyniku bezposredniego kontaktu komdrka —komorka
[17,27,37,41-45], Istotng role w funkcjonowaniu efryn odgry-
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wa ich multimeryzacja w btonie komorkowej —
rozpuszczalne, monomeryczne ligandy wigza
receptor, jednak nie powoduja jego fosforylacji
i aktywacji [45-47]. Podczas gdy wiekszos$¢ re-
ceptorowych kinaz tyrozynowych jest aktywo-
wana w wyniku dimeryzacji, aktywacja recep-
tor6w Eph wymaga powstania komplekséw o
wyzszej formie uporzgdkowania. W zaleznosci
od stopnia multimeryzacji efryn, indukcji moga
ulec ré6zne kompleksy sygnatowe receptoréw
Eph, co skutkuje odmiennymi efektami biolo-
gicznymi [18].

Zwigzanie receptora Eph z ligandem i akty-
wacja obu czasteczek prowadzi do wspomnia-
nego juz dwukierunkowego przekazywania
sygnatu [18,41,42,44,48-50], Podobnie jak wiek-
szo$¢ receptorowych kinaz tyrozynowych, po
multimeryzacji receptory Eph ulegaja krzyzo-
wej fosforylacji, zwykle na dwoch zachowa-
nych w ewolucji resztach tyrozyny w domenie
cytoplazmatycznej (np. tyrozyny 596 i 602 re-
ceptora EphA4 lub tyrozyny 604 i 610 recepto-
ra EphB2) [17,27,46,51-53], Ponadto, receptory
Eph moga by¢ fosforylowane przez nierecep-
torowe kinazy tyrozynowe z rodziny Src. W
wyniku fosforylacji receptora zerwane zostajg
wewnatrzczgsteczkowe oddziatywania pomie-
dzy domeng okotobtonowg a domeng kinazy tyrozynowej.
W konsekwencji receptor przyjmuje konformacje aktywng
enzymatycznie, co umozliwia efektywne przekazywanie
sygnatu na drodze fosforylacji wewnatrzkomdrkowych bia-
tek przekaznikowych [17].

Drogi przekazywania sygnatow przez receptory Eph i
efryny nie zostaty dotad catkowicie poznane, jednak zapro-
ponowano kilka mechanizméw, poprzez ktére petnig one
swoje funkcje biologiczne. Badania in vivo wykazaty, ze w
przypadku receptora EphB2 fosforylacji ulega co najmniej
dziesie¢ reszt tyrozynowych [47]. Sugeruje sie, iz reakcja
ta moze przebiega¢ réwniez na resztach treoniny i seryny
[47,52]. Ufosforylowane reszty stuzg jako miejsca oddziaty-
wan z biatkami sygnalizacyjnymi zawierajacymi domeny
SH2 i PDZ [17,48,52,54]. Zalicza sie do nich: cytoplazma-
tyczne kinazy tyrozynowe Fyn i Src, biatko pl20RasGAP,
AF6 (biatko wigzgce Ras), Piekl (biatko oddziatujace z ki-
nazg C), fosfataze fosfotyrozynowg o matej masie czgstecz-
kowej (LMW-PTP), podjednostke p85, fosfatydyloinozyto-
lo-3-kinaze (PI3K) oraz biatka adaptorowe: Nck, Crk, Grb2,
Grb4, Grb7, GrblO i SLAP (ang. Src-Like Adaptor Protein)
[17,48,53,55]. Wiele z tych biatek stanowi sktadniki $ciezek
sygnalizacyjnych wptywajgcych na cytoszkielet aktynowy,
ktory bierze aktywny udziat w przemieszczaniu sie ko-
morki [47], Podsumowanie oddziatywan receptoréw Eph
i efryn z biatkami wewnatrzkomdérkowymi przedstawiajg
ryciny 2i3.

O ile stosunkowo duzo wiadomo o mechanizmach prze-
kazywania sygnatu od aktywowanych receptoréw Eph, to
mechanizmy przekazywania sygnatu od aktywowanych
zwigzaniem receptora efryn sg duzo stabiej poznane [46].
Wykazano, ze zwigzanie receptora Eph przez efryne B
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proliferacja |

Rycina 2. Postulowane drogi przekazywania sygnatu od efryn A i receptoréw EphA. Strzatki oznaczajg
aktywacje, faczniki zakoniczone kreska — wptyw hamujacy; czerwona linia przerywana — ciecie proteoli-

tyczne. W oparciu o [39,40].

umozliwia fosforylacje reszt tyrozyny w cytoplazmatycznej
domenie efryny wskutek rekrutacji kinaz Src. W wyniku
tego dochodzi do powstania nowych miejsc wigzania dla
biatek adaptorowych posiadajagcych domeny SH2 i SH3
[23,48], Koniec karboksylowy efryny-B zawiera takze miej-
sca wigzace motyw PDZ [17,46], Efryny klasy A, mimo bra-
ku cytoplazmatycznej domeny, takze moga by¢ zaangazo-
wane w przekazywanie sygnatu do wnetrza komorki [47],
Podobnie jak wiele biatek umocowanych na powierzchni
komorki za pomocg kotwicy GPI, sg one czesto gromadzo-
ne w tzw. tratwach lipidowych w btonie komérkowej, do
ktorych dotgczane sg inne kompleksy sygnalizacyjne. Moz-
liwe zatem, Ze struktury te stanowig platforme do dalszego
przekazu sygnatu w komérce po zwigzaniu efryny-A przez
receptor.

WPLYW EFRYN NA MIGRACJE
KOMOREK NOWOTWOROWYCH

Pomimo licznych danych, wskazujacych na istnienie
zwigzkéw miedzy wzrostem ekspresji genéw receptorow
Eph a zdolnoscia komérek nowotworowych do lokalnej
inwazji i tworzenia przerzutow (Tab. 1), mechanizm tego
zjawiska nie jest do koAca poznany. Z wielu funkcji komé-
rek nowotworowych, na ktére moze wptywac aktywacja re-
ceptoréw Eph, a ktére zwigzane sg ze zwiekszona aktywno-
$ciag metastatyczng, na pierwszy plan wysuwa sie zdolnos$¢
komaérek nowotworowych do aktywnej migracji. Znaczenie
receptorow Eph w migracji komoérek nowotworowych w
czasie inwazji moze by¢ zwigzane z ich oddziatywaniem z
efrynami pojawiajacymi sie zaréwno na powierzchni innych
komérek nowotworowych, jak i na powierzchni komorek
prawidtowych. W pierwszym przypadku uktad Eph/efry-
na funkcjonowatby wedtug najbardziej klasycznego mode-
lu dziatania tych biatek, polegajagcym na ukierunkowaniu

Postepy Biochemii 55 (2) 2009

migracji w wyniku indukowanej przez
kontakt repulsji, czyli reakcji polegajacej
na ,ucieczce" komorki od zZrdodta sygna-
tu, ktdrym w tym przypadku sg efryny na
powierzchni sasiednich komorek. Takie
zjawisko, przebiegajace w trakcie rozwoju
embrionalnego, zapobiega przemieszcza-
niu sie komaérek wykazujacych ekspresje
genow receptoréw Eph w rejony tkanko-
we, charakteryzujace sie wysokag syntezg
efryn i umozliwia wytyczanie okre$lo-
nych szlakéw dla migrujgcych komérek
[43], W przypadku komoérek nowotworo-
wych aktywacja receptoréw Eph poprzez
repulsje indukowang w wyniku oddziaty-
wan homotypowych sprzyja opuszczaniu
przez komdrki guza pierwotnego. Jed-
nak rola uktadu Eph/efryna w regulacji
migracji komdrek jest znacznie bardziej
ztozona. Oproécz indukowania wspo-
mnianej repulsji wykazano, ze receptory
Eph dziatajg rowniez poprzez wysytanie
pozytywnych sygnatéw kierunkujacych
przemieszczanie sie komoérek [56]. Co
wiecej, w przypadku naprowadzania ak-
sonow stwierdzono, ze ten sam receptor
moze wywolywac rézne typy reakcji w
rozmaitych rodzajach komoérek, a nawet
w tej samej komorce [57]. Mozna zatem przypuszczac, ze
tego rodzaju oddziatywania mogg rowniez odpowiadac za
naprowadzanie komorek nowotworowych, przez komorki
tkanek prawidtowych wykazujgce produkcje efryn.

W wielu badaniach stwierdzono wystepowanie zalezno-
sci pomiedzy ekspresjg genéw receptorow Eph a aktywno-
Scig ruchowg komoérek nowotworowych (Tab. 1). Przykta-
dowo, w doswiadczeniach, w ktérych badano migracje ko-
morek raka prostaty PC-3, stwierdzono wyrazne zahamo-
wanie ruchu komorek po zastosowaniu siRNA i oligodeok-
synukleotydéw antysensownych skierowanych przeciwko
receptorowi EphB4. Podobnie test migracji przez Matrigel
w komorze Boydena wykazat zahamowanie ruchu komo-
rek w nastepstwie wyciszenia tego receptora przy uzyciu
SiRNA [26]. Nasreen i wsp. [35] stwierdzili, ze wyciszenie
receptora EphA2 w komorkach agresywnej formy miedzy-
btoniaka powoduje spadek migracji komoérek oraz indukuje
apoptoze na drodze aktywacji kaspazy 9. Z drugiej strony,
nadekspresjg genu tego receptora indukowata wzrost ak-
tywnosci haptotaktycznej komdrek [35]. Bardziej zaawan-
sowane badania roli receptoréw efryn w regulacji migracji
komérek nowotworowych przeprowadzili Nakada i wsp.
[30], Autorzy dokonali poréwnania ekspresji genow recep-
toréw Eph w pieciu liniach komdrkowych glejaka, stwier-
dzajac, ze w stosunku do komérek stacjonarnych aktywnie
migrujagce komérki wykazuja podniesiong ekspresje gendw
oraz aktywacje receptora EphB2. Ufosforylowana forma re-
ceptora znajdowata sie gtdwnie w lamellipodiach, krawe-
dzi wiodacej migrujacych komérek. Stymulacja komorek
efryna-Bl-Fc (biatko fuzyjne, umozliwiajagce aktywacje re-
ceptora przez efryne niezwigzang z powierzchnig komorki)
zwiegkszata aktywno$é migracyjng komérek, podczas gdy
zablokowanie receptora EphB2 dziatato hamujgco. Dodat-
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Rycina 3. Drogi przekazywania sygnatu od receptoré6w EphB i efryn klasy B oraz ich wplyw na
procesy komérkowe. Strzatki oznaczaja aktywacje biatka (procesu), tepo zakoriczone taczniki —ha-

mowanie. W oparciu o [39,40].

kowym dowodem na udziat tego receptora w stymulacji
migracji badanych komorek byta obserwacja, ze transfekcja
komoérek wektorem kodujgcym EphB2 powodowata dal-
sze zwiekszenie ich aktywnos$ci migracyjnej. Transfekowa-
ne komorki charakteryzowat réwniez niemal dwukrotnie
wiekszy potencjat migracyjny i inwazyjny w eksperymen-
tach ex vivo z zastosowaniem tkanki szczurzego mézgu, co
sugeruje, Ze receptor EphB2 petni istotng funkcje w inwazji
zaréwno in vitro, jak i in vivo. Kolejna praca tej grupy [31]
wykazata istotne znaczenie ligandéw receptoréw Eph w
przerzutowaniu komorek glejaka. Autorzy zaobserwowali
zwigzek pomiedzy poziomem ekspresji genu kodujgcego
efryne-B3 a stopniem ztosliwosci nowotworu. Zwiekszone
wystepowanie efryny-B3 byto ponadto charakterystyczne
dla komorek aktywnie migrujacych, a zablokowanie ligan-
da hamowato inwazje zaréwno in vitro, jak i ex vivo. Podob-
ne obserwacje, wskazujace na istotne znaczenie receptoréw
Eph iich liganddw w regulacji migracji komdérek nowotwo-
rowych, dotyczyty wielu innych nowotworéw, m.in. jelita
grubego, prostaty, centralnego uktadu nerwowego, piersi,
jajnika oraz czerniaka i miedzybtoniaka [18-35],

MECHANIZMY WPLYWU EFRYN NA
AKTYWNOSC RUCHOWA KOMOREK

BIALKA RHO

Regulacja migracji komoérek przez receptory efryn moze
odbywac sie poprzez aktywacje réznych Sciezek sygnali-
zacyjnych. Jeden z postulowanych mechanizméw wptywu
tych biatek na aktywnos$é migracyjng komérek nowotworo-
wych zaktada ich oddziatywanie z biatkami Rho (Ryc. 2 i
3). Biatka te, do ktdrych zalicza sie m.in. biatko Rho, Rac
i Cdc42, s3 GTP-azami nalezagcymi do nadrodziny maltych
biatek G. Posiadajg one zdolno$¢ hydrolizy GTP i oscyluja
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stale pomiedzy stanem aktywnym (zwigza-
ne GTP) a stanem nieaktywnym (zwigzane
GDP). Do ich wazniejszych funkcji w komoér-
ce nalezy aktywacja Sciezek przekazywania
sygnatu prowadzacych do rearanzacji cytosz-
kieletu aktynowego. Dynamiczna przebudo-
wa filamentéw aktynowych jest warunkiem
powstawania i funkcjonowania struktur nie-
zbednych do przemieszczania sie komorki,
takich jak: lamellipodia, filopodia, wtdkna na-
prezeniowe oraz kortykalna sie¢ aktomiozy-
nowa [58,59]. Przeprowadzone przez Ridley'a
i Halla [58,59] w latach 90. ubiegtego wieku
badania roli matych biatek G z rodziny Rho
w regulacji morfologii i migracji fibroblastow
Swiss-3T3 pozwolity stwierdzi¢, ze aktywacja
Cdc42 powoduje formowanie filopodiow, Rac
1 —Ilamellipodiéw, a Rho A —w#dkien napre-
zeniowych. Zasadnicza rola biatek Rac i Cdc42
w tych procesach zwigzana jest z regulacjg bia-
tek zaangazowanych w procesy polimeryzacji
aktyny [kompleks Arp2/3, biatka nakrywajgce
(czapeczkujace —ang. capping), kofilina], pro-
wadzgcg do powstawania struktur bogatych
w spolimeryzowang aktyne, np. filopodiow i
lamellipodidw.

Z Kkolei znaczenie biatek Rho w ruchu ko-
marki zwiazane jest w duzej mierze z ich wpty-
wem na fosforylacje miozyny, aktywujgca uktad kurczliwy
bioracy udziat w przemieszczaniu ciata komérki. Opisane
odkrycia doprowadzity w p6zniejszym okresie do stworze-
nia modelu opisujgcego proces migracji komdrek w oparciu
0 kaskadowa aktywacje tych biatek, prowadzaca do skoor-
dynowanego tworzenia przez migrujagcg komorke wypu-
stek, nastepnie formowania miejsc przyczepu do macierzy
zewnatrzkomérkowej, aw koncu do retrakacji komorki wy-
wotanej skurczem struktur aktomiozynowych [60,61].

Doniesienia literaturowe wskazujg, ze mate biatka G z
rodziny Rho mogg by¢ aktywowane przez receptory Eph.
Stosujac ten sam, co Ridley i Hall model fibroblastow Swiss-
3T3 Harbott i wsp. [62] wykazali, ze aktywacja receptorow
EphB2 i EphA7 stymuluje powstawanie filopodidow, lamel-
lipodiow i wiokien naprezeniowych w sposob zalezny od
GTP-az z rodziny biatek Rho. Stymulacja receptora EphB2
przez rozpuszczalng forme efryny-Bl-Fc indukowata po-
wstawanie lamellipodiow, podczas gdy synteza w komor-
kach biatka N17Rac (nieaktywna forma Rac) reakcje te ha-
mowata. Podobny efekt obserwowano podczas aktywacji
receptora EphA7 przez efryne-A4-Fc. Jednak w tym uk#ta-
dzie zahamowaniu tworzenia lamellipodiéw przez N17Rac
nie towarzyszyto zahamowanie tworzenia filopodiow.
Biatko N17Rac zaktécato ponadto w obu przypadkach po-
wstawanie wiokien naprezeniowych. Obserwacje te sugero-
waty, ze powstawanie wiokien naprezeniowych w wyniku
aktywacji EphB2 lub EphA7Y jest skutkiem zaleznej od biatek
Rac aktywacji biatek Rho. Potwierdzenie tej tezy stanowita
obserwacja, iz transferaza C3, specyficzny inhibitor biatek
Rho, hamowata powstawanie widkien naprezeniowych, nie
wplywajac jednakze na organizacje lamellipodiow.
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Aktywacja biatek Rho w wyniku stymulacji receptoréow
Eph moze jednak przebiega¢ takze na innej drodze, nieza-
leznej od biatek Rac. Shamah i wsp. [63] wykazali, ze re-
ceptory Eph klasy A w neuronach oddziatujg bezposred-
nio na biatko Rho poprzez czynnik wymiany nukleotydu
guanidynowego, zwany efeksyng (ang. ephexin), ktdry jest
konstytutywnie zwigzany z domeng kinazy tyrozynowej
receptora EphA (Ryc. 2). Czynnik ten katalizuje wymiane
GDP na GTP, powodujac przejscie biatka Rho w stan ak-
tywny [28,39], Aktywowane biatko Rho indukuje zmiany w
cytoszkielecie aktynowym, co prowadzi do wycofywania
stozka wzrostu neurytow. Aktywacji receptora EphA przez
efryne-A towarzyszy takze zahamowanie aktywnosci bia-
tek Rac i Cdc42.

Receptory Eph klasy B moga oddziatywa¢ z biatkami z
rodziny Rac i Cdc42 poprzez inne czynniki wymiany nu-
kleotydéw. Intersektyna (ang. intersectin) jest czynnikiem
wymiany nukleotydu aktywujacym biatko Cdc42. Ulega
ona aktywacji m.in. przez EphB2. Kaliryna (ang. kalirin) to z
kolei czynnik wymiany nukleotydu stymulujacy biatko Rac,
rowniez aktywowany przez Eph klasy B (Ryc. 3) [39],

Zalezng od receptoréw Eph aktywacje biatek z rodziny
Rho wykazano w wielu typach komérek nowotworowych.
Lawrensom iwsp. [53] stwierdzili, ze w komdrkach czernia-
ka ze zwiekszong ekspresjg genu receptora EphA3 w wyniku
stymulacji efryna-A5 nastepuje aktywacja biatka RhoA, co
prowadzi do reorganizacji cytoszkieletu aktomiozynowego
i zaokraglenia komorki. Podobne obserwacje opisuje Nai-
Ying Yang i wsp. [24], Analiza linii komdrkowych czerniaka
0 roznych zdolno$ciach tworzenia przerzutow pozwolita
stwierdzi¢, ze ze zwiekszong zdolnoscia do przerzutowania
1migracji powigzany jest wzrost syntezy receptora EphB4.
Jego aktywacja poprzez zastosowanie rozpuszczalnej efry-
ny-B2-Fc indukowata migracje komorek i aktywacje biatka
RhoA. Z drugiej strony synteza nieaktywnej formy biatka
RhoA w petni znosita stymulujacy efekt receptora EphB4.
Wyniki te wyraznie wskazywaly, ze pozytywny wptyw re-
ceptora na aktywnos$¢ ruchowg komorek czerniaka zwigza-
ny jest z aktywacjg biatek RhoA. Z kolei Nakada i wsp. [31]
stwierdzili, ze w przemieszczajacych sie komorkach glejaka
efryna-B3 kolokalizuje w lamellipodiach z biatkiem Racl i
odpowiada za jego aktywacje. Co wiecej, zastosowanie spe-
cyficznego siRNA hamujgcego ekspresje genu biatka Racl,
powodowato zahamowanie zaleznej od efryny-B3 migracji
komérek glejaka.

Receptory efryn wykazujg rowniez wptyw na aktywnos$é
matych biatek G z rodziny Ras. Chociaz uwaza sig, ze droga
przekazywania sygnatu poprzez szlak Ras-MAPK zaangazo-
wana jest przede wszystkim w regulacje proliferacji, to wiele
danych wskazuje na jego istotng role w migracji komaérek, po-
niewaz kinazy MAP moga fosforylowac takze biatka zwigza-
ne z cytoszkieletem, wptywajac bezposrednio na jego funkcje
[64], Aktywnos$¢ biatek Ras moze by¢ zaréwno wzmacniana,
jak i hamowana przez receptory efryn. W przypadku biatka
H-Ras pobudzenie receptora Eph przez zwigzanie efryny w
wiekszosci komorek powoduje hamowanie jego aktywnosci.
Inaktywacja biatka H-Ras przez receptory Eph moze prowa-
dzi¢ do, m.in., retrakcji neurytow w komérkach nerwowych
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oraz zahamowania migracji zaleznej od VEGF i angiopoety-
ny 1w innych typach komoérek [39],

INTEGRYNY

Aktywacja receptoréw Eph moze réwniez regulowaé
migracje komoérek nowotworowych poprzez regulacje ich
adhezji do biatek macierzy zewnatrzkomdrkowej. Jedng z
drog oddziatywania receptoréw efryn na adhezje komdrek
do ECM jest ich wptyw na aktywnos$¢ integryn, biatek adhe-
zyjnych, ktérych zmiany aktywnosci i ekspresji ich gendw
obserwowano w wielu typach nowotwordw, co wigzano z
nabywaniem przez komorki nowotworowe zdolnos$ci in-
wazyjnych. W przypadku komoérek glejaka stwierdzono,
ze aktywacja receptora EphB2 obniza ich adhezje do biatek
ECM, co zwigzane byto z aktywacjg i fosforylacja biatek
R-Ras. Znaczenie biatek Ras w tym procesie potwierdzaty
obserwacje, ze ich wyciszenie powodowato wzmocniong
adhezje komorek do ECM [29], Wyniki tych badahA pozo-
stajg w zgodnos$ci z pracami innych zespotéw. Zou i wsp.
[65] wykazali, iz aktywowany receptor EphB2 obniza przy-
czepienie komorek transformowanych onkogenem v-Src do
fibronektyny przez fosforylacje domeny efektorowej biatka
R-Ras, powodujgc tym samym redukcje stopnia adhezji ko-
morek za posrednictwem integryn a4pi i a5(31. Z kolei Guo
iwsp. [20] zaobserwowali, Ze wprowadzenie genu receptora
EphB2 zmniejsza adhezje komoérek raka jelita grubego do la-
mininy i fibronektyny. W komoérkach raka prostaty PC-3 w
wyniku aktywacji receptora EphA2 przez efryne-Al stwier-
dzono zahamowanie zaleznej od integryn adhezji komorek
do fibronektyny i lamininy. Reakcja ta byta zwigzana z re-
krutacjg fosfatazy fosfotyrozynowej SHP2 do aktywowa-
nego receptora, ktéra prowadzi do inaktywacji kluczowej
dla sygnalizacji przez receptory integrynowe kinazy FAK
poprzez jej defosforylacje [66]. Parri i wsp. [27] dowodzg
z kolei zwigzku pomiedzy sygnalizacja za posrednictwem
efryn a aktywacja kinazy FAK i biatka Rho w komérkach
raka prostaty. Stymulacja w tym modelu receptora EphA2
efryng-Al aktywuje kinaze Src, w wyniku czego dochodzi
do utworzenia kompleksu Src-FAK. Nastepnie kinaza FAK
ulega fosforylacji na dwéch resztach tyrozynowych (Tyr 576
i Tyr 577). Autorzy sugeruja, ze ta wybidrcza fosforylacja
moze powodowac repulsje komérek, podczas gdy fosfory-
lacja innych reszt prowadzitaby do zwiekszonej adhezji ko-
marki. Wykazano ponadto, ze powstanie kompleksu Src -
FAK jest niezbedne do aktywacji biatka RhoA, ktore nastep-
nie aktywuje kinaze fosforylujgcg lekki tanicuch miozyny Il
(MLCII), indukujgc skurcz aktyno-miozynowy w komorce,
w wyniku ktoérego jej ciato ulega retrakcji i odczepieniu od
innych komorek. Chociaz w obu ostatnich opisanych przy-
padkach efektem konicowym aktywacji EphA2 przez efry-
ne-Al jest repulsja komorek raka prostaty, to postulowane
mechanizmy oddziatywania receptora na kinaze FAK pozo-
stajg do siebie w opozycji. Bardziej prawdopodobng wydaje
sie by¢ indukowana przez EphA2 fosforylacja FAK, prowa-
dzaca do retrakcji komérki, poniewaz wynikow $wiadcza-
cych o defosforylacji FAK w wyniku aktywacji receptora
EphA2 nie udato sie dotychczas powtérzyé innym grupom
naukowcow [27].

Wydaje sie jednak, ze wptyw aktywacji receptoréw Eph
na zalezng od integryn adhezje komérek do ECM jest uzalez-
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niony od typu badanych komérek. W fibroblastach NIH-3T3
aktywacja receptora EphA2, a w konsekwencji — fosforyla-
cja FAK powoduje wzrost adhezji i stopnia rozptaszczenia
komoérek na podtozu [67], Wzrost stopnia przyczepienia do
fibronektyny ilamininy stwierdzono rowniez w komdrkach
czerniaka, do ktérych wprowadzono gen efryny-B2. Trans-
fekowane komorki ulegaty rozptaszczeniu oraz tworzyty
duzg ilos¢ filopodidw i wtokien naprezeniowych. Reakcja ta
ulegata dodatkowo wzmocnieniu w obecnosci rozpuszczal-
nej formy receptora EphB4, dla ktérego efryna-B2 jest jed-
nym z ligandéw. Usuniecie domeny fosforylacji efryny-B2
prowadzito do zaokraglenia komoérek oraz redukcji adhe-
zji [23]. W innych badaniach aktywacja receptora EphBl w
spos6b zalezny od dawki stymulowata aktywno$¢ integryn
avp3 iab5pi uczestniczacych w adhezji komaérek endotelial-
nych i teratokarcinoma [68], a aktywacja receptora EphA8
wzmagata aktywnos¢ integryn a5(3l lub avp3 w komérkach
NIH-3T3 i HEK-293 [69], Z kolei w komdrkach NIH-3T3 i
PC-3 charakteryzujacych sie nadprodukcjg EphA2 wskutek
stymulacji efryna-Al zaobserwowano fosforylacje kinazy
FAK iwzmocniong adhezje. Reakcja ta byta jednak catkowi-
cie zahamowana w komérkach FAK'/'. Wynik ten potwier-
dza istnienie zaleznos$ci aktywnosci kinazy FAK od recep-
toréw Eph [28].

Podsumowujac, aktywacja receptorow efryn w zalezno-
§ci od typu komorki i rodzaju receptora moze prowadzié
zarowno do aktywacji, jak i inaktywacji integryn i powo-
dowaé tym samym wzrost lub spadek adhezji komérek.
Nie pozostaje to jednak w sprzecznosci z postulowang rolg
uktadu efrynowego w stymulacji procesu tworzenia prze-
rzutow. Liczne badania wskazuja, ze w réznego rodzaju
nowotworach mozna obserwowac zaréwno spadek, jak i
wzrost ekspresji genéw poszczeg6lnych typéw integryn
[70]. Zwigzane jest to z faktem, Zze z jednej strony synteza
integryn bedzie utrudniata komoérkom nowotworowym
opuszczanie guza pierwotnego, ale z drugiej strony ekspre-
sja genow innych typow tych receptoréw jest niezbedna w
kolejnych etapach tworzenia przerzutu, jak np. aktywna mi-
gracja lub adhezja komérek nowotworowych do komaérek
$rédbtonka w procesie opuszczania naczyr krwiono$nych.

KADHERYNY

Inny rodzaj aktywnosci receptoréw Eph, ktéry posrednio
moze wpitywaé na zdolnos¢ komoérek nowotworowych do
migragi, zwigzany jest z ich wptywem na biatka adhezyjne z
rodziny kadheryn, odpowiedzialne za adhezje miedzykomér-
kowa. Biatka te odpowiadaja za utrzymywanie integralnosci
nabtonkéw, a zmiany syntezy ich genéw lub nieprawidtowe
dziatanie biatek jest charakterystyczne dla wielu typéw nowo-
tworéw ztosliwych [71]. W komdrkach raka jelita grubego HT-
29 wykazano, ze stymulacja rozpuszczalng forma efryny-Al
(efryng-Al-Fc) powodowata fosforylacje E-kadheryny ip-kate-
niny [21], prowadzacg do ostabienia spojnosci kompleksu ka-
dherynowego, a przez to do obnizenia stopnia adhezji komor-
kowej [72]. Na wystepowanie zwigzku pomiedzy E-kadheryng
a efrynami wskazujg wyniki badan, w ktorych stwierdzono,
ze w komorkach raka sutka nie wykazujacych syntezy E-ka-
dheryny nastepowato obnizenie fosforylacji receptora EphA2
i zmiana jego lokalizacji. Przywrdcenie syntezy E-kadheryny
w tych komorkach prowadzito do odtworzenia poziomu fos-
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forylacji oraz lokalizaqi receptora EphA2 charakterystycznego
dla prawidtowego nabtonka [73], Regulacje funkcji kadheryn
przez receptory efryn potwierdzaja réwniez wczesniejsze ba-
dania prowadzone na komorkach embrionalnych, wskazujagce
na zerwanie zaleznych od kadheryny potaczen adhezyjnych
pomiedzy komdrkami embrionalnym Xenopus laevis w wyni-
ku aktywacji receptoréw Eph [74,75],

Rozpatrujagc potencjalny wptyw receptoréow efryn na re-
gulacje adhezji miedzykomdérkowej, warto zwréci¢ uwage na
fakt, ze powstanie kompleksu efryna/receptor Eph powodu-
jerowniez wytworzenie stosunkowo silnej adhezji pomiedzy
komaérkami. Zatem obserwowana najczesciej repulsja sasia-
dujacych ze sobg komaorek musi by¢ poprzedzona zerwaniem
tak powstatych oddziatywan adhezyjnych. Jednym z mozli-
wych mechanizmoéw tego zjawiska jest aktywacja enzymow
proteolitycznych. Stwierdzono, ze oddziatywanie efryny-A2
z receptorem EphA3 aktywuje metaloproteinaze ADAMI10,
dla ktorej substratem jest zewnatrzkomorkowg domena efry-
ny. Wskutek tego, domena ta ulega odcieciu, co prowadzi do
zerwania adhezji pomiedzy komérkami i ostatecznie do ich
repulsji [76]. Z kolei w oddziatywaniach poprzez receptory
Eph z grupy B, zerwanie oddziatywan adhezyjnych moze
by¢ wynikiem endocytozy kompleksu EphB/efryna-B przez
kontaktujgce sie komorki [77].

PODSUMOWANIE

Wyniki badan z ostatnich lat dostarczajg wielu przekonu-
jacych dowodéw na temat udziatu receptorow Eph w roz-
woju nowotwordw. Jedng z cech komdrek nowotworowych,
na ktére moze wptywac aktywacja receptorow Eph jest ich
zdolno$¢ do aktywnej migracji. Jednak mozliwy wplyw
efryn na aktywno$¢ metastatyczng komoérek nowotworo-
wych wydaje sie by¢ znacznie szerszy. Rola efryn w nowo-
tworzeniu polega takze na stymulacji procesu angiogenezy
[33], blokowaniu $ciezek sygnatowych indukujacych apop-
toze [32], indukcji degradacji biatek ECM za pomocg meta-
loproteinaz MMP2 i MMP9 [32] oraz, w niektérych przy-
padkach, stymulacji proliferacji komorek nowotworowych
[23,24,35], Biatka te zdaja sie zatem bra¢ udziat we wszyst-
kich najwazniejszych etapach procesu wzrostu nowotwo-
réw oraz tworzenia przerzutdw. Z tego wzgledu efryny i
ich receptory moga stanowié interesujacy cel terapii antyno-
wotworowych wykorzystujgcych biatka fuzyjne lub prze-
ciwciata monoklonalne blokujgce funkcje receptoréw Eph.
Opracowanie metod ograniczajgcych rozwdj nowotworow
w oparciu o blokowanie dziatania receptoréw efryn wyma-
ga jednak petnego zrozumienia ich ztozonego wptywu na
aktywnos$¢é metastatyczng komorek nowotworowych.

PISMIENNICTWO

1. Chambers AF (1999) The metastatic process: basic research and clinical
implications. Oncology Res 11:161-168

2. Madeja Z, Master A, Michalik M, Sroka J (2001) Contact-mediated ac-
celeration of migration of melanoma B16 cells depends on extracellu-
lar calcium ions. Folia Biol (Krakéw) 49:113-124

3. Madeja Z, Migkus K, Sroka J, Djamgoz MBA, Korohoda W (2001) Ho-
motypic cell cell contacts stimulate the motile activity of rat prostate
cancer cells. BJU Int 88: 776-786

4. Madeja Z, Szymkiewicz I, Zaczek A, Sroka J, Migkus K, Korohoda W
(2001) Contact-activated migration of melanoma B16 and sarcoma XC
cells. Biochem Cell Biol 79:425-440

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

10.

1

[

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21

22.

23.

24,

25.

26.

Raz A, Geiger B (1982) Altered organization of cell-substrate contacts
and membrane associated cytoskeleton in tumor cell variants exhibit-
ing different metastatic capabilites. Cancer Res 42: 5183-5190

Strauli P, Haemmerli G (1984) The role of cancer cell motility in inva-
sion. Cancer Metastasis Rev 3:127-141

Grimstad IA (1987) Direct evidence that cancer cell locomotion con-
tributes importantly to invasion. Exp Cell Res 173:515-523
Abercrombie M, Heaysman JEM (1953) Observation on the social be-
haviour of cells in tissue culture. I. Speed of movement of chick heart
fibroblasts in relation to their mutual contacts. Exp Cell Res 5:111-131
Gail MH, Boone CW (1971) Density inhibition of motility in 3T3 fibrob-
lasts and their SV40 transformants. Exp Cell Res 64:156-162

Abercrombie M (1979) Contact inhibition and malignancy. Nature 281:
259-262

.Paddock SW, Dunn GA (1986) Analysing collisions between fibrob-

lasts and fibrosarcoma cells: Fibrosarcoma cells show an active inva-
sionary response. J Cell Sci 81:163-187

Thomas LA, Yamada KM (1992) Contact stimulation of cell migration.
J Cell Sci 103:1211-1214

Korohoda W, Madeja Z (1997) Contact of sarcoma cells with aligned
fibroblasts accelerates their displacement: computer-assisted analysis
of tumour cell locomotion in co-culture. Biochem Cell Biol 75: 263-276

Miekus K, Czemik M, Sroka J, Czyz J, Madeja Z (2005) Contact stimu-
lation of prostate cancer cell migration: the role of gap junctional cou-
pling and migration stimulated by heterotypic cell-to-cell contacts in
determination of the metastatic phenotype of Dunning rat prostate
cancer cells. Biol Cell 97: 893-903

Hirai H, Maru Y, Hagiwara K, Nishida J, Takaku F (1987) A novel pu-
tative tyrosine kinase receptor encoded by the eph gene. Science 238:
1717-1720

Eph Nomenclature Committee (1997) Unified nomenclature for Eph
family receptors and their ligands, the ephrins. Cell 90:403-404

Pasquale EB (2005) Eph receptor signalling casts a wide net on cell be-
haviour. Nat Rev Mol Cell Biol 6: 462-475

Surawska H, Ma PC, Salgia R (2004) The role of ephrins and Eph re-
ceptors in cancer. Cytokine Growth Factor Rev 15:419-433

Davalos V, Dopeso H, Castano J, Wilson AJ, Vilardell F, Romero-Gi-
menez J, Espin E, Armengol M, Capella G, Mariadason JM, Aaltonen
LA, Schwartz S Jr, Arango D (2006) EPHB4 and survival of colorectal
cancer patients. Cancer Res 66: 8943-8948

Guo DL, Zhang J, Yuen ST, Tsui WY, Chan AS, Ho C, Ji J, Leung SY,
Chen X (2006) Reduced expression of EphB2 that parallels invasion
and metastasis in colorectal tumours. Carcinogenesis 27: 454-464

Potla L, Boghaert ER, Armellino D, Frost P, Damle NK (2001) Reduced
expression of EphrinAl (EFNAL) inhibits three-dimensional growth of
HT29 colon carcinoma cells. Cancer Lett 175:187-195

van de Wetering M, Sancho E, Verweij C, de Lau W, Oving I, Hurlstone
A, van der Horn K, Batlle E, Coudreuse D, Haramis AP, Tjon-Pon-
Fong M, Moerer P, van den Born M, Soete G, Pals S, Eilers M, Medema
R, Clevers H (2002) The beta-catenin/TCF-4 complex imposes a crypt
progenitor phenotype on colorectal cancer cells. Cell 111: 241-250

Meyer S, Hafner C, Guba M, Flegel S, Geissler EK, Becker B, Koehl
GE, Orso E, Landthaler M, Vogt T (2005) Ephrin-B2 overexpression
enhances integrin-mediated ECM-attachment and migration of B16
melanoma cells. Int JOncol 27:1197-1206

Yang NY, Pasquale EB, Owen LB, Ethell IM (2006) The EphB4 recep-
tor-tyrosine kinase promotes the migration of melanoma cells through
Rho-mediated actin cytoskeleton reorganization. J Biol Chem 281:
32574-32586

Fox BP, Kandpal RP (2004) Invasiveness of breast carcinoma cells
and transcript profile: Eph receptors and ephrin ligands as molecular
markers of potential diagnostic and prognostic application. Biochem
Biophys Res Commun 318: 882-892

Xia G, Kumar SR, Masood R, Zhu S, Reddy R, Krasnoperov V, Quinn
DI, Henshall SM, Sutherland RL, Pinski JK, Daneshmand S, Buscarini
M, Stein JP, Zhong C, Broek D, Roy-Burman P, Gill PS (2005) EphB4

Postfpy Biochemii 55 (2) 2009

21.

28.

29.

30.

3L

32.

3

3

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

45.

46.
47.

w

b

expression and biological significance in prostate cancer. Cancer Res
65: 4623-4632

Parri M, Buricchi F, Giannoni E, Grimaldi G, Mello T, Raugei G, Ram-
poni G, Chiarugi P (2007) EphrinAl activates a Src/focal adhesion
kinase-mediated motility response leading to rho-dependent actino/
myosin contractility. J Biol Chem 282:19619-19628

Wimmer-Kleikamp SH, Lackmann M (2005) Eph-modulated cell mor-
phology, adhesion and motility in carcinogenesis. IUBMB Life 57:421-
431

Nakada M, Niska JA, Tran NL, McDonough WS, Berens ME (2005)
EphB2/R-Ras signaling regulates glioma cell adhesion, growth, and
invasion. Am J Pathol 167: 565-576

Nakada M, Niska JA, Miyamori H, McDonough WS, Wu J, Sato H,
Berens ME (2004) The phosphorylation of EphB2 receptor regulate
migration and invasion of human glioma cells. Cancer Res 64: 3179-
3185

Nakada M, Drake KL, Nakada S, Niska JA, Berens ME (2006) Eph-
rin-B3 ligand promotes glioma invasion through activation of Racl.
Cancer Res 66: 8492-8500

Kumar SR, Singh J, Xia G, Krasnoperov V, Hassanieh L, Ley EJ, Sceh-
netJ, Kumar NG, Hawes D, Press MF, Weaver FA, Gill PS (2006) Re-
ceptor tyrosine kinase EphB4 is a survival factor in breast cancer. AmJ
Pathol 169: 279-293

Brantley-Sieders DM, Fang WB, Hwang Y, Hicks D, Chen J (2006) Eph-
rin-Al facilitates mammary tumor metastasis through an angiogen-
esis-dependent mechanism mediated by EphA receptor and vascular
endothelial growth factor in mice. Cancer Res 66:10315-10324

Herath NI, Spanevello MD, Sabesan S, Newton T, Cummings M, Duffy
S, Lincoln D, Boyle G, Parsons PG, Boyd AW (2006) Over-expression
of Eph and ephrin genes in advanced ovarian cancer: ephrin gene ex-
pression correlates with shortened survival. BMC Cancer 6:144

Nasreen N, Mohammed KA, Antony VB (2006) Silencing the receptor
EphA2 suppresses the growth and haptotaxis of malignant mesothe-
lioma cells. Cancer 107: 2425-2435

Kullander K, Klein R (2002) Mechanisms and functions of Eph and
ephrin signalling. Nat Rev Mol Cell Biol 3: 475-486

Pasquale EB (1997) The Eph family of receptors. Curr Opin Cell Biol 9:
608-615

Heroult M, Schaffner F, Augustin HG (2005) Eph receptor and ephrin
ligand-mediated interactions during angiogenesis and tumor progres-
sion. Exp Cell Res 312: 642-650

Murai KK, Pasquale EB (2003) 'Eph'ective signaling: forward, reverse
and crosstalk. J Cell Sci 116: 2823-2832

GeneAssist™ Pathway Atlas Applied Biosystems http://www4.ap-
pliedbiosystems.com/ tools/ pathway/

Andres AC, Ziemiecki A (2003) Eph and ephrin signaling in mammary
gland morphogenesis and cancer. JMammary Gland Biol Neoplasia 4:
475-485

Hafner Ch, Schmitz G, Meyer S, Bataille F, Hau P, Langmann T, Diet-
maier W, Landthaler M., Vogt T (2004) Differential Gene Expression
of Eph Receptors and Ephrins in Benign Human Tissues and Cancers.
Clin Chem 50: 490-499

Poliakov A, Cotrina M, Wilkinson DG (2004) Diverse Roles of Eph Re-
ceptors and Ephrins in the Regulation of Cell Migration and Tissue
Assembly. Dev Cell 7: 465-480

.Georgakopoulos A, Litterst C, Ghersi E, Baki L, Xu C, Serban G, Ro-

bakis NK (2006) Metalloproteinase/Presenilinl processing of ephrinB
regulates EphB-induced Src phosphorylation and signaling. EMBO J
25:1242-1252

Xu Q, Mellitzer G, Wilkinson DG (2000) Roles of Eph receptors and
ephrins in segmental patterning. Phil Trans R Soc Lond B 355: 993-
1002

Jensen PL (2007) Eph receptors and ephrins. Stem Cells 18: 63-64

Mellitzer G, Xu Q, Wilkinson DG (2000) Control of cell behaviour by
signalling through Eph receptors and ephrins. Curr Opin Neurobiol
10: 400-408

161


http://www4.ap-

48. Dodelet VC, Pasquale EB (2000) Eph receptors and ephrin ligands: em- 63. Shamah SM, Lin MZ, Goldberg JL, Estrach S, Sahin M, Hu L, Bazala-
bryogenesis to tumorigenesis. Oncogene 19: 5614-5619 kova M, Neve RL, Corfas G, Debant A, Greenberg ME (2001) EphA

49. Himanen JP, Nikolov DB (2003) Eph signaling: a structural view. receptors regulate growth cone dynamics through the novel guanine

Trends Neurosci 26:46-51 nucleotide exchange factor ephexin. Cell 105:233-244

50. Himanen JP, Nikolov DB (2003) Molecules in focus: Eph receptors and 64. Huang C, Jacobson K, Schaller MD (2004) MAP kinases and cell migra-
ephrins. IntJ Biochem Cell Biol 35:130-134 tion. J Cell Sci 117:4619-4628

51. Binns KL, Taylor PP, Sicheri F, Pawson T, Holland SJ (2000) Phospho- 65.Zou JX, Liu Y, Pasquale EB, Ruoslahti E (2002) Activated SRC onco-

gene phosphorylates R-ras and suppresses integrin activity. J Biol

rylation of Tyrosine Residues in the Kinase Domain and Juxtamem-
Chem 277:1824-1827

brane Region Regulates the Biological and Catalytic Activities of Eph

Receptors. Mol Cell Biol 20:4791-4805 66. Miao H, Burnett E, Kinch M, Simon E, Wang B (2000) Activation of
52. Lee YC, Perren JR, Douglas EL, Raynor MP, Bartley MA, Bardy PG, E.phA2 kinase suppresses integrin fun(.:tlor.1 and causes focal-adhesion-

Stephenson SA (2005) Investigation of the expression of the EphB4 re- kinase dephosphorylation. Nat Cell Biol 2: 62-69

ceptor tyrosine kinase in prostate carcinoma. BMC Cancer 5:119 67. Carter N, Nakamoto T, Hirai H, Hunter T (2002) EphrinAl-induced
53. Lawrenson ID, Wimmer-Kleikamp SH, Lock P, Schoenwaelder SM, cytoskeletal re-organization requires FAK and pl30(cas). Nat Cell Biol

Down M, Boyd AW, Alewood PF, Lackmann M (2002) Ephrin-A5 in- 4. 565-573

duces rounding, blebbing and de-adhesion of EphA3-expressing 293T 68. Huynh-Do U, Stein E, Lane AA, Liu H, Cerretti DP, Daniel TO (1999)

and melanoma cells by Crkll and Rho-mediated signalling. J Cell Sci Surface densities of ephrin-Bl determine EphBl-coupled activation

115:1059-1072 of cell attachment through alphavbeta3 and alpha5betal integrins.
54. Walker-Daniels J, Hess AR, Hendrix MJ, Kinch MS (2003) Differential EMBO0J18:2165-2173

regulation of EphA2 in normal and malignant cells. Am J Pathol 162: 69.Gu C, Park S (2001) The EphA8 receptor regulates integrin activity

1037-1042 through pllOgamma phosphatidylinositol-3 kinase in a tyrosine Ki-
55. Elowe S, Holland SJ, Kulkami S, Pawson T (2001) Downregulation of nase activity-independent manner. Mol Cell Biol 21:4579-4597

the Ras-mitogen-activated protein kinase pathway by the EphB2 re- 70.Guo W, Giancotti FG (2004) Integrin signaling during tumor progres-

ceptor tyrosine kinase is required for ephrin-induced neurite retrac- sion. Nat Rev Mol Cell Biol 5: 816-826

tion. Mol Cell Biol 21: 7429-7441 71. Wheelock MJ, Shintani Y, Maeda M, Fukumoto Y, Johnson KR (2008)
56. Santiago A, Erickson CA (2002) Ephrin-B ligands play a dual role in Cadherin switching. J Cell Sci 121: 727-735

the control of neural crest cell migration. Development 129: 3621-3632 72. Yap AS, Brieher WM, Gumbiner BM (1997) Molecular and functional
57. Eberhart J, Barr J, O'Connell S, Flagg A, Swartz ME, Cramer KS, Tos- analysis of cadherin-based adherens junctions. Annu Rev Cell Dev

ney KW, Pasquale EB, Krull CE (2004) Ephrin-A5 exerts positive or Biol 13:119-146

inhibitory effects on distinct subsets of EphA4-positive motor neurons. 73.Zantek ND, Azimi M, Fedor-Chaiken M, Wang B, Brackenbury R

J Neurosci 24:1070-1078 Kinch MS (1999) E-cadherin regulates the function of the EphA2 re-
58. Ridley AJ, Hall A (1992) The small GTP-binding protein rho regulates ceptor tyrosine kinase. Cell Growth Differ 10: 629-638

the assembly of focal adhesions and actin stress fibers in response to 74. Winning RS, Scales JB, Sargent TD (1996) Disruption of cell adhesion

growth factors. Cell 70: 389-399 in Xenopus embryos by Pagliaccio, an Eph-class receptor tyrosine ki-
59.Ridley AJ, Paterson HF, Johnston CL, Diekmann D, Hall A (1992) The nase. Dev Biol 179: 309-319

small GTP-binding protein rac regulates growth factor-induced mem- 75.Jones TL, Chong LD, Kim J, Xu RH, Kung HF, Daar 10 (1998) Loss of

brane ruffling. Cell 70: 401-410 cell adhesion in Xenopus laevis embryos mediated by the cytoplasmic
60. Ridley AJ, Schwartz MA, Burridge K, Firtel RA, Ginsberg MH, Borisy domain of XLerk, an erythropoietin-producing hepatocellular ligand.

G, Parsons JT, Horwitz AR (2003) Cell migration: integrating signals Proc Natl Acad Sci USA 95:576-581

from front to back. Science 302:1704-1709 76. Hattori M, Osterfield M, Flanagan JG (2000) Regulated cleavage of a
61. Ridley AJ (2001) Rho GTPases and cell migration. J Cell Sci 114: 2713- contact-mediated axon repellent. Science 289:1360-1365

27122 77.Zimmer M, Palmer A, Kohler J, Klein R (2003) EphB-ephrinB bi-di-
62. Harbott LK, Marston DJ, Nobes CD (2004) Ephrin-regulated Contacty rectional endocytosis terminates adhesion allowing contact mediated

Repulsion of Growth Cones. W: Ridley AJ, Peckham M, Clark P (red) repulsion. Nat Cell Biol 5: 869-878

Cell Motility John Wiley & Sons, Ltd. str. 61-74
Role of ephrins in regulation of tumour cell migration

Ewa Wybieralska, Eliza Laczna, Zbigniew Madeja
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ABSTRACT

Eph receptors are the largest known subfamily of receptor tyrosine kinases. They interact with membrane-bound proteins called ephrins.
Recently, an increasing body of evidence shows that ephrins and Eph receptors are involved in pathological processes such as carcinogenesis.
Their upregulation in various types of tumors has been demonstrated, highlighting the correlation between this phenomenon and enhanced
tumor progression. An exponentially growing interest in their function has resulted in a considerably advanced understanding of the role of
ephrins in regulation of cell motility. This is relevant, since active migration is one of the critical cell feature in tumor invasion and metastasis.
Here, we summarize recent reports concerning mechanisms of Eph/ephrin signaling and its role in tumour cell migration. Ephrins can regulate
cell migration directly, by activation of cytoskeleton rearrangement, or indirectly by changes in cell-cell or cell-ECM adhesion. The relevance
of these processes in tumor invasion together with the involvement of ephrins in tumor angiogenesis creates Eph/ephrins pathway as a novel
target for cancer treatment.
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Regulacja migracji komoérek przez jony wapnia

STRESZCZENIE

igracja komoérek wymaga Scistej regulacji ogromnej liczby szlakéw przekazywania
M sygnatéw. Poruszajace sie komorki muszg zaréwno by¢ zdolne do koordynacji wielu
jednocze$nie zachodzacych proceséw biochemicznych, jak i reagowac na zmieniajgce sie wa-
runki zewnetrzne, a takze odpowiadac na sygnaty pochodzace z innych komérek. Jednym z
najbardziej uniwersalnych systeméw przekazywania informacji w organizmach zywych jest
wykorzystanie w tym celu zmiany stezenia wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie. Niniejszy
artykut omawia role wolnych jonéw wapnia w takich procesach warunkujacych zdolnos¢
komdérek do ruchu, jak kurczliwo$¢ aktomiozyny, zmiany sity adhezji do podtoza czy rearan-
zacja struktur cytoszkieletu. Opisuje tez, w jaki sposob zjawiska mechaniczne zwigzane z
ruchem komoérki moga prowadzi¢ do powstawania sygnatu wapniowego w cytoplazmie oraz
jaka role taki sygnat moze w komoérkach odgrywac.

WPROWADZENIE

Ruch to pojecie bardzo szerokie, zazwyczaj rozumiane jako zmiany ksztattu
lub potozenia obiektow w przestrzeni. Na potrzeby tego artykutu zaktada sie,
ze o ruchliwosci komoérek méwimy wtedy, gdy zmiana potozenia nastepuje ak-
tywnie, a nie w wyniku dziatania sit zewnetrznych. A wiec, fibroblast wedrujacy
przez sie¢ wiokien kolagenu jest komérka ruchliwg, natomiast erytrocyt niesiony
pradem krwi w naczyniu krwiono$nym nig nie jest. Nie sg tu omawiane procesy
zwigzane z transportem wewnatrzkomoérkowym, takie jak endo- i egzocytoza.
Zainteresowanych zapraszam do artykutéw Kasprowicz i wsp., Olchowik i Mig-
czynska oraz Krzeszowiec i Gabrys$ zamieszczonych w tym numerze ,,Postepow
Biochemii”

Komorki ruchliwe moga przemieszczaé sie wykorzystujac jeden z dwéch
podstawowych sposobéw lokomocji — petzajagc po powierzchni podtoza lub
swobodnie ptywajac w srodowisku wodnym. W niniejszym artykule ogranicze
sie do omoéwienia regulacji przez jony wapnia pierwszego z tych sposobow.

Ruch pojedynczej komorki jest zjawiskiem rownie skomplikowanym, jak
ruch catego organizmu. Ruchliwa komérka musi by¢ zdolna do przemieszczenia
masy swego ciata na odlegtosci czestokro¢ znacznie wieksze od swoich rozmia-
row, musi réwniez by¢ zdolna do reakcji na bodzce i w odpowiedzi na nie mody-
fikowac swoje zachowanie. Za zdolno$¢ do ruchu odpowiada przede wszystkim
cytoszkielet (o udziale cytoszkieletu w migracji komérek jest mowa w szeregu
artykutach w niniejszym numerze). Wbhrew nazwie —nie jest to jedynie bierny
sktadnik komorki petnigcy role podporowg. W rzeczywisto$ci — dzieki mozli-
wosci szybkiej przebudowy swoich struktur w odpowiedzi na bodzce —cytosz-
kielet generuje rowniez site umozliwiajgcg migracje. Obie te funkcje sa ze sobg
Scisle zwigzane.

Rola jonow wapnia (Ca2) jako przekaznika sygnatéw wynika z istnienia bar-
dzo duzej réznicy jego stezeh pomiedzy komorka a srodowisku zewnetrznym.
Stezenie wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie komorki wynosi okoto 100 nM,
podczas gdy w $rodowisku pozakomérkowym przekracza zwykle 2 mM. Ta
ogromna réznica w stezeniu tych jonéw wynika z istnienia wydajnych mechani-
zmoéw usuwania wolnych jondw wapnia z komorki. Jony wapnia w duzym ste-
zeniu sg cytotoksyczne. Efekt ten wynika z wigzania Ca2+z resztg fosforanowg
nukleotydéw, co prowadzi do powstawania nierozpuszczalnych hydroksyapa-
tytdw wapnia. Wydaje sie wiec, iz system przekazywania sygnatéw w komorce
z udziatem jonow wapnia jest ewolucyjnym skutkiem ubocznym unikania two-
rzenia jego nierozpuszczalnych soli w komérce. Obecnie, po uptywie miliardéw
lat, w komdrkach istnieje zaréwno duza liczba proceséw zaleznych od regulacji
poprzez wolne jony wapnia, jak i sposoby skutecznego utrzymywania home-
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Wykaz skrotéw: DOCK180 (ang. Dedicator of
Cytokinesis) — GEF o m. cz. 180 kDa dla Racl;
FAK (ang. Focal Adhesion Kinase) — kinaza
kontaktéw ogniskowych; GAP (ang. GTPase
Activating Protein) — biatko przy$pieszajace
hydrolize GTP; GEF (ang. Guanine Nucleotide
Exchange Factor) — czynnik wymiany nukle-
otydu guaninowego; h-CaD (ang. high molecu-
lar weight caldesmon) — kaldesmon o m. cz. 90
kDa; IP3 — 1,4,5-trifosforan inozytolu; 1-CaD
(ang. low molecular weight caldesmon) — kalde-
smon o m. cz. 60 kDa; MLC (ang. Myosin Light
Chain) — lekki tancuch miozyny; MLCK (ang.
Myosin Light Chain Kinase) — kinaza lekkich
tanicuchéw miozyny; MLCP (ang. Myosin Li-
ght-Clwin Phosphatase) — fosfataza lekkich tan-
cuchéw miozyny; PDGF (ang. Platelet-derived
growth factor) — czynnik wzrostu pochodzacy
z ptytek krwi; PIP2 —bisfosforan fosfatydylo-
inozytolu; PTK2 (ang. Protein Tyrosine Kinase
2) — homolg kinazy FAK; ROCK (ang. Rho-
associated coiled-coil containing protein kinase)
— kinaza zalezna od Rho; SERCA (ang. Sarco/
Endoplasmic Reticulum Calcium-ATPase) — AT-
Paza wapniowa siateczki sarkoplazmatycznej
($rédplazmatycznej); SOC (ang. Store-operated
Ca2+ channel) — kanat wapniowy aktywowa-
ny opréznieniem magazynéw wapniowych;
SOCE (ang. Store-operated Calcium Entry) —po-
jemnos$ciowy naptyw jonéw wapnia; TRP (ang.
Transient Receptor Potential) — biatko rodziny
TRP, tworzace kanaty jonowe; TRPC — biatko
rodziny TRP, aktywowane przez fosfolipaze C;
VEGF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor)
—czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego
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ostazy wapniowej w celu wykluczenia szkodliwych efek-
tow powodowanych przez podwyzszone stezenia tych jo-
noéw w komarce.

REGULACYJNA ROLA JONOW WAPNIA

WYTWARZANIE SILtY MECHANICZNEJ]

Do przemieszczania w przestrzeni kazdej masy niezhed-
na jest sita, a do jej generacji —energia. W komoérkach sita
generowana jest dzigki zamianie energii chemicznej, zgro-
madzonej w czasteczce ATP na site mechaniczna. Odbywa
sie to w wyniku hydrolizy ATP przez biatka zwane ATPa-
zami (aktywnos$¢ ATPazowa wykazuje miozyna oraz o wie-
le nizszg — czasteczka aktyny). Ruch komérki odbywa sie
gtownie dzieki dwom procesom zwigzanym z hydroliza
ATP. Jednym z nich jest przesuwanie sie¢ filamentow mio-
zynowych (grubych) wzgledem filamentéw aktynowych
(cienkich, mikrofilamentéw) prowadzgce do skurczu, a dru-
gim — proces polimeryzacji aktyny [1]. Z obu tych proce-
sow, to oddziatywanie filamentdw miozynowych z mikrofi-
lamentami jest kluczowym procesem odpowiedzialnym za
ruch komdérek, ajego regulacja jest zwigzana ze zmianami w
stezeniu wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie.

MOLEKULARNE MECHANIZMY REGULACII
ODDZIALYWANIA AKTYNY Z MIOZYNA

Miozyny, obecne we wszystkich komaérkach eukario-
tycznych, tworzg ogromng nadrodzine biatek, skiadajacg
sie od 14 [2] do 35 rodzin [3], w zaleznosci od zatozen przy-
jetych przez autorow klasyfikacji. Jednak to miozyna z ro-
dziny Il, zwana réwniez konwencjonalng z racji podobien-
stwa strukturalnego i funkcjonalnego do miozyn obecnych
w aparacie skurczu miesni, jest podstawowym biatkiem
odpowiadajagcym za generowanie sity [4]. Czasteczka mio-
zyny |l to heksamer ztozony z dwoch tancuchow ciezkich
0 masach czasteczkowych ok. 200 kDa i dwoch par tancu-
chow lekkich (MLC, ang. Myosin light chain) potgczonych
z tancuchami ciezkimi sitami niekowalencyjnymi. W wigk-
szosci przypadkow z kazdym tancuchem ciezkim zwigza-
ny jest tzw. jeden tafncuch regulujgcy (m. cz. ok. 20 kDa) i
jeden tancuch tzw. istotny (m. cz. 16-25 kDa). N-kofAcowa
cze$¢ tancucha ciezkiego tworzy globularng gtowke, za$
helikalna C-koncowa domena, zwana pateczka, jest za-
angazowana w tworzenie superhelisy z pateczkg drugie-
go tancucha ciezkiego (ang. coiled-coil). Pateczki miozyny
biorg udziat w tworzeniu filamentow miozynowych, w
ktorych czasteczki miozyny sa utozone antyrownolegle. W
gtéwce miozyny wyrdznia sie globularng domene moto-
ryczng, stanowigcg miejsca: wigzania i hydrolizy ATP oraz
wigzania aktyny, oraz helikalng szyjke, stanowigcg miej-
sce wigzania pary tancuchdéw lekkich. Zwigzanie czgstecz-
ki ATP w domenie motorycznej wywotuje w niej zmiany
konformacyjne prowadzace do oddysocjowania gtéwki z
mikrofilamentu, po czym wskutek hydrolizy ATP gene-
rujacej kolejne zmiany konformacyjne nastepuje ponowne
przytaczenie gtowki do mikrofilamentu, ale do nastepnego
protomeru aktyny. W tescie ruchliwosci in vitro ustalono,
ze krok roboczy (czyli odlegto$¢ na jakg miozyna przesuwa
filament aktynowy) dla gtéwki miozyny z migséni szkiele-
towych krélika wynosi ok. 10 nm. Nalezy podkresli¢, ze
hydroliza ATP przez czasteczke miozyny jest w sposob
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istotny (nawet do 500 razy) przyspieszana w obecnosci fi-
lamentéw aktynowych.

Mechanizmy regulacji oddziatywania miozyny z aktyng
(czesto uzywa sie terminu aktomiozyny) poprzez jony wap-
nia w miesniach poprzecznie pragzkowanych oraz w komar-
kach niemiesniowych i migsniach gtadkich sg rézne. W sys-
temach niemiesniowych (i miesniach gtadkich) podstawo-
wym mechanizmem regulacji jest fosforylacja lekkich tan-
cuchow regulujacych miozyny poprzez specyficzng kinaze
lekkich tancuchéw miozyny (MLCK ang. Myosin light chain
kinase) zalezng od jonéw wapnia i kalmoduliny. Nalezy tu
przypomnie¢, iz znaczacy udziat w odkryciu tego mechani-
zmu miata prof. Renata Dabrowska, o ktérej wspomnienie
znajduje sie w tym numerze ,,Postepow Biochemii". MLCK
jest rowniez obecna w miesniach poprzecznie pragzkowa-
nych, petni tam jedynie funkcje modulujgce. Natomiast klu-
czowym mechanizmem w tym typie miesni jest zalezna od
jondéw wapnia regulacja poprzez kompleks biatek filamentu
cienkiego —troponina-tropomiozyna.

MLCK foforyluje przede wszystkim reszte serynowg 19
tancucha regulujgcego, moze rowniez przytaczac grupe fos-
foranowg do reszty treoninowej 18 [5], MLCK to biatko o
m. cz. ok. 110 kDa, ktére staje sie aktywne po przytgczeniu
czterech czasteczek kalmoduliny ze zwigzanymi jonami
Ca2+ Fosforylacja tancucha lekkiego inicjuje zmiany konfor-
macyjne w czasteczce miozyny (monomerze i filamencie)
umozliwiajgc jej oddziatywanie z filamentem aktynowym
i w konsekwencji generacje ruchu. Mechanizm ten wydaje
sie by¢ powszechny w organizmach wielokomérkowych,
potwierdzono jego obecno$¢ w $luzowcu Dictyostelium di-
scoidcum. Nie wiadomo natomiast, czy wystepuje w organi-
zmach jednokomdérkowych. Dotychczasowe badania wska-
zuja raczej, iz aktywnos$¢ aktomiozyny regulowana jest tam
przede wszystkim przez fosforylacje ciezkiego tancucha
miozyny (zainteresowanych odsytam do pracy Kiopocka i
WSp. W niniejszym numerze czasopisma).

Regulacja poprzez jony wapnia aktywnos$ci aktomio-
zyny w komérkach ruchliwych to nie tylko regulowanie
aktywnosci ATPazowej aktomiozyny przez wzrost lub
spadek poziomu wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie.
Aktywnos$¢ ta znajduje sie réwniez pod kontrolg mecha-
nizmu regulacyjnego zaleznego od biatka G, RhoA, zwa-
nego rowniez mechanizmem sensytyzacji aktomiozyny na
sygnat wapniowy (Ryc. 1, [6]). RhoA nalezy do rodziny
biatek Rho, niewielkich biatek (m. cz. 20-40 kDa) wigza-
cych GTP, zwanych réwniez matymi GTPazami, cho¢ ich
aktywnos¢ GTPazowa jest w zasadzie znikoma. Za wy-
miane GTP na GDP (i odwrotnie) odpowiedzialne sg wy-
specjalizowane biatka GAP (ang. GTPase activating prote-
ins) i GEF (ang. Guanine nucleotide exchange factor). Biatka
GEF i GAP dla biatka Rho sg znacznie od niego wieksze,
np. u cztowieka m. cz. GEF2 to ok. 110 kDa, GAP — 170
kDa. Biatka Rho dziatajgc poprzez wiele biatek efektoro-
wych (aktywowanych wtadnie zwigzaniem biatka Rho)
uruchamiajg kaskady sygnatowe, stad tez czesto noszg
one nazwe przetgcznikow molekularnych (ang. molecu-
lar switches). Jednym z biatek efektorowych matego biat-
ka G RhoA jest kinaza zalezna od biatka Rho — ROCK
(ang. Rho-associated, coiled-coil containing kinase) o m. cz.
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Rycina 1. Schemat kaskady sygnatéw prowadzacych do aktywacji aktomiozyny.
Szczegbty w tekscie.

ok. 160 kDa. Aktywnos$¢ tej wtasnie kinazy jest gtdwnym
czynnikiem okre$lajgcym podatno$¢ aktomiozyny na
sygnat wapniowy w komdrce, mimo iz jony wapnia nie
wptywajg na aktywnos$é samej kinazy. Jak juz zostato wy-
zej powiedziane, aktywacja aktomiozyny zalezy od fosfo-
rylacji MLC, katalizowanej przez zalezng od kalmoduliny
i wapnia kinaze MLCK. Fosforylacja lekkich tancuchow
miozyny jest procesem odwracalnym, za ich defosfory-
lacje odpowiedzialna jest przede wszystkim specyficzna
fosfataza lekkich tancuchéw miozyny (MLCP, ang. Myosin
light-chain phosphatase). W wyniku jej dziatania (defosfory-
lacji tancuchéw) dochodzi do zahamowania aktywnosci
ATPazowej aktomiozyny, a wiec aktywacja aktomiozyny
wigze sie z niskg aktywnoscig MLCP, co mozna osiggna¢
poprzez dezaktywacje fosfatazy wskutek fosforylacji jed-
nej z jej podjednostek. Wykazano, ze aktywacja kinazy
ROCK w wyniku zwigzania RhoA prowadzi do fosfory-
lacji podjednostki wigzgcg miozyne fosfatazy MLCP, co w
konsekwencji powoduje inaktywacje MLCP i wzmozenie
efektu pobudzenia przez jony wapnia kinazy lekkich tan-
cuchow miozyny, i w rezultacie aktywacje aktomiozyny,
co przektada sie¢ na wzmozenie kurczliwo$ci komarki i jej
ruch (Ryc. 1) Co ciekawe, kinaza ROCK fosforyluje réw-
niez te same reszty aminokwasowe lekkich tancuchdéw
miozyny, co kinaza lekkich tancuchéw miozyny.

Komplementarno$¢ szlakow przekazywania sygnatow
przez RhoA ijony wapnia zostata doswiadczalnie udowod-
niona poprzez wykazanie, ze sygnat wapniowy pochodza-
cy z receptoréw nukleotydowych jest w stanie cze$ciowo
rekompensowac inaktywacje ROCK przez specyficzny inhi-
bitor tej kinazy Y-27632 [7],
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REGULACJA SKURCZU AKTOMIOZYNY
PRZEZ JONY WAPNIA IN VIVO

W 1999 r. grupa Lee pokazata po raz pierwszy sponta-
niczne pojawianie sie sygnatu wapniowego w ruchliwej ko-
marce keratynocytow ryby (komoérek odpowiedzialnych za
tworzenie tusek) [8]. Sygnat ten byt hamowany przez inku-
bacje komoérek w roztworze gadolinu (Gd3#, ktdry hamuje
aktywno$¢ kanatéw wapniowych zaleznych od napreze-
nia, obecnych w btonie komérkowej [9,10]. Ta obserwacja
wskazywata na istnienie dodatniego sprzezenia zwrotnego
miedzy sygnatem wapniowym, naprezeniami w cytoszkie-
lecie i powodujgcym je skurczem aktomiozyny. Zalezno$é
miedzy wzrastajgcym stezeniem wolnych jonéw wapnia
w cytoplazmie a zwiekszajaca sie sitg naprezen w komorce
zostata doktadniej pokazana w kolejnej publikacji tej grupy
[11], Cykl: wzrost naprezen —sygnatl wapniowy — dalszy
wzrost naprezen nie trwa jednak w nieskoriczonos¢, konczy
go odklejenie sie komorki od podtoza, o czym bedzie mowa
w dalszej czesci tego artykutu.

Badania aktywnos$ci MLCK bezposrednio w ruchliwych
komérkach PTK-2 (komorki nabtonka szczuroskoczkéw) po-
zwolity okredli¢, ze jest ona najwyzsza we frontalnej czesci ko-
moérek, natomiast efekt jej aktywnosci, ufosforylowane lekkie
tancuchy miozyny, byt najbardziej widoczny wzdtuz aktyw-
nych wiokien naprezeniowych (ang. stressfibers), sktadajacych
sie gtownie z mikrofilamentéw i zwigzanych z nimi filamen-
téw miozyny [12], Wynik ten uzyskano uzywajac sondy mole-
kularnej sktadajacej sie z MLCK potaczonej z dwoma biatkami
fluorescencyjnymi: $wiecacego na zielono GFP i Swiecacego na
niebiesko BFP. W normalnych warunkach dochodzi do trans-
feru energii pomiedzy fluoroforami i w odpowiedzi na wzbu-
dzenie BFP sonda odpowiadata emisjg fotonu Swiatta zielone-
go, charakterystycznego dla GFP. Po zwigzaniu kalmoduliny,
dochodzi do zmian konformacyjnych w czasteczce MLCK, co
powoduje odsuniecie sie od siebie biatek fluorescencyjnych i
w konsekwencji nie nastepuje pomiedzy nimi transfer energii.
O ile spodziewano sie takiego wyniku dla wtdkien napreze-
niowych, odpowiadajgcych za generacje sit mechanicznych
powstajacych w migrujacej komoérce [13,14], to obserwacje
dotyczace czesdci frontalnej (a zwtaszcza lamellipodium) byty
zaskoczeniem. Uwaza sie (i sg na to liczne dowody), ze w
przypadku wiekszosci komoérek za wysuwanie aktywnego
frontu odpowiada polimeryzacja samej aktyny, a nie kurczli-
wos¢ aktomiozyny. Prébe wytlumaczenia tej obserwacji do-
starcza publikacja Wei i wsp. [15], w ktorej autorzy pokazujgca
pojawianie sie w wysuwanym lamellipodium fibroblastow
z ptodow ludzkich (WI-38) tzw. ,rozbtyskow wapniowych"
(ang. calcium flickers), czyli krétkotrwatych (ponizej sekundy)
lokalnych wyrzutéw wolnych jonéw wapnia do cytoplazmy
(zrédtem jonow wapnia sa tu prawdopodobnie otwierajgce sie
kanaty jonowe w blonie komoérkowej, cho¢ autorzy nie badali
pochodzenia sygnatu wapniowego). Ich pojawianie si¢ moze
by¢ przyczyng obecnosci aktywnej MLCK we frontalnej czesci
komérki, ktéra moze inicjowac rekrutacje biatek cytoszkieletu
w kierunku postepujacego frontu.

WPLYW WOLNYCH JONOW WAPNIA
NA ADHEZJE KOMORKI

Wspomniane wyzej wytwarzanie znacznych naprezen
przez kurczacy sie cytoszkielet aktynowy moze wydawacé
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sie dziwne w zestawieniu z obserwacjami, iz za przesuw
frontu komorki odpowiada gtownie polimeryzacja samej
aktyny. Na fakt, ze naprezenia cytoszkieletu nie sg zwigza-
ne bezposrednio z samym przemieszczaniem sie komarki
wskazuja réwniez obserwacje, ze kierunek powstawania
naprezen wywotanych przez aktomiozyne wcale nie musi
by¢ zgodny z kierunkiem ruchu. W rybich keratynocytach,
jednym z powszechnie stosowanych modeli komorek ru-
chliwych, kierunek ten jest prostopadty do kierunku ruchu,
a powstawanie naprezen nie jest niezbedne do przemiesz-
czania sie komorki [16]. Wydaje sie, ze rola kurczliwosci
aktomiozyny polega tu raczej na regulacji odrywania tylnej
czesci komérki od poditoza [8] oraz umozliwieniu zmiany
kierunku ruchu [17].

Obecnos¢ witokien naprezeniowych w komdrkach jest
bezposrednio zwigzana ze sposobem, w jaki ruchliwe ko-
morki przylegajg do podfoza. Juz Archimedes, badajgc me-
chanike, stwierdzit: dajcie mi punkt oparcia, a porusze Zie-
mie. Jesli zatem komorka ma sie przemiesci¢, to musi istnieé
punkt(y) podparcia dla napedzajacych jg sit. W przypadku
komorek petzajacych jest nim podioze, a sita naprezen po-
miedzy podtozem acytoszkieletem przekazywana jest przez
wyspecjalizowane struktury adhezyjne. Struktury te zajmu-
ja tylko cze$¢ brzusznej (wentralnej) powierzchni komorki
(Ryc. 2), powstajg we frontalnej czesci komérki, podczas jej
ruchu dojrzewaja, przesuwajac sie wzdtuz jej wentralnej po-
wierzchni i ostatecznie dochodzi do ich dezintegracji w cze-
sci tylnej [18], Proces ten jest regulowany przez dwa czynni-
ki: zmiany stezenia wolnych jondw wapnia w cytoplazmie i
site naprezen cytoszkieletu.

Poczatkowo, niedojrzate struktury adhezyjne powsta-
ja i zanikajg w wysuwanym lamellipodium komdrki. Ich
powstawanie wydaje sie zalezne od matego biatka G Rac
oraz fosforylacji biatka adaptorowego paksyliny (m. cz.
ok. 120 kDa) i nie jest bezposrednio zwiazane z sygnatem
wapniowym [19], Cze$¢ z tych struktur rozpada sie, pozo-
state za$ tworzg kontakty zogniskowane (ogniska kontak-
towe, ang.focal adhesion contacts), co wigze sie ze stopniowg
zmiang ich sktadu biatkowego, w tym zwigzanych z nimi
biatek filamentéw aktynowych. Pojawia sie a-aktynina [20],
co skutkuje tworzeniem sie wigzek (,,kabli") mikrofilamen-
téw, a nastepnie miozyna Il [21,22], a wowczas wigzki stajg
sie wtdknami naprezeniowymi, zdolnymi do generacji sity
mechanicznej.

Powstawanie widkien naprezeniowych, jest procesem
rownoleglym do tworzenia dojrzatych kontaktéw zo-
gniskowanych, wielkich i ztozonych kompleksow bial-
kowych o rozmiarach osiggajacych powyzej 1 pm, ktore
taczg wiokna naprezeniowe z integrynami w btonie ko-
morkowej i w rezultacie z macierza pozakomdérkowsa [23].
Wykazano, ze do prawidtowego powstawania kontaktow
zogniskowanych niezbedna jest sita mechaniczna, genero-
wana przez miozyne Il [24], Sygnat wapniowy prowadzg-
cy do umacniania struktur cytoszkieletu, jakimi sg wtokna
naprezeniowe, sprzyja tez rozwojowi struktur adhezyj-
nych w komérce. Powstanie kontaktéw zogniskowanych
zwigzane jest rdwniez z aktywacjg obecnej w nich kinazy
tyrozynowej FAK (ang. focal adhesion kinase, znanej takze
jako PTK2, ang. protein tyrosine kinase 2), zachowanego w
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Rycina 2. Obraz komérki glejaka C6 uzyskany technikg odbiciowej mikroskopii
interferencyjnej (IRM, ang. Interference Reflection Microscopy). Ciemniejsze plamy
(z64te strzatki) to obszary komoérki, w ktérych btona komérkowa przylega do
szkta, na ktérym hodowano komérki.

ewolucji biatka o m. cz. ok. 125 kDa [25], Aktywna kinaza
FAK z kolei moze fosforylowaé biatko DOCK180 (ang. de-
dicator of cytokinesis), ktdre jest aktywatorem (GEF) biatka
Rac, inicjujgcego procesy powstawania lamellipodium, iw
konsekwencji — szybkiego wysuwania frontu poruszaja-
cej sie komorki [26], A zatem sygnat wapniowy, poprzez
aktywacje aktomiozyny, moze dziata¢ na wiele elementow
maszynerii ruchowej.

Nie jest to jednak jedyna droga, jakg wolne jony wapnia
moga oddziatywac na adhezje komorki do podtoza. Pierw-
sze doniesienie pokazujgce bezposrednig zalezno$¢ ruchu
komorek tkankowych od sygnatu wapniowego dotyczyto
roli wolnych jonéw wapnia nie w tworzeniu struktur adhe-
zyjnych, aw odrywaniu od podtoza tylnej czesci ciata przez
wedrujacg komorke [8]. Wykazano, ze do oderwania znaj-
dujacych sie w tylnej czesci komérki kontaktéw z podtozem
niezbedna jest aktywacja aktomiozyny [27]. Postulat, ze to
kurczliwos$¢ prowadzi do oderwania kontaktow stoi jednak
w sprzecznosci z tezg, iz naprezenia mechaniczne prowadza
do wzmacniania tych kontaktéw. Co wiecej, komorki takie
jak monocyty, w ktérych nie powstajg witokna naprezenio-
we, rdwniez odpowiadajg na sygnat wapniowy ostabieniem
adhezji do podtoza [17],

O tym, ze w przedstawionej koncepcji brakuje co naj-
mniej jednego elementu Swiadczg badania z wykorzysta-
niem jonéw Gd3+Gdy jony Gd3+zostana podane lokalnie
w poblize btony komdrkowej przy uzyciu mikropipety,
to efekt wywotanego przez nie hamowania kanatéw wap-
niowych zaleznych od naprezen jest znacznie silniejszy
jesli zrobi sie to we frontalnej strefie komaérki, niz w jej
czesci tylnej [28]. Skoro w czesci przedniej nie ma generu-
jacych naprezenia widkien, to musi istnie¢ drugi zalezny
od jondéw wapnia mechanizm odpowiadajacy za regulacje
adhezji komorek do podtoza.
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Wydaje sie, iz mechanizmem tym jest selektywna pro-
teoliza przez zalezne od jondw wapnia proteazy z grupy
kalpain. Powszechnie wystepujace kalpainy to: kalpaina
1 (znana réwniez jako m-kalpaina) oraz kalpaina 2 (czesto
nazywana p-kalpaing). Sg to heterodimery, sktadajace sie z
duzej podjednostki katalitycznej (m. cz. ok. 80 kDa) i matej,
regulatorowej (m. cz. ok. 28 kDa). W czasteczkach obu kal-
pain, 12, wystepuje wspolna podjednostka regulatorowa,
kodowana przez gen Capn4. Czasteczki kalpain réznig sie
podjednostkami katalitycznymi, kodowanymi odpowied-
nio przez geny: Capnl dla kalpainy 1 i Capn2 dla kalpainy 2
[29], Okazuje sig, ze aktywnos$¢ obu kalpain jest niezbedna
do wzmacniania struktury cytoszkieletu ruchliwych komo-
rek w reakcji na stres mechaniczny itworzenia nowych kon-
taktow z podtozem [30]. Co ciekawe, podczas doSwiadczen,
w ktorych ,wytgczono" aktywno$¢ poszczegolnych kalpain
przy uzyciu techniki siRNA, okazato sie, ze tylko wspdélna
podjednostka regulatorowa wptywata na powstawanie na-
prezen w podtozu, co wskazuje, ze kalpainy moga tu dzia-
ta¢ zamiennie. Biorgc pod uwage proteolityczng aktywnosé
tych enzymoéw, spodziewano sie, ze kalpainy bedg mogty
uczestniczy¢ w dezintegracji kontaktow zogniskowanych,
niezbednej miedzy innymi do wycofywania tylnej czesci
ruchomej komdérki. Potwierdzity to badania, w ktérych do
fibroblastéw szczura NIH 3T3 wprowadzano drogga trans-
fekcji cDNA taliny, biatka o m. cz. ok. 270 kDa, tgczgcego
integryny z aktyng. Okazato sie, ze komorki produkujace
zmutowang taling, niewrazliwg na dziatanie kalpainy, sg
niezdolne do oderwania kontaktéw zogniskowanych od
podtoza [31]. Zalezna od p-kalpainy proteoliza integryny
(3 jest rdwniez niezbedna do tworzenia wczesnych kom-
plekséw adhezyjnych i wzmaga aktywacje Rac w aktyw-
nych frontach ruchomych komérek [32]. Réwniez w oste-
oklastach wykazano, ze to wolne jony wapnia pochodzace
z wewnatrzkomdérkowych magazynéw wapnia i uwalniane
z nich poprzez aktywacje receptora IP3 sg konieczne do ak-
tywacji p-kalpainy i dopiero ta aktywacja prowadzi do ge-
neracji ruchu [33],

INNE BIALKA WIAZACE JONY WAPNIA
ZAANGAZOWANE W REGULACJE RUCHU KOMORKI

Kaldesmon

Jest biatkiem wigzacym filamenty aktynowe iregulowa-
nym przez jony wapnia za posrednictwem kalmoduliny.
Biatko wykryto poczatkowo w miesniach gtadkich (m. in.
przez wspomniang juz prof. Renate Dabrowska), gdzie w
spos6b zalezny od jonéw wapnia reguluje oddziatywanie
aktyny z miozyng. Kaldesmon wystepuje w dwdch for-
mach, powstajagcych na skutek alternatywnego sktadania
jednego genu: obecny gtdwnie w miesniach gtadkich h-CaD
(ang. high molecular weight caldesmon) o m. cz. ok. 90 kDa i
wystepujacy powszechnie 1-Cad (ang. low molecular weight
caldesmon) 0 m. cz. ok. 60 kDa [34], W nieobecnosci jonow
wapnia h-CaD blokuje oddziatywanie aktyny z miozyna,
regulujac w ten sposéb kurczliwo$¢ miesni gtadkich, nato-
miast 1-CaD nie wptywa na to oddziatywanie. Wydaje sie on
mie¢ wptyw stabilizujgcy na mikrofilamenty, a jego aktyw-
no$¢ zmienia sie w cyklu komoérkowym w wyniku fosfory-
lacji, co koreluje z wystepowaniem lub zanikiem witdkien
naprezeniowych [35], To, jaka jest rola wigzania jonow wap-
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nia przez kompleks 1-CaD-kalmodulina w regulacji ruchu
komorek, wcigz pozostaje niejasne.

Zelsolina

Biatko 0 masie 82-84 kDa, wykazujace zdolno$¢ do zalez-
nej od jondw wapnia fragmentacji filamentow aktynowych.
Pod wptywem wzrostu stezenia jondw wapnia osiggajacych
stezenie mikromolowe, zelsolina przecina mikrofilament i
pozostaje na nowopowstatym koncu kolczastym (dodat-
nim), petnigc funkcje biatka nakrywajgcego (ang. capping
protein), dopdki stezenie wolnych jonéw wapnia nie spadnie
do poziomu spoczynkowego [36]. Zelsolina wigze sie row-
niez z bisforanem fosfatydylo-inozytolu (PIP2, ang. phospha-
tidylinositol bisphosphate). Jeden z rodzajow PIP2, 4,5-bisfos-
foran fosfatydylo-inozytolu jest substratem dla fosfolipazy,
w wyniku dziatania ktorej powstaje 1,4,5-trifosforan inozy-
tolu (IP3, ang. inositol 1,4,5-trisphosphate). IP3 jest wtérnym
przekaznikiem sygnatu prowadzacym do powstawania
odpowiedzi wapniowej na skutek pobudzenia receptoréw
zwigzanych z heterotrimerycznym biatkiem G. Pobudzenie
tych receptoréw prowadzi do aktywacji fosfolipazy i zu-
zywania PIP2 zawartego w btonie komorkowej, co z kolei
ostabia wigzanie zelsoliny z btong i zwieksza w ten sposdb
jej stezenie w cytoplazmie. Podobng, posrednig zaleznos¢
od powstawania metabotropowego sygnatu wapniowego
(wywotanego pobudzeniem receptorow btonowych, ktére-
mu nie towarzyszy otwieranie kanatdw jonowych w btonie
plazmatycznej) wykazuje inne biatko fragmentujgce fila-
menty aktynowe, kofilina [37].

ZRODLEO SYGNALU WAPNIOWEGO

Spontaniczne okresy wzrostu stezenia wolnych jo-
néw wapnia w cytoplazmie migrujagcych komérek sg po-
wszechnie obserwowane. W pracach grupy Lee [8] oraz
Pletjushkiny i wsp. [38] postuluje sie aktywacje kanatow
wapniowych zaleznych od naprezen jako zrédto sygnatu
wapniowego w cytoplazmie. Potwierdzenie tej tezy stano-
wi kolejna praca grupy Lee [11], w ktérej wykazano zwig-
zek pomiedzy powstawaniem naprezen przenoszonych z
elementdw cytoszkieletu na podtoze, a pojawieniem sie
sygnatu wapniowego. Prosty model, w ktérym narastajgce
naprezenie cytoszkieletu prowadzi do otwarcia kanatéw
zaleznych od naprezenia w btonie, a to z kolei do powsta-
nia sygnatu wapniowego jest jednak obarczony szeregiem
niedoskonato$ci. Mimo iz obecno$¢ w btonie komorkowej
kanatow zaleznych od naprezen postuluje sie od dawna
[9], to wciaz nieznana jest tozsamo$¢ molekularna tych
kanatéw. Wiadomo, ze w odpowiedzi na naprezenie po-
wierzchni komérki pojawia sie prad jonowy w poprzek
btony (czyli musza otwierac sie kanaty jonowe), hamowa-
ny przez dodanie jonéw gadolinu do $rodowiska. Nie wia-
domo jednak, jakie biatko tworzy te hipotetyczne kanaty.
Istnieje jedynie szereg biatek podejrzewanych o petnienie
tej funkcji. Nalezg one do duzej i zréznicowanej nadro-
dziny biatek transbtonowych, zwanej TRP (ang. Transient
Receptor Potential), wykazujacych charakterystyczne prze-
wodnictwo stwierdzone metodami elektrochemicznymi,
tworzacych tetrameryczne kanatly jonowe w btonie komor-
kowej. Biatka TRP, kodowane przez co najmniej 33 geny,
tworzg nadrodzine sktadajacg sie z 7 rodzin [39],
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Drugim bardzo powaznym problem spdjnosci tej hipote-
zy jest to, ze powstawanie sygnatu wapniowego zaleznego
od naprezenia zdaje sie by¢ oparte o mechanizm wykorzy-
stujacy siateczke srddplazmatyczng jako Zrodto wolnych jo-
now wapnia. Lee iwsp. wykazali w badaniach ameboidalnej
formy $luzowca Dictyostelium [40], ze uzycie tapsigarginy,
inhibitora pompy SERCA (ang. Sarco/Endoplasmic Reticulum
Calcium-ATPase) hamuje pojawianie sie sygnatu wapniowe-
go zaleznego od naprezen. SERCA jest ATPazg wapniowg
przenoszacga jony wapnia z cytoplazmy do cystern siateczki
$rédplazmatycznej. Zahamowanie jej aktywnosci prowadzi
do opréznienia tego waznego magazynu wewngtrzkomar-
kowych jonéw wapnia. Wykazano takze, ze mutanty Dic-
tyostelium iplA’ (linia komoérkowa HM1038) nie sg w stanie
wytworzy¢ takiego sygnatu. Gen iplA odpowiada u Dicty-
ostelium za synteze homologu receptora IP3 (IP.R). Jego brak
rowniez upos$ledza przekazywanie sygnatu od receptoréow
btonowych zwigzanych z heterotrimerycznym biatkiem G
do magazynu wapniowego, jakim jest siateczka $rddpla-
zmatyczna. Nie jest to jednak proces bezposredni, ale wyma-
gajacy aktywnosci fosfolipazy, ktérej produktem jest 1,4,5-
trifosforan inozytolu, wigzacy sie z receptorem IP3 i za jego
posrednictwem wywotujacy sygnat wapniowy. Zrddiem
wolnych jonéw wapnia nie jest jednak wowczas przestrzen
zewnatrzkomorkowa, jak w przypadku kanatéw zaleznych
od naprezenia, ale siateczka $réddplazmatyczna. Rowniez
»,rozbtyski wapniowe" opisywane przez Wei i wsp. [15], za-
nikaty po inkubacji komérek w obecnosci tapsigarginy oraz
ksestosponginy C (inhibitora receptoréw IP3, wywotujgce-
go podobny efekt do mutacji iplA w Dictyostelium). Obie te
obserwacje wskazywatyby na siateczke srédplazmatyczng
jako zrodto wolnych jonéw wapnia w powstawaniu sponta-
nicznych sygnatéw wapniowych komorek ruchliwych. Nie
jest to jednak zgodne z wrazliwo$cig powstawania sygnatu
wapniowego na obecnos$¢ jonéw gadolinu w przestrzeni po-
zakomérkowej, co wskazuje raczej na bezposredni naptyw
jonow wapnia z zewnatrz komorki przez wyraznie wyod-
rebniong klase kanatdw.

Sytuacje dodatkowo komplikuje fakt, ze biatka grupy
TRP sg podejrzewane o udziat nie tylko w naptywie wapnia
zaleznym od naprezen. Ot6z wykazano, ze TRPC1, ktorego
podjednostki majg m. cz. ok. 80 kDa, tworzacy kanaty za-
lezne od naprezen w wielu rodzajach komérek kregowcow
[41], moze réwniez uczestniczy¢ w zjawisku pojemnoscio-
wego naptywu jonéw wapnia (SOCE, ang. Store Operated
Calcium Entry) [42]. Pojemno$ciowy naptyw wapnia jest
procesem dwuetapowym, w ktérym uwolnienie wolnego
wapnia z magazynow siateczki srédplazmatycznej prowa-
dzi do ich opréznienia, co z kolei powoduje naptyw wol-
nych jonéw wapnia ze srodowiska zewngtrzkomorkowego
przez tak zwane kanaty pojemnosciowe (SOC, ang. Store-
operated channels) [43]. Naptyw pojemnos$ciowy musi jednak
by¢ wywotany czynnikiem prowadzacym do powstawania
1,4,5-trifosforanu inozytolu na skutek aktywnosci fosfolipa-
zy. Paradoks polegajacy na tym, ze pojedyncze biatko TRP
wydaje sie uczestniczy¢ w dwoch tak réznych procesach,
jak pojemnosciowy naptyw wapnia i dziatanie kanatéw
zaleznych od naprezen, moze wynika¢ ze zdolnosci biatek
TRP do tworzenia heterotetramerdw, ztozonych z wiecej niz
jednego biatka nalezacego do rodziny TRP [44,45].
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Obserwacje takie, jak wrazliwo$¢ powstawania sygna-
tu wapniowego na inhibitor receptoréow IP3, wskazuja, ze
»,rozbtyski wapniowe" mogg by¢ formg pojemnosciowego
naptywu wapnia do komarki [46]. W przypadku komoérek
ruchliwych, szczeg6lng role odgrywaja tu sygnaty pocho-
dzace od czynnikéw wzrostu, takich jak VEGF (ang. Vascu-
lar Endothelial Growth Factor, czynnik wzrostu $rédbtonka
naczyniowego), PDGF (ang. Platelet-derived growth factor,
czynnik wzrostu pochodzacy z ptytek krwi) i inne czynni-
ki wzrostu zwigzane z pobudzeniem receptorowych kinaz
tyrozynowych. Kinazy te zaangazowane sg w liczne proce-
sy chemotaksji, czyli kierunkowego poruszania sie komo-
rek w gradientach chemicznych [47]. Droga wywotywania
przez nie sygnatu wapniowego jest juz w zasadzie poznana,
a szczeg6towe dyskutowanie tej, niezwykle ztozonej kwe-
stii dalece wykracza poza ramy tego artykuty. Receptory te
wywotujg sygnat wapniowy zalezny od fosfolipazy Cy oraz
I1P3 [48,49].

Jeszcze wiecej niejasnosci w zrozumieniu mechanizmu
powstawania sygnatu wapniowego w komérkach ruchli-
wych wprowadza drugi etap generowania pojemnoscio-
wego sygnatu wapniowego, a mianowicie naptyw jonow
wapnia ze $rodowiska zewnetrznego po opréznieniu ma-
gazynow wapniowych siateczki srédplazmatycznej. Wsrod
podstawowych kandydatéw na biatka mogace tworzyé ka-
naty SOC typowane sg bowiem, podobnie jak w przypadku
kanatéw zaleznych od naprezen, biatka TRP [50]. Obser-
wacje te sg jednak niesp6jne z hipoteza o roli biatek TRP
w tworzeniu kanatéw wrazliwych na naprezenia. Uzyskane
dane o biatkach TRP wskazujg bowiem, ze tworzone przez
nie kanaty moga by¢ blokowane przez jony gadolinu, na-
tomiast ich aktywno$¢ nie jest woéwczas zalezna od stopnia
opréznienia magazynéw wapniowych w siateczce $rédpla-
zmatycznej [51,52]. Sugestie, ze kanaty ztozone z biatek TRP
sg heterotetramerami utrudniajg znacznie potwierdzenie
przez selektywne blokowanie syntezy pojedynczych biatek
TRP ich roli w naptywie jonéw wapnia do cytoplazmy mi-
grujacych komérek.

PODSUMOWANIE

Artykut ten porusza jedynie te cze$¢ zagadnien zwigza-
nych z wapniowg regulacjg ruchu komarek, ktéra wydaje
sie by¢ uniwersalna. Pamieta¢ nalezy, ze kazda ruchliwa
komdrka zyje i funkcjonuje w swoim wiasnym mikrosro-
dowisku. Inne wyzwania stojg przed komorkami uktadu
odpornosciowego, ktére muszag by¢ zdolne do opuszcze-
nia naczynia krwionos$nego i dotarcia do miejsca infekcji, a
inne przed fibroblastem budujacym tkanke tgczng. Mimo,
ze komorki réznig sie sposobem ruchu, to opisane powyzej
mechanizmy sygnalizacji wapniowej znajdziemy w prawie
kazdej migrujacej komaérce.

Wiele elementow wapniowej regulacji ruchu pozosta-
je wcigz nieznanych, jednakze postep w badaniach nad
tym zagadnieniem, jaki dokonat sie w ostatnich latach jest
ogromny. Jest to gtéwnie zastuga rozwoju metod mikrosko-
powych, pozwalajacych na coraz doktadniejszg, bezposred-
nig (przyzyciowg) obserwacje sygnatu wapniowego w cyto-
plazmie, a takze pojawieniem sie mozliwosci selektywnego
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blokowania syntezy okre$lonych biatek technika siRNA, co
pozwala znacznie tatwiej ustali¢ role poszczeg6lnych biatek

w

migracji komaérek.
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ABSTRACT

Cell migration is a phenomenon requiring close regulation of numerous biochemical processes. Motile cells have to orchestrate countless
symultanous biochemical pathways as well as properly react to change in environment, and respond to stimuli generated by other cells. One
of the most universal ways of subcellular information transmission is a system based on changes in concentration of cytoplasmic free calcium
ion. The article summarizes the current knowledge on the role of calcium signalling in regulation of the processes indispensable of cell mi-
gration such as actomyosin contractility, cell adhesion and cytoskeleton dynamics. The possible influence of mechanical effects of cell motility

on emerging of calcium signal is also discussed.
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Biatka efektorowe GTPazy Rab5 w
regulacji endocytozy i przekazywania
syghatow wewnatrzkomdérkowych

STRESZCZENIE

TPaza Rab5 jest wielofunkcyjnym biatkiem regulujacym wczesne etapy endocytozy,
Ga réznorodnos¢ jej funkcji wynika z oddziatywan z licznymi biatkami efektorowy-
mi, takimi jak: Rabaptyna-5/Rabex-5, EEAL, kinazy 3-fosfatydyloinozytolu hVPS34-pl50 i
pllop-p85a, fosfatazy 4- i 5- fosfatydyloinozytolu, Rabenozyna-5/hVVPS45, Rabankyryna-5,
Huntingtyna-HAP40, APPL1 i APPL2. Biatka te specyficznie wigza aktywna forme Rab5,
regulujac procesy dokowania i fuzji bton endosomalnych, ruchu endosoméw oraz przeka-
zywania sygnatéw wewngtrzkomoérkowych. Scharakteryzowanie mechanizméw molekular-
nych odpowiedzialnych za oddziatywanie biatek efektorowych Rab5 z btonami wczesnych
endosomoéw, wykazato m. in. kluczowe znaczenie fosfatydyloinozytolo-3-fosforanu (PI(3)P)
w tym procesie. Przyczynito sie to do sformutowania koncepcji tzw. domen biatek Rab jako
modutéw budujgcych btony endosoméw, nadajacych tym organellom ich tozsamos$¢ bioche-
miczng i funkcjonalng. Z kolei badania biatek efektorowych APPL1 i APPL2 wskazujg na
role Rab5 w skoordynowanej regulacji proceséw endocytozy i wewngtrzkomadrkowego prze-
kazywania sygnatow.

GTPazy TYPU RAB | MECHANIZMY ICH DZIALANIA

Jedng z kluczowych grup biatek regulujgcych rozliczne aspekty procesow
transportu wewngatrzkomaérkowego, ruchu komorek oraz przekazywania sy-
gnatow sg mate GTPazy nalezace do nadrodziny Ras (ang. small GTPases of the
Ras superfamily), obejmujace rodziny Ras, Rho, Rab, Arf i Ran [1], Najliczniejsza
grupe sposrod nich stanowig biatka Rab (u cztowieka liczy ona 60 cztonkéw),
ktore regulujg poszczeg6lne etapy wydzielania (egzocytozy) i endocytozy we
wszystkich komdrkach eukariotycznych [2,3],

Podobnie do innych GTPaz, biatka Rab majg zdoIno$¢ wiazania nukleotyddw
guaninowych i hydrolizy GTP, jednakze szybko$é samoistnej wymiany nukle-
otydéw (GDP na GTP) oraz hydrolizy GTP jest w przypadku biatek Rab bardzo
niska i w zwiagzku z tym moga one istnie¢ w dwoch stabilnych konformacjach:
aktywnej po zwigzaniu GTP i nieaktywnej w kompleksie z GDP [4]. Oscylu-
jac pomiedzy tymi dwoma stanami, biatka Rab odgrywaja role ,,molekularnych
przetacznikow" (ang. molecular switches) w procesach wydzielania i endocytozy.
Znane sg dwa typy biatek regulatorowych utatwiajgcych biatkom Rab przybra-
nie odpowiedniej konformacji. Sg to czynniki przyspieszajgce wymiane nukle-
otydu (GEF, ang. guanine nucleotide exchange factor), ktdre utatwiajg dysocjacje
GDP i zwigzanie GTP i w ten sposob aktywuja Rab, oraz biatka zwigkszajgce
aktywnos$¢ GTPazowa (GAP, ang. GTPase-activating protein), ktére przyspieszajg
hydrolize GTP i inaktywujg biatka Rab [5] (Ryc. 1).

O .. biatka efektorowe

=

cvtoplazma

Aktywacja
odpowiednich
proceséw,
np. fuzji bton

btona organellum

Rycina 1. Schemat dziatania GTPaz typu Rab. Biatka Rab w stanie nieaktywnym sg dostarczane z cytosolu do
bton organelli oraz usuwane z nich za posrednictwem biatka opiekuriczego GDI. Na powierzchni bton biatka
Rab podlegajg cyklom aktywacji i inaktywacji wynikajacym z wiazania i hydrolizy nukleotydéw guanino-
wych, katalizowanych odpowiednio przez czynniki typu GEF i GAP. Jedynie w formie aktywnej zwigzanej
z GTP, GTPazy Rab oddziatujg z biatkami efektorowymi na powierzchni bton organelli wewnatrzkomarko-
wych i aktywuja regulowane przez siebie procesy, np. fuzje bton.
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APPL

Wykaz skrotow: GAP (ang. GTPase-activating
protein) — biatko zwiekszajace aktywnosé
GTPazowg; GDI (ang. GDP dissociation inhibi-
tor) — inhibitor dysocjacji GDP (biatko opie-
kuricze); GEF (ang. guanine nucleotide exchange
factor) — czynnik przyspieszajacy wymiane
nukleotydu guaninowego; EGF (ang. epidermal
growthfactor) — naskérkowy czynnik wzrostu;
kinaza P13 —kinaza 3-fosfatydyloinozytolu; Pl
— fosfatydyloinozytol, PI(3)P — fosfatydylo-
inozytolo-3-fosforan; PI1(3,4)P, — fosfatydylo-
inozytolo-3,4-dwufosforan; P1(3,4,5)P3 —fosfa-
tydyloinozytolo-3,4,5-tr6jfosforan; TGF-(3 (ang.
transforming growth factor (3) — transformujacy
czynnik wzrostu p
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zmy Ruchéw Komérkowych (Mobilitas.pl)”
uzyskanych z Ministerstwa Nauki i Szkolnic-
twa Wyzszego
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Cechg charakterystyczng biatek Rab jest ich scisle wyzna-
czone rozmieszczenie w komdrce [3]. Poszczegdlne biatka
tej klasy sg zlokalizowane w btonach okre$lonych organelli
komaérkowych i regulujg dzieki temu dany etap transpor-
tu w procesie wydzielania lub endocytozy. Na przyktad,
biatko Rab5 wigze sie z btonami wczesnych endosomoéw i
innych organelli zaangazowanych we wstepne etapy endo-
cytozy, biatko Rab7 wystepuje w btonach p6znych endoso-
mow, a biatka Rabl i Rab2 lokalizujg sie w btonach aparatu
Golgiego. Ponadto, biatka Rab, ktdre sg zwigzane z btonami
jedynie w sposob peryferyjny z uzyciem , kotwicy" preny-
lowej, moga krazy¢ pomiedzy cytoplazmg a powierzchnig
bton odpowiednich organelli wewngatrzkomérkowych w
procesie regulowanym przez biatko opiekuricze GDI (ang.
GDP dissociation inhibitor), utrzymujace GTPazy Rab w for-
mie nieaktywnej w kompleksie z GDP [6].

Dwa cykle, ktérym podlegajg biatka Rab: zmian konfor-
macji wynikajacych z wigzania i hydrolizy nukleotyddw
oraz wewnatrzkomdrkowej redystrybucji pomiedzy cyto-
plazma a powierzchnig bton organelli, sg ze sobg powigza-
ne [6]. Biatka Rab w kompleksie z GDP wystepuja zaréwno
w cytoplazmie, jak i na btonach, natomiast formy zwigzane
z GTP sg obecne jedynie na powierzchni bton organelli (Ryc.
1). Biatko Rab w kompleksie z GDP obecne w cytosolu zo-
staje dostarczone do odpowiedniej dla siebie btony docelo-
wej przez biatko opiekuncze GDI, ktére oddysocjowuje po
zwigzaniu Rab z btong. W obecnosci specyficznych czynni-
kéw GEF biatko Rab zakotwiczone w btonie moze ulec ak-
tywacji dzieki uwolnieniu GDP i zwigzaniu GTP, ktdrego
stezenie w komdrce jest wyzsze niz GDP [5], Tak aktywo-
wane biatko moze oddziatywaé z biatkami efektorowymi
(wykonawczymi), ktére sa posSrednikami i rzeczywistymi
wykonawcami proceséw regulowanych przez biatka Rab,
takich jak np. fuzja bton w procesie transportu. Po wyko-
naniu zadania, hydroliza GTP do GDP wspomagana przez
biatka GAP powoduje dysocjacje biatek efektorowych, inak-
tywacje biatka Rab i zakonczenie regulowanego przez nie
procesu. Biatko Rab w kompleksie z GDP moze zosta¢ usu-
niete z powierzchni bton za posrednictwem biatka opiekun-
czego GDI, a nastepnie ponownie dostarczone z cytosolu
do odpowiednich bton, aby aktywowac kolejne procesy, np.
nowg runde fuzji organelli.

IDENTYFIKACJA BIALEK EFEKTOROWYCH
DLA GTPazy RABS

Istotg dziatania biatek Rab jest ich oddziatywanie z biat-
kami efektorowymi, regulowane w czasie (poprzez cykle
wigzania i hydrolizy GTP) i w przestrzeni (poprzez loka-
lizacje na powierzchni bton specyficznych organelli). Z
koAcem lat osiemdziesigtych ubiegtego stulecia opisane
zostaty cykliczne zasady dziatania biatek Rab w komdrce.
Na poczatku znane byty zaledwie dwa biatka efektorowe
dla biatek Rab: Rabaptyna-5, specyficzna dla Rab5 [7], oraz
Rabfilina, specyficzna dla Rab3 [8]. Nastepnie odkryto dwa
kolejne efektory dla biatka Rab5: Rabaptyne-5|3 [9] oraz
EEAl (ang. early endosome-associated antigen) [10]. Biatko
Rab5 byto uprzednio scharakteryzowane jako kluczowy
regulator wczesnych etapéw endocytozy oraz fuzji wcze-
snych endosomoéw in vitro [11,12], Rab5 jest zlokalizowane
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przede wszystkim na powierzchni bton wczesnych endoso-
mow, a takze w cytoplazmatycznej warstwie btony komor-
kowej oraz na btonach pecherzykéw optaszczonych klatry-
na, formowanych z btony komérkowej [11]. Prawdziwym
przetomem okazaly sie doSwiadczenia wykonane w grupie
Marino Zeriala, opublikowane w roku 1999 i wykazujace, ze
biatko Rab5 w kompleksie z GTP oddziatuje z duzg liczbg
biatek cytoplazmatycznych [13].

W doswiadczeniach tych w celu identyfikacji biatek efek-
torowych zastosowano chromatografie powinowactwa, w
przebiegu ktérej inkubowano oczyszczone rekombinowane
biatko fuzyjne transferazy S-glutationu (GST, ang. glutathio-
ne S-transferase) i Rab5 z cytosolem otrzymanym z mézgéw
bydlecych [14]. Biatko fuzyjne GST-Rab5 byto stabilizowane
w formie aktywnej zwigzanej z GTPyS (wolno hydrolizo-
wanym analogiem GTP) oraz w formie nieaktywnej w kom-
pleksie z GDP. Po odptukaniu czynnikow wigzacych sie nie-
specyficznie, biatka oddziatujgce z aktywng lub nieaktywng
formg GST-Rab5 zostaty wymyte buforem zawierajacym
wysokie stezenie czynnika chelatujagcego jony magnezu,
ktérych brak powoduje uwolnienie nukleotydu zwigzanego
przez GTPazy. W ten spos6b wykazano, ze w przeciwien-
stwie do zaledwie kilku biatek oddziatujacych z Rab5-GDP,
liczba biatek obecnych w roztworze wymytym z kolumny
zawierajacej Rab5-GTPyS wyniosta ponad dwadziescia. Do
chwili obecnej scharakteryzowano pod wzgledem funkcjo-
nalnym nastepujgce biatka: Rabex-5, Rabaptyna-5 i Rabap-
tyna-5p, EEAL, kinazy hVPS34-pl50 i pllOp-p85a, fosfatazy
4- i 5- fosfatydyloinozytolu, Rabenozyna-5/hVPS45, Ra-
bankyryna-5, Huntingtyna-HAP40, APPL1 i APPL2. S3 one
omoéwione szczeg6towo ponizej, a najwazniejsze informacje
dotyczgce tych biatek zostaty przedstawione w Tabeli 1.

RABAPTYNA-5 | RABEX-5

Warunkiem wigzania biatek efektorowych przez GTPa-
ze Rab jest jej uprzednia aktywacja, zachodzaca (Ryc. 1) za
posrednictwem specyficznych czynnikéw GEF. Pierwszym
poznanym czynnikiem GEF dla Rab5 byt Rabex-5 [15]. Biat-
ko to nie wystepuje w komorce samodzielnie, lecz pozostaje
zawsze w kompleksie z Rabaptyng-5 (pierwszym opisanym
biatkiem efektorowym dla Rab5 [7]) lub ze spokrewniong
strukturalnie i funkcjonalnie Rabaptyng-5p [9], Rekombi-
nowany kompleks Rabaptyna-5/Rabex-5 zwieksza fuzje
endosomdw w sposéb znacznie wydajniejszy niz jego poje-
dyncze sktadniki, a ponadto powigzanie z Rabaptyng-5 sty-
muluje aktywnos$¢ Rabex-5 w wymianie nukleotydéw biatka
Rab5 [16]. Kompleks ten jest rekrutowany do bton endoso-
malnych w sposdb zalezny od ilosSci obecnego w nich biatka
Rab5 [16], Sama Rabaptyna-5 praktycznie nie jest zdolna do
wigzania sie z btonami, natomiast Rabex-5 oddziatuje z bto-
nami w sposo6b niezalezny od Rab5 (co, jak wykazano, moze
wynika¢ ze zdolno$ci Rabex-5 do oddziatywania z ubikwi-
tylowanymi biatkami; [17-19]). Wystepowanie kompleksu
Rabaptyna-5/Rabex-5 jest przyktadem mechanizmu wspét-
dziatania biatka efektorowego i czynnika GEF, majacym na
celu maksymalizacje aktywacji Rab5 ijego stabilizacje w for-
mie aktywnej (Rab5 aktywowane przez Rabex-5 jest natych-
miast wigzane przez Rabaptyne-5, co zapobiega hydrolizie
GTP prowadzacej do inaktywacji GTPazy). Jednoczesnie
Rabex-5 zwigzany z Rabaptyng-5 moze aktywowac sasia-
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Tabela 1. Biatka efektorowe i regulatorowe GTPazy Rab5 oraz ich funkcje

Nazwa

APPL1

APPL2

EEAL

Fosfataza 4- fosfatydylo-
inozytolu (fosfataza
PI4) typu la

Fosfataza 5-fosfatydylo-
inozytolu (fosfataza
P15) typu Il (fosfatazy:
INPP5B i OCRL)

Huntingtyna-HAP40

Kinaza PI3 klasy Il
(hVPS34-pl50)'

Kinaza PI3 klasy |
(pllOp-p85a)

Kinezyna KIF16B

Rabankyryna-5

Rabaptyna-5

Rabenozyna-5

Rabex-5

Masa

80 kDa

74 kDa

162 kDa

110 kDa

OCRL: 104 kDa
INPP5B: 113 kDa

kompleks
dwéch biatek,
Huntingtyna:
348 kDa
HAP40: 40 kDa

kompleks
dwaoch biatek,
hVPS34:101 kDa
p150:153 kDa

kompleks
dwach biatek,
pllOp: 122 kDa
p85a: 84 kDa

152 kDa

129 kDa

99 kDa

88 kDa

80 kDa
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Domeny

BAR, PH, PTB

BAR, PH, PTB

palec cynkowy typu C2H2,
domena o strukturze
zwinietych helis (ang. coiled
coil), domena FYVE
domena C2

fosfataza INPP5B i OCRL

posiadajg domeny katalityczne,

ASH i Rho-GAP

Huntingtyna: domeny HEAT

podjednostka katalityczna
hVPS34: domena
katalityczna PI3K/PI4K;
podjednostka regulatorowa

pl50: domena kinazy serynowo-

treoninowej, trzy domeny
HEAT, siedem domen WD
podjednostka katalityczna
pllOp: domena katalityczna
PI3K/PI4K;

podjednostka regulatorowa
p85a: domeny SH3, Rho-
GAP, dwie domeny SH2

domena motoryczna typu
kinezyn, domeny FHA, PX
iwigzania ATP, domeny
o strukturze zwinigtych
helis (ang. coiled coil)
domena BTB/POZ, 21
powtdrzen motywu
ankyryny, domena FYVE

dwie domeny o strukturze

zwinietych helis (ang. coiled coil)

palec cynkowy typu C2H2,
motyw NPF, domena FYVE

palec cynkowy typu A20,
domena MIU odpowiedzialna
za oddziatywania z
ubikwitylowanymi biatkami,
domena katalityczna VPS9

Oddziatujace

biatka i lipidy

Rab5, DCC, AKT2,
biatka kompleksu
NuRD/MeCPI,
receptor adiponektyny,
receptor hormonu
folikulotropowego
Rab5, biatka kompleksu
NuRD/MeCPI

Rab5, Rab22a, biatka typu
t-SNARE (syntaksyny
6i13), PI(3)P

Rab5

Rab5, APPL1, a fosfataza
OCRL oddziatywuje
dodatkowo z klatryng

Huntingtyna wigze
liczne biatka HIP (ang.
Huntingtin-interacting
protein) oraz HAP
(ang. Huntingtin-
associated protein)
HAP40 wigze Rab5
podjednostka pl50
wigze Rab5

podjednostka pllOp
wigze Rab5;
podjednostka p85a wigze
liczne biatka zawierajace
regiony bogate w

proline (przez domene
SH3) lub fosforylowane
reszty tyrozyny (przez
domeny SH2)

mikrotubule, PI(3)P

Rabs, PI(3)P

Rab5, Rab4, Rabex-5,
y-adaptyna

Rab5, Rab4, hVPS45,
EHD1, PI(3)P

Rab5, Rabaptyna-5,
ubikwitylowane biatka

Funkcja

znacznik odrebnej populacji
wczesnych endosoméw; udziat

w proliferacji komarek i regulacji
transportu glukozy pod wptywem
insuliny; przekazywanie sygnatow
zendosomow do jadra

znacznik odrebnej populacji
wczesnych endosomoéw; udziat w
proliferacji komoérek; przekazywanie
sygnatéw z endosoméw do jadra

regulacja dokowania i fuzji
bton endosomalnych

defosforylacja P1(3,4)P2do
monofosforanu PI(3)P

defosforylacja P1(3,4,5)P" do
dwufosforanu PI(3,4)P? mutacje
w fosfatazie OCRL zwigzane

sg z syndromem Lowe'a
regulacja dynamiki wczesnych
endosomow poprzez modulacje
ich oddziatywan z cytoszkieletem
aktynowym i mikrotubulami

produkcja PI(3)P z
fosfatydyloinozytolu w
btonie endosomoéw

fosforylacja P1(4,5)P2do PI(3,4,5)P
oraz PI(4)P do PI(3,4)P2

udziat w fuzji heterotypowej
pecherzykéw optaszczonych
klatryng i endosomoéw

transport wczesnych endosomow w
kierunku koricéw plus mikrotubul

fuzja homotypowa wczesnych
endosomoéw, udziat w

procesie makropinocytozy
stabilizacja aktywnej formy Rab5;
udziat w fuzji bton endosoméw
i transporcie tadunku przez
endosomy recyklizujace

udziat w fuzji heterotypowej
pecherzykéw optaszczonych
klatryng i endosomow;
regulacja transportu tadunku
na szlaku recyklizacji

czynnik przyspieszajacy
wymiane nukleotydu
guaninowego (GEF) dla Rab5
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dujgce czasteczki Rab5, prowadzac do powstania regionu
btony o duzym lokalnym stezeniu aktywnego Rab5, zdol-
nego do wigzania dalszych efektoréw.

EEA1

Jednym z najistotniejszych biatek efektorowych GTPa-
zy Rab5 oraz regulatorem homotypowej fuzji wczesnych
endosomoéw jest biatko EEA1l, powszechnie uznawane za
znacznik tego przedziatu komérkowego [20], Jednoczesnie
EEA1 jest niezbedne w procesie heterotypowej fuzji peche-
rzykow optaszczonych klatryng i wczesnych endosomow
[21]. W tym wypadku obecno$¢ EEAL na powierzchni en-
dosomow stuzy wyszczegdlnieniu btony docelowej, z ktorg
nadchodzace pecherzyki powinny sie potaczy¢ na drodze
fuzji. EEAL jest zakotwiczone w btonie endosomow swoim
C-koncem, w ktérym znajduje sie motyw FYVE wigzacy
fosfatydyloinozytolo-3-fosforan (PI(3)P) [22] oraz domena
oddziatywan z Rab5-GTP [10,20]. Jednoczes$nie na N-kon-
cu biatka EEAL, ktére w catosci ma ksztatt wydtuzonej pa-
teczki (ang. extended rod), znajduje sie druga domena zdolna
do wigzania Rab5-GTP [10]. Wykorzystujagc obie domeny,
EEAL1 moze przejsciowo taczy¢ ze sobg dwie btony zawiera-
jace aktywne Rab5 w procesie rozpoznawania (dokowania;
ang. docking) bton przed fuzjg. W ten sposéb EEAL zakotwi-
czone w btonie wczesnych endosoméw moze rozpoznawaé
aktywne Rab5 obecne na powierzchni pecherzyka, inicjujac
proces fuzji bton. W przeciwienstwie do bton endosomoéw
wzbogaconych w PI(3)P, brak kinazy 3-fosfatydyloinozyto-
lu (kinazy PI3) klasy Il produkujacej ten lipid w btonach
pecherzykéw klatrynowych powoduje, ze biatko EEAL nie
jest wydajnie rekrutowane do bton tych organelli, pomimo
obecnosci aktywnego Rab5 [21]. Rola EEAL1 w regulacji do-
kowania i fuzji bton wigze sie ponadto z jego bezpos$rednim
oddziatywaniem z biatkami typu t-SNARE, posredniczacy-
mi w procesie fuzji, syntaksyng 6 i 13 [23,24].

KINAZA P13 KLASY 11l (hVPS34-pl50)

Wsréd biatek wigzacych Rab5-GTPyS znajdujg sie dwa
typy kinaz P13: kompleks pllOp-p85a, reprezentujacy klase
I, oraz kompleks hVPS34-pl50 klasy Il [25]. Klasy te r6znig
sie specyficznoscig substratéw: klasa | preferencyjnie mo-
dyfikuje fosfatydyloinozytolo-4,5-dwufosforan (PI(4,5)P")
oraz fosfatydyloinozytolo-4-fosforan (PI(4)P), tworzac, od-
powiednio, tréjfosforan PI(3,4,5)P, i dwufosforan PI(3,4)P2
natomiast klasa Il modyfikuje fosfatydyloinozytol (PI) do
PI1(3)P [26]. Wcze$niejsze badania wykazaly, ze EEAL posia-
da motyw strukturalny o nazwie FYVE, ktory specyficznie
wigze sie z PI(3)P w btonach organelli [22], w zwigzku z
tym odkrycie enzymu produkujacego ten lipid wsréd biatek
wigzacych Rab5-GTP zasugerowato istnienie mechanizméw
koordynujacych rekrutacje EEAL do bton zawierajgcych ak-
tywne Rab5 i PI(3)P. Zablokowanie aktywnosci kinazy PI3
hVPS34-pl50 (z uzyciem przeciwcial lub inhibitoréow far-
makologicznych) powoduje zahamowanie wigzania biatka
EEAL do wyizolowanych bton endosomoéw, mimo ze zawie-
rajg one Rab5 [25]. Oznacza to, ze w warunkach fizjologicz-
nych biatko EEA1 wymaga obecnosci zaréwno aktywnej
formy Rab5, jak i PI(3)P do przytaczenia sie do powierzchni
bton endosoméw. W warunkach zahamowanej aktywnosci
kinazy PI3 hVPS34-pl50 wigzanie EEA1 do bton endoso-
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mow in vitro moze zosta¢ przywrocone po wprowadzeniu
do bton rekombinowanego Rab5 w iloSciach co najmniej
dziesieciokrotnie przewyzszajacych stezenia fizjologiczne
[25], Zablokowanie funkcji kompleksu hVPS34-pI50 hamu-
je ponadto fuzje wczesnych endosomaéw in vivo i in vitro.

Rola kinazy P13 klasy Il (hVPS34-pl50) jako kluczowego
biatka efektorowego dla Rab5, ktore jest niezbedne do pro-
dukcji lipidu PI(3)P, warunkujgcego wigzanie sie dalszych
biatek efektorowych, zostata po raz pierwszy wykazana
dla biatka EEAL [25], W nastepnych latach okazato sie, ze
wsérod innych biatek oddziatujagcych z Rab5-GTP sg dalsze
biatka efektorowe posiadajagce motywy FYVE lub PX wig-
zace PI(3)P, takie jak: Rabenozyna-5 [27], Rabankyryna-5
[28] i Rabip4' [29], a takze niewigzaca Rab5 bezposrednio,
ale zalezna od niego funkcjonalnie, kinezyna KIF16B [30].
Aktywne biatko Rab5 oddziatuje z kinazg P13 hVPS34-pl50,
wzbogacajagc dany obszar btony endosomalnej w PI(3)P i
stwarzajagc miejsca wigzania biatek efektorowych rozpozna-
jacych zaréwno Rab5-GTP, jak i PI(3)P [31]. W ten sposéb
kinaza P13 hVPS34-pl50 okazata sie kluczowym biatkiem
efektorowym dla Rab5, zdolnym do lokalnej modyfikacji
sktadu bton endosomoéw i kierujgcym wigzaniem dalszych
biatek efektorowych.

KINAZA PI3 KLASY | (pllOB-p85a) | FOSFATAZY
4-15-FOSFATYDYLOINOZYTOLU

O ile rola kinazy PI3 klasy Il wéréd biatek wigzacych
Rab5-GTP zostata wyjasniona w oparciu o funkcje jej pro-
duktu PI(3)P w oddziatywaniu z EEAL, to znaczenie oddzia-
tywania kinaz P13 klasy | (kompleksu pll0|3-p85a) z Rab5
byto poczatkowo nieznane. Btony pecherzykdw optaszczo-
nych klatryng zawierajg znaczace ilosci kinazy PI3 klasy |
(kompleks pllOp-p85a), podczas gdy podjednostki klasy Il
(kompleks hVPS34-pl50) sg w nich niemal niewykrywalne
[25], Proporcja ta byta odwrotna w przypadku bton wcze-
snych endosomoéw, co wskazywato, ze w pecherzykach
klatrynowych i wczesnych endosomach produkowane sg
rozne formy fosfatydyloinozytolu i, co za tym idzie, rekru-
towane sg inne zestawy biatek wigzacych te lipidy. Okazato
sie, ze kinaza klasy I (pl10(3-p85a) jest wymagana jedynie w
fuzji heterotypowej pecherzykéw i endosomow, natomiast
kinaza klasy Il (hVPS34-pl50) jest niezbedna takze w fuzji
homotypowej endosoméw. R6zne rozmieszczenie kinaz PI3
klas 1i Il pomiedzy pecherzykami optaszczonymi klatry-
ng i endosomami sugerowato, ze roézne biatka efektorowe
moga oddziatywac preferencyjnie z Rab5 zlokalizowanym
w pewnych organellach komérkowych i regulowaé tylko
wybrane aspekty funkcji tej GTPazy.

Dalsze badania wykazaty, ze kinazy PI3 nie sg jedynymi
enzymami regulujgcymi metabolizm fosfatydyloinozytolu i
bedgcymi efektorami GTPazy Rab5. Stwierdzono, ze Rab5
oddziatywuje bezposrednio réwniez z dwoma spokrewnio-
nymi fosfatazami 5-fosfatydyloinozytolu (fosfataza P15) typu
Il (biatka INPP5B i OCRL) oraz z fosfatazg 4-fosfatydyloino-
zytolu (fosfataza Pl4) typu la, a zwigzanie Rab5 stymuluje
ich aktywno$¢ enzymatyczng [32], Co ciekawe, niezaleznie
od wigzania Rab5, fosfatazy PI5 INPP5B i OCRL oddziatujg
takze z APPL1 i APPL2, kolejnymi biatkami efektorowymi
Rab5 opisanymi ponizej, co swiadczy o sieci wzajemnych
powigzan pomiedzy efektorami [33]. Fosfatazy PI5 i Pl4 sg
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rozpuszczalnymi biatkami cytoplazmatycznymi, ale po na-
dekspresji konstytutywnie aktywnego mutanta Rab5-Q79L
(pozostajgcego preferencyjnie w formie aktywnej zwigzanej
z GTP) sg wykrywalne takze na powierzchni wczesnych en-
dosomoéw, wskazujac na to, ze Rab5 uczestniczy w ich rekru-
tacji do bton. Odkrycie fosfataz PI5 i P14 wyjas$nito jednocze-
$nie role kinazy PI3 klasy | jako efektora Rab5. Wykazano,
ze gtowny produkt kinazy pll0|3-p85a, PI(3,4,5)Py jest jed-
noczes$nie substratem dla fosfataz PISINPP5B i OCRL, ktére
przeksztatcajg go w dwufosforan PI(3,4)P2 bedacy z kolei
substratem dla fosfatazy P14 typu la defosforylujacej go do
monofosforanu PI(3)P [32]. W ten sposdb Rab5, poprzez
oddziatywania z poszczeg6lnymi enzymami, reguluje cykl
produkcji PI(3,4,5)P3(katalizowany przez kinaze PI3 klasy |
pllOp-p85a), a nastepnie jego defosforylacji do PI(3)P, ktd-
ry jest kluczowym lipidem dla funkcjonowania wczesnych
endosomoéw i rekrutacji innych biatek efektorowych Rab5.
Wydaje sie, ze cykl ten jest tez skoordynowany w czasie z
transportem tadunku endocytarnego z btony komérkowej
poprzez pecherzyki optaszczone klatryng do wczesnych
endosomow, gdyz PI(3,4,5)P, jest produkowany gtéwnie w
btonie komdrkowej i pecherzykach klatrynowych, a PI(3)P
wystepuje przede wszystkim we wczesnych endosomach.
W ten spos6b defosforylacja PI(3,4,5)P4 do PI(3)P moze
przyczyniaé sie do zapewnienia kierunkowo$ci transportu
endocytarnego. Drugim, rownolegtym szlakiem produk-
cji PI(3)P regulowanym przez Rab5 jest jego bezposrednia
synteza poprzez fosforylacje PI, katalizowana przez kinaze
typu Il hVPS34-pl50.

RABENOZYNA-5/hVPS45

Jednym z biatek efektorowych wchodzacych w skiad
kompleksu zaangazowanego w fuzje endosomoéw jest biatko
Rabenozyna-5 [27], Tak jak wcze$niej opisane EEAL, posia-
da ono domene FYVE irekrutowane jest do bton wczesnych
endosoméw w spos6b zalezny od kinazy P13 hVPS34-pl50.
Po zastosowanu inhibitora kinaz PI3 (wortmaniny) Rabeno-
zyna-5 nie wiaze sie z btonami endosomow, co podkresla
fakt, ze przemieszczenie sie Rabenozyny-5 z cytosolu do en-
dosoméw wymaga obecnosci PI(3)P. Rabenozyna wystepu-
je w kompleksie z biatkiem hVPS45, ludzkim homologiem
drozdzowego biatka Vps45p, nalezgcego do rodziny Secl,
ktora obejmuje biatka regulujgce funkcje biatek SNARE w
fuzji bton komoérkowych. Rabenozyna-5 i hVPS45 sg re-
krutowane do bton endosomdéw jako kompleks, w ktérym
jedynie Rabenozyna-5 wigze sie z Rab5, a biatko hVPS45
oddziatuje z biatkami typu t-SNARE: syntaksynami 4, 6 i
13. Usuniecie Rabenozyny-5 z cytosolu hamuje fuzje homo-
typowg wczesnych endosoméw oraz heterotypowa wcze-
snych endosoméw z pecherzykami optaszczonymi klatryng
in vitro, demonstrujgc, ze kompleks Rabenozyna-hVPS45
jest niezbedny w procesie fuzji bton endosomalnych [27],

RABANKYRYNA-5

Kolejnym efektorem GTPazy Rab5, zawierajgcym motyw
FYVE jest Rabankyryna-5 [28]. Endogenna Rabankyryna-
5 kolokalizuje w okoto 80% z EEAl na wczesnych endo-
somach, gdzie jest rekrutowana poprzez oddziatywanie z
Rab5 i PI(3)P. Badania z uzyciem cytosolu pozbawionego
Rabankyryny-5 poprzez inkubacje ze specyficznymi prze-
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ciwciatami wykazaty, ze homotypowa fuzja wczesnych
endosomdw byta w tych warunkach hamowana, natomiast
fuzja heterotypowg pomiedzy wczesnymi endosomami a
pecherzykami optaszczonymi klatryng byta tylko minimal-
nie zaburzona. Oprocz lokalizacji Rabankyryny-5 na po-
wierzchni wczesnych endosomoéw wykazano, ze biatko to
bierze udziat w procesie makropinocytozy, ktéra jest specy-
ficzng formg endocytozy, umozliwiajacg pobieranie duzych
objetosci ptynu zewnatrzkomorkowego [34], Makropinocy-
toza moze by¢ wzbudzona poprzez stymulacje czynnikami
wzrostu, np. w komdrkach A431 naskdrkowym czynnikiem
wzrostu (EGF; ang. epidermal growth factor). W komérkach
tych endogenna Rabankyryna-5 lokalizowata sie w po-
wiekszonych strukturach — makropinosomach, ktére byty
pozbawione internalizowanej transferyny, natomiast byty
wzbogacone w EGF [28], Potraktowanie komérek wortma-
ning nie spowodowato oddysocjowania Rabankyryny-5 z
endosomow, jak w przypadku EEAL, sugerujac, ze istnieje
inny czynnik powodujacy wigzanie Rabankyryny-5 na po-
wierzchni makropinosomoéw. Z kolejnych przeprowadzo-
nych badan wynikato, ze Rabankyryna-5 indukuje makro-
pinocytoze w sposéb zalezny od GTPazy Rab5. Podwoéjna
rola Rab5 i Rabankyryny-5 w funkcjonowaniu endosomadw
i makropinosomoéw sugeruje ich udziat w skoordynowaniu
tych dwoch proceséw.

KINEZYNA KIF16B

W procesie regulowanym przez GTPaze Rab5 i jej efek-
tor kinaze hVPS34, kinezyna KIF16B odpowiedzialna jest
za transport wczesnych endosomdéw w kierunku kohncoéw
plus mikrotubul [30]. Kinezyna KIF16B nie jest biatkiem
efektorowym Rab5, gdyz nie wykazano ich bezpos$rednie-
go wigzania, natomiast stwierdzono pomiedzy nimi wiele
zaleznosci funkcjonalnych. Nadprodukcja KIF16B powodu-
je zmiane lokalizacji wczesnych endosoméw z okolic jadra
komérkowego w poblize btony komoérkowej oraz hamuje
transport tadunku endocytarnego w kierunku degradacji w
lizosomach. Charakterystyczng cechg strukturalng KIF16B
jest domena PX. Znajduje sie ona na C-koncu biatka i jest
odpowiedzialna za oddziatywanie kinezyny z wczesnymi
endosomami poprzez wigzanie do PI(3)P. Doswiadczenia
przeprowadzone w komoérkach HelLa z wykorzystaniem
przeciwcial do wykrywania endogennej kinezyny KIF16B
wykazaty znaczgcg kolokalizacje z biatkiem zawierajgcym
motyw tzw. 2xFYVE (dwa motywy FYVE w tandemie) jako
znacznikiem dla PI(3)P na wczesnych endosomach. Nato-
miast potraktowanie komorek wortmaning spowodowato
uwolnienie KIF16B z wczesnych endosoméw do cytosolu.
Rowniez nadekspresja nieaktywnego mutanta Rab5-S34N
(nieulegajacego aktywacji i pozostajgcego w formie zwigza-
nej z GDP) data taki sam efekt. Sugeruje to, ze KIF16B jest
lokalizowana na endosomach w sposéb zalezny od Rab5 i
kinazy PI3 produkujacej PI(3)P. Obnizenie w komdrkach
HelLa poziomu biatka KIF16B (z uzyciem interferujgcego
RNA) spowodowato szybszg akumulacje transferyny oraz
op6znito jej powrot (recyklizacje) do btony komoérkowe;j.
Natomiast nadprodukcja KIF16B zapobiegta skierowaniu
EGF i jego receptora na szlak degradacji, powodujac ich
przedtuzong akumulacje we wczesnych endosomach. Wy-
niki te dowodzg, ze kinezyna KIF16B jest odpowiedzialna
za prawidlowe rozmieszczenie wczesnych endosomoéw w
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komdrce oraz ich ruch w kierunku koncoéw plus mikrotu-
bul, co moze utatwiaé transport tadunku pomiedzy wcze-
snymi endosomami a btong komdrkowga na szlaku recykli-
zacji [30].

HUNTINGTYNA-HAP40

Huntingtyna jest biatkiem zmutowanym w plgsawicy
Huntingtona, ktére wigze szereg biatek HIP (ang. Hunting-
tin-interacting protein) oraz HAP (ang. Huntingtin-associated
protein). Biatko HAP40, ktore jest nowo poznanym efekto-
rem GTPazy Rab5, oddziatywuje z C-koAicem Huntingtyny,
a kompleks Huntingtyna-HAP40 wigze sie z aktywng for-
ma Rab5 na wczesnych endosomach [35]. Wykazano, ze ani
biatko HAP40, ani C-koricowy fragment Huntingtyny nie
wigzg sie z Rab4, Rabd, Rab7 czy Rabll, dowodzac ze od-
dziatywanie z Rab5 jest specyficzne. Z przeprowadzonych
doswiadczen wiadomo, ze endogenne biatko HAP40 loka-
lizuje sie w cytoplazmie oraz jadrze komoérkowym, a Hun-
tingtyna na strukturach cytoplazmatycznych, w wyniku
czego kolokalizacja pomiedzy tymi dwoma biatkami byta
bardzo stabo wykrywalna. Natomiast nadprodukcja HAP40
powodowata jego relokalizacje na powierzchnie wczesnych
endosoméw wyznakowanych Rab5, gdzie bardzo wyraznie
kolokalizowato z Huntingtyng. Lokalizacja ta byta jeszcze
bardziej wzmocniona w przypadku zastosowania aktywne-
go mutanta Rab5-Q79L. Obnizenie poziomu HAP40 (z uzy-
ciem interferujagcego RNA), ale przy jednoczesnej nadpro-
dukcji Rab5-Q79L, spowodowato uwolnienie Huntingtyny
z powiekszonych endosomow. Dowodzi to, ze HAP40 jest
niezbedne do rekrutowania Huntingtyny na powierzchnie
pecherzykow zawierajgcych aktywng forme Rab5. Dodat-
kowo kompleks Huntingtyna-HAP40 przy nadprodukcji
biatka HAP40 powoduje obnizenie ruchliwos$ci wczesnych
endosomow poprzez ich uwolnienie z mikrotubul istabilne
zwigzanie sie filamentami aktynowymi. Badania przeprow-
dzone w komorkach pobranych od pacjentéw z chorobg
Huntingtona (komérki HD) wykazaty, ze obnizenie pozio-
mu HAP40 powodowato przywrécenie ruchliwosci endo-
somoéw, sugerujac, ze wysoki poziom biatka HAP40 w fibro-
blastach HD przyczynia sie do nieprawidtowego przemiesz-
czania sie pecherzykdéw. Okazato sie, ze w fibroblastach
HD wczesne endosomy zlokalizowane byty na filamentach
aktynowych, natomiast w komdrkach kontrolnych pozosta-
waty na mikrotubulach. Dodatkowo, nadprodukcja HAP40
powodowata obnizenie poziomu internalizacji transferyny
oraz hamowata jej transport zarébwno w komorkach Hela,
jak iw fibroblastach HD. Udowodnito to, ze kompleks Hun-
tingtyna-HAP40 jest bezposrednim efektorem GTPazy Rab5
regulujgcym dynamike wczesnych endosoméw poprzez ich
relokalizacje pomiedzy mikrotubulami a filamentami akty-
nowymi [35].

MODEL ORGANIZACJI FUNKCJONALNYCH DOMEN
BLONOWYCH PRZEZ ENDOCYTARNE BIALKA RAB

Informacje zebrane na temat poszczegdlnych biatek efek-
torowych dla GTPazy Rab5 pozwolity na sformutowanie
modelu opisujacego funkcje biatka Rab5 na powierzchni
wczesnych endosomoéw [3,36]. Jak przedstawiono schema-
tycznie na Ryc. 2, biatko Rab5 w formie nieaktywnej na po-
wierzchni btony wczesnych endosomoéw ulega aktywacji za
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posrednictwem czynnika GEF dla Rab5, biatka Rabex-5, kt6-
re aktywuje kolejne czasteczki Rab5 poprzez stymulacje wig-
zania GTP. Proces przeciwstawny (inaktywacja Rab5 wsku-
tek hydrolizy GTP) jest katalizowany przez biatko RNtre o
charakterze GAP [37]. Rab5-GTP jest stabilizowane przez
wigzanie Rabaptyny-5, pozostajacej w kompleksie z Rabex-
5. Rab5-GTP oddziatuje dalej z kinazg PI3 typu Il (hVPS34/
pl50), ktorej aktywacja powoduje lokalng produkcje PI(3)P,
tworzgc w ten sposob obszar (domene) btony wzbogacong
w aktywne Rab5 i PI(3)P. Obecnos¢ tych dwéch czynnikéw
umozliwia skuteczng rekrutacje z cytoplazmy biatek efek-
torowych zawierajacych motywy FYVE, takich jak EEA1L,
Rabenozyna-5, Rabankyryna-5 czy Rabip4'. Biatka te moga
oddziatywac¢ réwniez miedzy sobg, tworzac przejSciowe
struktury oligomeryczne, w ktorych skiad wchodzg takze
biatka typu SNARE regulujgce fuzje bton [23], Struktury te
sg niezbedne w procesie rozpoznawania (dokowania, ang.
docking) bton wczesnych endosomow lub pecherzykéw kla-
trynowych i endosomoéw, ktéry poprzedza fuzje i wymaga
udziatu aktywnej formy Rab5.

Skoordynowana przez Rab5 lokalna produkcja PI(3)P
jest niezbedna nie tylko do fuzji bton, ale zapewnia takze
transport endosomow wzdtuz mikrotubul (Ryc. 2). Jednym
z biatek motorycznych rekrutowanych do domeny btono-
wej wzbogaconej w Rab5 i PI(3)P jest kinezyna KIF16B,
transportujgca endosomy w kierunku koncéw plus mikro-
tubul. Biatko(a) motoryczne regulujace ruch endosomow w
przeciwng strone nie zostato jeszcze zidentyfikowane, cho¢
wiadomo, ze proces ten wymaga rowniez aktywnosci Rab5
i obecnosci PI(3)P w btonach endosomow [27],

Kolejng funkcjag domeny btonowej wzbogaconej w Rab5
i PI(3)P jest stworzenie platformy umozliwiajacej zakotwi-
czenie biatek zaangazowanych w przekazywanie sygna-
tow wewnatrzkomérkowych (Ryc. 2). Jednym z przykia-
dow jest biatko SARA, posiadajgce motyw FYVE, ktdre po-
$redniczy w przekazywaniu sygnatéw wywotanych przez
wigzanie transformujgcego czynnika wzrostu |3 (TGF-p,
ang. transforming growth factor j3) do swojego receptora na
powierzchni komdrki [38], Internalizacja kompleksu li-
gand-receptor do wczesnych endosomdéw umozliwia jego
oddziatywanie z biatkiem SARA zwigzanym z PI(3)P, co
aktywuje dalsze kaskady przekazywania sygnatéw do ja-
dra komdérkowego [39].

Podsumowujac, domena btonowa zorganizowana wokét
aktywnej GTPazy Rab5, moze skoordynowa¢ funkcje zwig-
zane z fuzja bton, transportem endosomdéw wzdtuz mikro-
tubul i przekazywaniem sygnatéw z btony komérkowej do
jadra. Funkcje te sg wykonywane w duzym stopniu przez
biatka efektorowe GTPazy Rab5, ktore sg rekrutowane do
domeny w sposob kooperatywny i stabilizowane na jej po-
wierzchni przez oddziatywania typu biatko-biatko i biatko-
lipid.

Rownolegle do badan in vitro, istnienie domen btono-
wych na powierzchni endosomdéw zostato wykazane in vivo
metodami mikroskopowymi. Okazato sig, ze biatka Rab5,
Rab4 i Rabll iich biatka efektorowe wystepujgce w btonach
endosomow wczesnych irecyklingowych, zajmujg odrebne,
cho¢ sasiadujace ze sobg terytoria [40], Podobng organizacja
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WCZESNY ENDOSOM

Rozpoznawanie i fuzja bton
EEEE > poprzez interakcje
z biatkami SNARE

Przemieszczanie sie
endosomow wzdtuz mikrotubul

Przekazywanie sygnatéw
szlaku TGF-B

Rycina 2. Schemat powstawania i funkcjonowania domeny btonowej synchronizowanych przez biatko Rab5 na powierzchni wczesnych endosoméw. Biatko Rab ulega
aktywacji za posrednictwem czynnika GEF (Rabex-5), pozostajacego w kompleksie z Rabaptyna-5. Aktywowane Rab5 oddziatuje z kinaza PI3 (hVPS34/pl50), stymulujac
produkcje PI(3)P. Lokalna akumulacja PI(3)P sprzyja wigzaniu licznych biatek, posiadajgcych motywy strukturalne oddziatujace z tg forma fosfatydyloinozytolu, w tym
dalszych biatek efektorowych dla Rab5 (EEAL, Rabenozyna-5/hVVPS45, Rabankyryna-5). Te ostatnie, poprzez oddziatywania z biatkami SNARE, kierujg procesami fuzji
bton organelli endocytarnych. Inne biatka oddziatujace z PI(3)P, wigzace sie z domeng koordynowang przez Rab5, ale nie bedace efektorami dla tej GTPazy, takie jak SARA
czy kinezyna KIF16B, regulujg odpowiednio przekazywanie sygnatéw inicjowanych przez TGF(3 oraz przemieszczanie si¢ endosoméw wzdtuz mikrotubul.

charakteryzujg sie péZne endosomy, wykazujac wystepowa-
nie w ich btonach domen okupowanych przez biatka Rab7 i
Rab9 [41]. Potwierdza to hipoteze o ,,mozaikowej" budowie
bton endosomdéw [36,42], ktdre ztozone sa z odrebnych do-
men jako modutéw sktadowych, nadajagcych danemu orga-
nellum jego tozsamos$¢ biochemiczng i funkcjonalng. Kon-
cepcja ta znajduje dalsze potwierdzenia doswiadczalne i do
chwili obecnej nie zostata zakwestionowana [43-45].

BIALKA APPL JAKO ZNACZNIKI ODREBNEJ POPULACIJI
WCZESNYCH ENDOSOMOW I ICH ROLA W REGULACJI
PROCESOW PRZEKAZYWANIA SYGNALOW

Badania dotyczace niesymetrycznego rozmieszczenia
biatek efektorowych miedzy pecherzykami klatrynowymi
a endosomami wykazaly po raz pierwszy, ze biatko Rab5
moze oddziatywaé z odmiennymi partnerami w réznych
przedziatach endosomalnych. Niemniej jednak, do roku
2004 wydawato sie, ze istnieje jedna, biochemicznie homo-
genna populacja wczesnych endosomdw niosgcych GTPa-
ze Rab5 i odpowiednie biatka efektorowe. Opisana ponizej
identyfikacja biatek APPL1 i APPL2 jako biatek efektoro-
wych dla Rab5 i ich dalsza charakterystyka funkcjonalna,
rzucita nowe Swiatto na biogeneze i role wczesnych endo-
somow w procesach przekazywania sygnatéw wewnatrz-
komérkowych [46],

Biatko APPL (obecnie nazywane APPL1) zostato pierwot-

nie opisane jako czgsteczka oddziatujgca z kinazg biatkowg
Akt [47], APPL1 i homologiczne APPL2 zostaty nastepnie
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wyizolowane metodg chromatografii powinowactwa jako
biatka wigzace sie specyficznie i bezposrednio do aktywnej
formy Rab5, spetniajgc w ten sposob kryterium biatka efek-
torowego [14,46], Mikroskopowe obserwacje lokalizacji we-
wnatrzkomdrkowej z uzyciem specyficznych przeciwciat
wykazaly, ze oba biatka APPL znajdujg sie na powierzchni
cytoplazmatycznych struktur btonowych przypominajgcych
endosomy oraz, niespodziewanie, takze w jagdrze komarko-
wym. Struktury endosomalne niosace biatka APPL zawiera-
ty GTPaze Rab5, ale nie inne biatka efektorowe z motywami
FYVE, takie jak np. EEAL1. Badania z wykorzystaniem tech-
nik frakcjonowania organelli subkomoérkowych wykazaty,
ze biatka APPL sa zlokalizowane na powierzchni struktur
btonowych odrebnych od klasycznych wczesnych endoso-
mow niosacych Rab5, EEAL i PI(3)P. Wykorzystanie mikro-
skopii elektronowej ujawnito, ze biatko APPL1 jest obecne
na powierzchni heterogennych organelli btonowych o cha-
rakterze matych pecherzykdw, wakuol lub wydtuzonych
cystern, odrézniajacych sie od klasycznych endosoméw za-
wierajacych receptor transferyny. Okazato sie rowniez, ze
biatka APPL nie braty udziatu w procesach homotypowej
fuzji klasycznych wczesnych endosoméw lub heterotypo-
wej fuzji pecherzykdw klatrynowych iendosomoéw.

Obserwacje z doSwiadczen biochemicznych i mikrosko-
powych umozliwity sformutowanie modelu opisujacego
funkcje biatek APPL i zajmowanego przez nie przedzia-
tu btonowego w procesach przekazywania sygnatéow we-
wnatrzkomorkowych [46]. Okazato sie, ze pod wptywem
EGF lub stresu oksydacyjnego biatko APPL1 oddysocjowu-
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je z bton endosomow i przejSciowo akumuluje sie w jadrze
komérkowym. Uwolnienie APPL1 z btony endosomoéw
nastepuje wskutek zmiany konformacji biatka Rab5 w wy-
niku hydrolizy GTP do GDP, gdyz Rab5 zwigzane z GTP
stanowi podstawowy czynnik determinujgcy btonowg lo-
kalizacje biatek APPL. W przypadku stymulacji komdrek
EGF, pewna pula tego czynnika wzrostu zwigzanego ze
swoim receptorem akumuluje sie przejsciowo w Swietle
struktur btonowych niosacych na swej powierzchni biatka
APPL. Obserwacja ta dodatkowo potwierdzita, ze struktu-
ry te petnig funkcje endosomoéw, ktore z definicji zawierajg
tadunek transportowany z zewnatrz do wnetrza komarki.
Doktadne szlaki transportu EGF przez endosomy zawiera-
jace biatka APPL nie sa znane, cho¢ wiadomo, ze docelo-
wo EGF trafia do pdéznych endosomow i lizosoméw, gdzie
ulega degradacji.

Wsrod biatek wigzgcych APPL1 zidentyfikowano meto-
dami spektrometrii masowej sze$¢ z dziesieciu podjedno-
stek kompleksu o nazwie NuRD (ang. nucleosome remodeling
and deacetylase complex), odpowiedzialnego za przebudowe
chromatyny i zawierajgcego deacetylazy histonowe [48,49].
Oddziatywania biatek APPL1 i APPL2 z tym kompleksem
zostaty niezaleznie potwierdzone, m. in. metoda chromato-
grafii powinowactwa z uzyciem biatek fuzyjnych APPL1/2
z GST. Deacetylazy histonowe sg wielofunkcyjnymi enzy-
mami, niezbednymi m. in. w procesie proliferacji komadrek
[50,51]. Biatka APPL mogtyby by¢ réwniez zaangazowane
w ten proces. Obnizenie poziomu syntezy kazdego z bia-
tek APPL osobno lub razem, przeprowadzone metodami
interferencji RNA, spowodowalo znaczace zmniejszenie
liczby komérek w fazie S cyklu komdrkowego (mierzonego
wbudowywaniem analogu tymidyny, bromodeoksyury-
dyny; BrdU). Oddziatywanie APPL1-Rab5 (zachodzace za
posrednictwem domen BAR i PH w APPL1) jest niezbed-
ne dla funkcji APPL1 w regulacji podziatéw komoérek. Od-
dziatywanie to jest jednoczes$nie konieczne do poprawnego
zlokalizowania biatka APPL1 w btonach endosomoéw. Mu-
tanty biatka APPL1 (delecyjne i punktowe) niezdolne do
oddziatywan z Rab5 wykazywaty brak wigzania do bton
(i pozostawaty rozpuszczalne w cytoplazmie), a jednocze-
$nie po nadprodukcji wywieraty hamujacy efekt na proli-
feracje komorek. Endosomalna lokalizacja biatek APPL jest
niezbedng czescig ich cyklu funkcjonalnego, obejmujacego
takze przejSciowy transport do jadra. Jednocze$nie oznacza
to, ze przedziat endosomalny niosacy biatka APPL jest ko-
niecznym etapem posrednim w przekazywaniu sygnatow
mitogennych z btony komérkowej (np. po stymulacji czyn-
nikami wzrostu) do jagdra komdrkowego, gdzie nastepuje
przebudowa chromatyny i zmiana ekspresji genow jako
ostateczna odpowiedz komorki [46], Co ciekawe, opisuje sie
coraz wiecej biatek endocytarnych zdolnych do przemiesz-
czania sie do jadra komorkowego, gdzie biorg udziat w re-
gulacji transkrypcji [52].

KOORDYNACJA ENDOCYTOZY | PRZEKAZYWANIA
SYGNALOW KOMORKOWYCH

W szerszym konteks$cie, badania biatek APPL jako efek-
torow Rab5 rzucity nowe Swiatto na procesy endocytozy i
przekazywania sygnatdw wewnatrzkomorkowych, ktore
wczesniej badane byty zwykle osobno. Obecnie wiadomo,
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ze procesy te sg ze sobg scisle powigzane na réznych pozio-
mach. Tradycyjnie zaktadano, ze sygnaty z btony komérko-
wej sg przekazywane do jadra poprzez aktywacje licznych
biatek sygnatowych, ktére rozprzestrzeniajg sie w cytopla-
zmie wyltacznie na drodze dyfuzji. Obecnie wiadomo, ze
przekazywanie sygnatéw inicjowane przez receptory na
btonie komorkowej zachodzi réwniez wewnatrzkomérko-
we na powierzchni endosoméw po internalizacji aktywo-
wanych receptoréw. Szlaki i kinetyka endocytozy konkret-
nego receptora regulujg rodzaj, lokalizacje i czas trwania
oddziatywan z innymi biatkami sygnatlowymi, co ma istot-
ny wptyw na ostateczng odpowiedz komérki na dany bo-
dziec, np. czynnik wzrostu czy réznicowania. W ten sposob
endosomy stanowig wewnatrzkomorkowe platformy dla
tworzenia komplekséw biatek sygnatowych iich aktywne-
go transportu w komdrce. Obecnie stale rosnaca liczba do-
niesien potwierdza, ze procesy endocytozy i przekazywania
sygnatow sg ze sobg nierozerwalnie zwiazane i lezg u pod-
staw molekularnej komunikacji pomiedzy poszczeg6lnymi
przedziatami komorkowymi [53-60],

PODSUMOWANIE

Badania biatek efektorowych Rab5 okazaty sie przetomo-
we w zrozumieniu réznorodnosci funkcji petnionych przez
mate GTPazy typu Rab. Stwierdzono, ze wielo$¢ procesow
regulowanych przez te biatka wynika z ich licznych oddzia-
tywan z biatkami efektorowymi. Wigzanie kinaz PI3 przez
Rab5 powoduje produkcje PI(3)P w btonie wczesnych endo-
somow, a akumulacja tego lipidu powoduje skoordynowa-
ng rekrutacje dalszych efektoréw biatka Rab5 posiadajgcych
motyw FYVE, tworzgc w ten sposéb domene wzbogacong w
Rab5, jego efektory i PI(3)P. Cykl wigzania i hydrolizy GTP
przez biatka Rab pozwolg na Scistg regulacje oddziatywan z
efektorami, a tym samym modulacje proceséw dokowania i
fuzji bton, ruchu endosomoéw oraz wewngatrzkomdrkowego
przekazywania sygnatow.
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Effectors of GTPase Rab5 in endocytosis and signal transduction
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ABSTRACT

Small GTPase Rab5 is a multifunctional protein, which regulates early steps of endocytosis, due to its interactions with numerous effectors
such as: Rabaptin-5/Rabex-5, EEAL, phosphatidylinositol 3-kinases hVPS34-pl50 and pllOp-p85a, phosphatidylinositol 4- and 5-phosphata-
ses, Rabenosyn-5/hVPS45, Rabankyrin-5, Huntingtin-HAP40, APPL1 and APPL2. These proteins specifically bind to the active form of Rab5,
thus regulating the processes of docking and fusion of endosomal membranes, motility of endosomes and intracellular signal transduction.
The characterization of molecular mechanisms underlying interactions of Rab5 effectors with membranes of early endosomes demonstrated
that phosphatidylinositol 3-phosphate (PI1(3)P) is a key component in this process. This further led to a concept of Rab domains as functional
units of endosomal membranes, contributing to the biochemical and functional identity of these organelles. In turn, studies of APPL1 and
APPL2 proteins illustrated a role of Rab5 in coordinated regulation of endocytosis and signal transduction.
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Endocytoza i zalezny od cytoszkieletu transport
sktadnikéw Scian komorkowych roslin

STRESZCZENIE

a drodze endocytozy zachodzi pobieranie i transport substancji z otoczenia, jak
N rowniez wycofywanie i/lub recykling sktadnikéw btony komoérkowej. Przez wiele
lat uwazano, ze proces ten nie wystepuje w komaérkach roslinnych, w ktérych wysokie
ci$nienie osmotyczne protoplastu uniemozliwia wpuklanie btony. Ostatnie lata przy-
niosty jednak dowody na to, Zze ma tam miejsce intensywna endocytoza. Do tej pory
zidentyfikowano u ros$lin 4 spoéréd 5 znanych typéw endocytozy. Badania z wykorzy-
staniem biatek markerowych dla poszczegdlnych przedziatéw systemu bton wewnetrz-
nych, swoistych barwnikéw oraz inhibitoréw funkcjonowania cytoszkieletu wykazaty,
ze w odroznieniu od komorek zwierzecych i drozdzy, endocytoza u roslin jest zalezna
przede wszystkim od aktyny i swoistych miozyn z klas VIII i XI. Cho¢ podziaty komarki
roslinnej i zwierzecej r6znig sie znaczaco przebiegiem, tgczy je Sciste uzaleznienie od
prawidtowo przebiegajacej endocytozy. Wykazano, ze podczas cytokinezy kluczowg role
odgrywajg uzupetniajace sie procesy wydzielania i endocytozy, dostarczajagc w ukierun-
kowany spos6b polisacharydy do powstajacej przegrody pierwotnej. Co istotne, do no-
wych écian komdérkowych na drodze endocytozy sg wbudowywane pektyny pochodzace
ze §cian juz istniejacych.

WPROWADZENIE

Endocytozg okresla sie proces wpuklania btony komdrkowej i witgcza-
nia tak powstatych pecherzykéw do wnetrza komorki. Struktury te zawie-
rajg wiele réznych substancji zlokalizowanych zar6wno w btonie, jak i we
wnetrzu pecherzyka. Moga to by¢ biatka i lipidy btony komdrkowej, a takze
pozakomdrkowe polipeptydy, cukry, ptyny iczastki zewnatrzkomérkowe, a
nawet wirusy czy bakterie. Pobierany materiat jest otaczany przez niewielki
obszar wpuklajgcej sie btony komoérkowej, z ktorej jest formowany peche-
rzyk ulegajacy nastepnie odigczeniu od btony i tworzacy endosom. Zaleznie
od transportowanego materiatu (cargo), jak i typu pecherzykéw (molekular-
nego mechanizmu ich powstania) wyrdéznia sie kilka rodzajow endocytozy:
zalezng od klatryny, zalezng od kaweoliny i tratw lipidowych, niezalezng od
klatryny i kaweoliny, pinocytoze (endocytoza fazy ptynnej) oraz fagocytoze

[1].

Szlak endocytotyczny jest waznym elementem prawidtowego funkcjonowa-
nia wszystkich komorek eukariotycznych. Uczestniczy w wymianie i degrada-
cji lipidow i biatek btonowych, w tym receptoréw, pobieraniu zwigzkéw od-
zywczych, transdukcji i rozprzestrzenianiu sygnatéw w komdérce, sygnalizacji
miedzykomaérkowej, eliminacji patogendéw oraz utrzymywaniu symbiozy [2].
Zjawisko endocytozy do niedawna bylo postrzegane jako charakterystyczne
wytacznie dla zwierzat. Pomimo doniesien literaturowych z przetomu lat 80.
i 90. XX wieku, kwestionowano mozliwo$¢ zachodzenia endocytozy u roslin,
sugerujac, ze cisnienie turgorowe protoplastu uniemozliwia wpuklanie btony
komorkowej [3,4], Jednakze w wielu badaniach dowiedziono istnienia procesu
endocytozy w systemie ro$linnym oraz poznano jego kardynalng role dla prawi-
dtowego funkcjonowania komérki. Byto to mozliwe m.in. dzieki zastosowaniu
szerokiego spektrum markeréw molekularnych znakujacych poszczegéline ele-
menty szlaku endocytozy, barwnikéw wigzacych sie do bton, takich jak FM1-
43 i FM4-64 oraz nieprzenikajacego przez btony biologiczne barwnika Lucifer
Yellow [2,5]. U roélin zidentyfikowano dotychczas cztery rodzaje endocytozy:
zalezng od klatryny, zalezng od tratw lipidowych, pinocytoze i fagocytoze. Jak
dotad, nie ma dowodow na istnienie systemu pecherzykéw optaszczonych ka-
weoling [2],

Istotng cecha przebiegu endocytozy, charakterystyczna dla roslin, jest scista
zaleznos$¢ od F-aktyny [6,7], Oprocz poprawnie funkcjonujacego cytoszkieletu
aktynowego dla zajscia endocytozy niezbedne jest jego oddziatywanie z odkry-
tymi niedawno, swoistymi dla komdrek roslin, niekonwencjonalnymi miozyna-
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mi z klasy VIII [8]. Istotne jest takze zachowanie integralno-
$ci Scian komorkowych, czego dowodem jest nieukierunko-
wana endocytoza na catej powierzchni protoplastow [9].

Proces endocytozy i transportu pecherzykowego ma
ogromne znacznie w zyciu komdrki roslinnej. Analo-
gicznie do uktadéw zwierzecych, w komérkach ro$lin na
drodze endocytozy przebiega recykling biatek, lipidow i
steroli zawartych w btonie komdrkowej [10,11] czy pobie-
ranie substancji rozpuszczonych w ptynach zewnatrzko-
madrkowych [12], Reakcje obronne roslin zachodzg m.in.
dzieki internalizacji w pecherzykach komplekséw recep-
tora z elicytorem (czasteczka sygnalna, uwalniana w po-
czatkowe]j fazie zakazenia roslin patogenami, wywotuja-
ca reakcje obronng roslin) bakteryjnym lub grzybowym;
na podobnej zasadzie odbywa sie rowniez fagocytoza
bakterii glebowych [2]. Obserwowane zmiany w skiadzie
$cian komdrkowych, zachodzgce podczas proceséw roz-
wojowych i w reakcji komdrek na stres, wskazujg na role
ukierunkowanego transportu polisacharydéw i biatek do
danych rejondw Sciany komdrkowej. Od niedawna wia-
domo, ze sktadniki $cian pobrane drogag endocytozy ze
§cian juz istniejgcych sg niezbedne do budowy przegrody
komorkowej i dalej blaszki srodkowej podczas podziatu
komaorki roslinnej [13]. Endocytoza jest procesem $cisle
zlokalizowanym. Do obszaréw najaktywniejszych endo-
cytotycznie nalezg $ciany poprzeczne oraz szczytowe do-
meny takich komoérek, jak wiosniki korzeniowe itagiewki
pytkowe.

SPECYFIKA PRZEBIEGU ENDOCYTOZY
W KOMORKACH ROSLINNYCH

Najlepiej poznanym typem endocytozy u roslin jest
endocytoza zalezna od klatryny. W genomie Arabidopsis
zidentyfikowano wszystkie elementy tego systemu, takie
jak tancuchy lekkie i ciezkie klatryny, biatka adaptorowe
(np. AP180, aC-adaptyna), mate GTPazy oraz dynamine.
Jednakze wgtebienia optaszczone klatryng sg mniejsze
niz zwierzece (Srednica 70-90 nm w poréwnaniu do 120
nm u ssakéw), podobnie jak same pecherzyki majace oko-
to 30 nm $rednicy (bez klatryny), przy 100 nm u ssakéw.
Ttumaczy sie to ograniczajgcym dziataniem ci$nienia tur-
gorowego w komarce [1,2].

Dla systemu ro$linnego proponuje sie odmienny niz
u zwierzat model przedziatdéw endosomalnych (Ryc. 1)
[5]. Nowo powstaty pecherzyk trafia do sieci trans apa-
ratu Golgiego (TGN, ang. trans Golgi netiuork), ktora pet-
ni funkcje zaréwno wczesnego endosomu, jak i bierze
udziat w szlaku wydzielania [14]. Wskazuje na to potoze-
nie markeréw wczesnych endosomoéw (np. podjednostki
al H+ATPazy, VHA-al) oraz kolejno$¢ pojawiania sie
markera endocytozy — hydrofobowego barwnika FM4-
64 w poszczeg6lnych przedziatach endosomalnych [15].
Co wiecej, uwazane dotychczas za wczesny endosom
czesciowo okryte retikulum (PCR, ang. partially coated
reticulum) wydaje sie by¢ tozsame z TGN [14]. W kom@r-
kach roslinnych TGN jest przedziatem bardziej autono-
micznym niz u zwierzat i czesto wystepuje oddzielnie od
diktiosomu [14,16].
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Rycina 1. Proponowany model przebiegu réznych typéw endocytozy u roslin.
Na rycinie oznaczono pecherzyki tworzace sie zaleznie od tratw lipidowych
(LR, ang. lipid rafts), pecherzyk pinocytarny (P), wgtebienie optaszczone klatryng
(CCP, ang. clatfin coated pit) oraz fagocytowang komoérke bakterii, ktére po in-
ternalizacji trafiajg do sieci TGN, tozsamej z wczesnymi endosomami (EE, ang.
early endosome) lub bezposrednio do ciata wielopecherzykowego, MVB, u ro$lin
uznawanego za p6zny endosom (LE, ang. late endosome), nazywany tez przedzia-
tem przedwakuolarnym, PVC. W ostatnim etapie, czasteczki moga trafi¢ do wa-
kuoli spichrzowej lub litycznej (S/LV, ang. storage/lytic vacuole), a cze$¢ materiatu
pobranego na drodze endocytozy zostaje wydzielona na zewnatrz komérki w
procesie wydzielania.

Za pbdzny endosom u ro$lin uwaza sie ciato wielopeche-
rzykowe MVB (ang. multivesicular body), zwane tez prze-
dziatem przedwakuolarnym, PVC (ang. prevacuolar compart-
ment). MVB spetnia dwojaka funkcje: sprzyja degradacji bia-
tek btonowych iusuwa ich funkcje sygnatowga, umozliwiajgc
ewentualny powrdt do wczesdniejszych przedziatow [5]. W
btonie tego przedziatu zlokalizowano wakuolarny receptor
sortujacy, VSR (ang. vacuolar sorting receptor), zatem tadu-
nek przeznaczony do degradacji trafia z MVB do wakuoli
litycznej [17,18]. U Arabidopsis odkryto kompleks retromeru
[19], odpowiedzialny u ssakéw i drozdzy za retrogradowy
transport receptoréw cargo wakuolarnego z MVB/PVC do
TGN [20], Ponadto, zidentyfikowano wszystkie elementy
kompleksu ESCRT (ang. endosomal sorting complex required
for transport), rozpoznajacego monoubikwitynowane biat-
ka i posredniczacego w ich internalizacji do wewnetrznych
pecherzykéw MVB. Biatka te sg nastepnie degradowane w
wakuoli litycznej [21].

Kolokalizacja markeréw endosomalnych z wydzielni-
czymi wskazuje na dwojaka role przedziatbw TGN i MVB
[5], W komérkach tytoniu BY-2 w sieci TGN zlokalizowa-
no biatko btonowe — nosnik wydzielniczy SCAMP1 (ang.
secretory carrier membrane protein 1), wystepujacy wspolnie
z markerem endosomdéw FM4-64 [14]. Ponadto, zidentyfi-
kowano kilka syntaksyn SNARE (np. SYP41), zaangazowa-
nych w wydzielanie i wystepujgcych w TGN [16]. Biatka
trafiajgce do MVB z TGN moga by¢ kierowane do degrada-
cji w wakuoli litycznej lub do wakuoli gromadzacej biatka,
co $wiadczy o $Scistym powigzaniu proceséw endocytozy i
wydzielania [5].
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ZALEZNY OD CYTOSZKIELETU TRANSPORT
PECHERZYKOW ENDOCYTARNYCH

W powszechnym rozumieniu uwaza sig, ze u roslin,
podobnie jak u zwierzat, dtugodystansowy transport sub-
stancji w komdrce na drodze endocytozy uzalezniony jest
od tubuliny, za$ aktyna zaangazowana jest w transport na
krétszych odcinkach [22], Eksperymenty przeprowadzone
na rosnacych wierzchotkowo komdérkach roslinnych wska-
zaly na istotng role aktyny w procesie endocytozy [7,23-25J.
Zauwazono, ze cho¢ ruch drobnych endosoméw w rosng-
cych szczytowo wiosnikach nie jest w zaden sposéb ukie-
runkowany przez wiokna aktynowe, to wymaga jednak
niezaktdconej, ciagglej polimeryzacji aktyny [23]. W odréz-
nieniu od endosomoéw zwierzecych i grzybowych, ktérych
ruch jest kierowany przez dyneiny i kinezyny wzdtuz mi-
krotubul [26,27], ruch endosomdéw roslinnych we wtos$ni-
kach jest zalezny wylgcznie od dynamiki cytoszkieletu
aktynowego. Udowodniono ponadto, ze we wzrastajagcym
wiosniku pobdr sktadnikéw potrzebnych do budowania
filamentow aktynowych moze przebiega¢ na drodze endo-
cytozy [25,28]. Poniewaz zauwazono, ze najintensywniejszy
ruch endosomdéw odbywa sie w pozbawionej wigzek akty-
ny strefie szczytowej wtosnikdw [23,25], uwaza sie, ze endo-
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Rycina 2. Model transportu endosomoéw kierowanego przez cytoszkielet aktyno-
wy. Kolorem r6zowym zaznaczono biatka nalezace do rodzin homologicznych u

drozdzy iroélin, za$ niebieskim biatka o podobnej funkcji zlokalizowane u droz-
dzy lub roslin.
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somy mogtyby stanowi¢ miejsca inicjacji nukleacji aktyny, a
co za tym idzie, polimeryzacja aktyny powodowataby ich
ruch [29,30]. Tego typu ruchy u zwierzat wymagajg obec-
nosci profiliny, dynaminy, ADF i biatek kompleksu Arp2/3
[28,31,32]. Biatka te sg obecne w wierzchotku wzrastajgcego
witosnika [7,23,25], za$ ich mutacje, np. kompleksu Arp2/3,
powodujg zaburzenia wzrostu szczytowego [33], Inne bada-
nia wykazaty obecnos¢ biatek podobnych do Arp3 w wierz-
chotkach niedojrzatych wtoénikéw oraz w przedziatach
MVB [34], Powyzsze informacje pozwalajg twierdzi¢, ze za
prawidtowy przebieg procesu endocytozy we wzrastajgcym
wiosniku korzeniowym odpowiada caly kompleks sktada-
jacy sie z aktyny oraz powigzanych z nig biatek.

Zaproponowany niedawno przez Galletta i Cooper'a
tréjfazowy model zaleznosci miedzy mikrofilamentami ak-
tynowymi a przebiegiem endocytozy w komoérkach droz-
dzy, moze stanowi¢ pewng sugestie, co do potencjalnej roli
niektérych biatek takze u roslin (Ryc. 2) [31,32], W fazie
pierwszej okreslone biatka, m.in. klatryna, biatka wigzgce
klatryne (AP-2, AP-180), miozyny oraz regulujace aktyw-
no$¢ kompleksu Arp2/3 biatka WASP/Lasl7 iepsl5/Panl,
przytaczajg sie do powierzchni btony komdérkowej. Nastep-
nie przytaczaja sie biatka zaangazowane w proces budowa-
nia filamentéw aktynowych, takie jak: Arp 2/3, fimbryna,
biatka nakrywajace (czapeczkujace, ang. capping proteins),
Abpi iinne. Pocigga to za sobg rozpoczecie procesu poli-
meryzacji aktyny oraz wpuklania btony komoérkowej. Uwy-
puklona btona komoérkowa ze zwigzanymi biatkami jest na-
stepnie odcinana przez odpowiednie biatko (role te odgry-
wajg m.in. dynaminy) i tworzy pecherzyk. W ostatniej fazie
nowo powstaty pecherzyk przemieszcza sie w cytoplazmie,
prawdopodobnie na $ciezce wytyczonej przez polimeryzu-
jace na jego powierzchni filamenty aktynowe [31,32]. Do tej
pory w genomie A. thaliana, poza wspomnianymi wczes$niej
biatkami wigzgcymi aktyne, zidentyfikowano kilka rodzin
genow kodujacych biatka zaangazowane w proces endo-
cytozy, takie jak: klatryna, biatka wigzace klatryne (AP-2,
AP-180), miozyny, dynamina, Epsl5 [2,32,35], Mimo ze u
Arabidopsis nie wystepujg biatka WASP, podobng funkcje
mogtyby petni¢ biatka WAVE/Scar, ktére maja zdolnos¢
aktywacji kompleksu Arp2/3 [2,28,32].

Aktyna jest niezbedna podczas transportu endosomoéw
podlegajacych recyklingowi, ktére zostaja wigczane do cy-
toplazmy na drodze retrogradowej, a nastepnie sg trans-
portowane z powrotem do btony komérkowej [6,36]. Dla
poprawnego transportu pecherzykéw recyklujacych, za-
leznego od aktyny, istotne znaczenie majg swoiste miozyny
roslinne [10,37], Dotychczas potwierdzono u Arabidopsis, ze
jedynie miozyny z klasy VIII i Xl biorg udziat w transporcie
struktur wewnatrzkomorkowych, w tym takze nalezacych
do przedziatdw endosomalnych [37,38,39],

Transport steroli z btony komoérkowej jest rowniez za-
lezny od filamentéw aktynowych [11]. Zastosowanie cyto-
chalazyny D —inhibitora blokujgcego wydtuzanie koAcow
kolczastych mikrofilamentow lub mutacja genu kodujgcego
aktyne, skutecznie blokujg pobdr steroli na drodze endocy-
tozy [11, 36], Dowiedziono ponadto, ze transport steroli jest
zalezny od oddziatywan aktyny z biatkiem ARAG6, naleza-
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cym do grupy specyficznych dla roslin GTPaz Rab, obec-
nym w btonach wczesnych endosomow [11].

Istotne znaczenie dla procesu przebudowy $cian komér-
kowych ma zalezna od aktyny endocytoza fazy ptynnej.
W procesie pinocytozy nastepuje rowniez pobieranie sub-
stancji odzywczych przez heterotroficzne komorki korze-
ni [10,40], Hydrofilowy barwnik Lucifer Yellow wnika do
apoplastu, gromadzac sie gtdwnie w poblizu poprzecznych
Scian komdrkowych, a nastepnie obserwuje sie jego punkto-
wag fluorescencje w pecherzykach potozonych we wnetrzu
komérek. Wykazano, ze internalizacja tego barwnika ma
miejsce w plazmodesmach i polach jamkowych [10]. W tych
samych punktach zaobserwowano takze nagromadzenie
F aktyny oraz miozyny VIII, za§ wymuszona depolimery-
zacja aktyny zatrzymywata pobieranie barwnika. Ponadto
zaobhserwowano, ze miejsca, w ktérych pinocytoza przebie-
ga szczego6lnie intensywnie sg aktywne takze jako centra
organizacji mikrofilamentéw. Proces polimeryzacji aktyny
moze odgrywaé¢ wazng role w odtgczaniu sie pecherzykdw
i transporcie endosomoéw, na co wskazuje zaleznos$¢ trans-
portu znakowanych fluorescencyjnie pecherzykow od F
aktyny [2], Ponadto, oddziatywania F aktyna-miozyna VIII
wydajg sie niezbedne, by umozliwi¢ endocytoze w komor-
kach ro$linnych cechujacych sie wysokim turgorem [8,41].

UDZIAL ENDOCYTOZY W PRZEBUDOWIE SCIAN
KOMORKOWYCH | PODZIALE KOMORKI

Komorki roslinne rosng na drodze powigkszania catko-
witej powierzchni btony i $ciany komorkowej. Zdolnosé
btony komérkowej do rozciggania jest stosunkowo niewiel-
ka - okoto 2% [42], za$ w rosnacych komdrkach roslinnych
§ciana nie robi sie coraz ciefnsza, co Swiadczy o tym, ze
wzrost komadrek zalezny jest od statego dostarczania ma-
teriatéw budulcowych do btony i Sciany komdrkowej [43].
Obserwowane zmiany w sktadzie $cian komdrkowych, za-
chodzace podczas proceséw rozwojowych iw reakcji komo-
rek na stres, wskazuja na role ukierunkowanego transpor-
tu polisacharydow i biatek do okreslonych rejonéw Sciany
komoérkowej i kluczowg role endocytozy dla metabolizmu
§cian komorkowych [13,44]. Uwaza sie, ze przebieg synte-
zy celulozy regulowany jest poprzez ukierunkowany recy-
kling podjednostek kompleksu syntazy celulozy pomiedzy
btong komérkows i przedziatami bton wewnetrznych. In-
nym przyktadem sa biatka arabinogalaktanowe, ktdére po
internalizacji i przejsciu przez przedziat MVB trafiajg do
wakuoli [45,46].

Badania nad podziatami komoérek ssaczych wykazaty, ze
cytokineza jest $cisle zalezna od endocytozy, za$ recykluja-
ce endosomy, przenoszace tadunek zaréwno z wczesnych
endosomow, jak i sieci TGN, dostarczajg materiat do budo-
wy btony komdrkowej [47,48]. Do niedawna uwazano, ze
jedynym zrédtem materiatéw budulcowych dla tworzacej
sie przegrody komorkowej jest ich synteza de novo [49],
Najnowsze badania dowodzg jednak, ze cargo pochodze-
nia endocytotycznego stanowi wiekszg cze$¢ powstajacej
struktury [13]. Cytokineza stanowi powazny problem lo-
gistyczny. Zamkniecie przez pierscien kurczliwy mostu
miedzykomdrkowego w $rodciatku, koriczgce cytokineze u
zwierzat, wydaje sie do$¢ tatwe. Natomiast dobudowanie
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okoto 1/3 powierzchni komérki roslinnej w postaci nowych
$cian komorkowych w czasie stanowigcym jedynie 4% cate-
go cyklu komoérkowego jest juz znacznie trudniejsze. Oka-
zuje sie jednak, ze u wszystkich grup organizméw procesy
te wymagaja szybkiego i sprawnego dziatania systemu en-
dosomalnego [13].

Badania prowadzone na komoérkach znajdujgcych sie w
stadium interfazy wykazaty, ze biatka btony komorkowej i
pektyny zlokalizowane w $cianach komorkowych podlega-
ja konstytutywnemu transportowi do wnetrza komdrek na
drodze endocytozy oraz recyklingowi miedzy symplastem
i apoplastem [6,11,50,51]. Eksperymenty z wykorzystaniem
przeciwciat rozpoznajacych dimery ramnogalakturonanu
typu Il (RGII) [52] dostarczyty istotnych przestanek, suge-
rujgcych udziat endocytozy w transporcie pektyn do nowo-
powstajacych $cian komorkowych z istniejgcych juz $cian
komérkowych. Funkcjonalne, zwigzane z borem dimery
RGII powstajg wytacznie w warunkach kwasnego pH i wy-
sokim stezeniu wapnia, charakterystycznych dla $rodowi-
ska scian komorkowych [52], Okazuje sig, ze przeciwciato
anty-RGII wigze sie specyficznie do powstajgcej przegrody
komorkowej. Co wiecej, w obrebie powstajgcej przegrody
komérkowej lokalizujg sie gtéwnie endosomy, a nie peche-
rzyki wywodzace sie z aparatu Golgiego, za$ zablokowanie
szlaku wydzielania zaleznego od aparatu Golgiego przez
brefeldyne A (inhibitor transportu anterogradowego) nie
hamuje tworzenia sie przegrody komoérkowej. Z drugiej
strony, zastosowanie wortmanniny (inhibitora PI3 kinazy),
hamuje powstawanie MVB pochodzacych z aparatu Gol-
giego i zatrzymuje réwniez cytokineze [13], co wskazuje ze
podczas podziatu komoérki dochodzi do zazebienia sie szla-
kéw endo- i egzocytozy.

Zastosowanie wielu inhibitoréw funkcjonowania cyto-
szkieletu oraz szlaku wydzielania wykazato, ze w odréz-
nieniu od mikrotubul, filamenty aktynowe sg niezbedne do
internalizacji niektérych sktadnikéw $cian komdrkowych
na szlaku endocytozy, w tym pektyn i ksyloglukanu [6,
53]. Pektyny zwigzane z wapniem i borem majg kluczowe
znaczenie dla wytrzymatosci mechanicznej i struktury prze-
strzennej $cian komaérkowych [54,55]. Tym samym, endocy-
toza zalezna od cytoszkieletu aktynowego, wraz z procesa-
mi wydzielania, moduluje witasciwosci mechaniczne $cian
komdérkowych poprzez zmiane sktadu polimeréw. Oznacza
to réwniez, ze od przebiegu endocytozy mogg zaleze¢ wia-
sciwosci mechaniczne catych komérek, a w konsekwencji
—wzrost i morfogeneza roslin.
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Endocytosis and actin-dependent transport of plant cell wall components
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ABSTRACT

Endocytosis is the way of uptaking and transporting substances from the immediate surroundings, as well as the way of removal and/or re-
cycling of the plasma membrane components. For many years, it was thought that this process was not operating in plant cells in which high
turgor pressure of the protoplast prevented invagination of the plasma membrane. Recent years, however, brought the evidence for intensive
endocytosis in plants. So far, four types of endocytosis, among 5 known, have been identified in plants. Use of protein markers of different
compartments of the endomembrane system, specific dyes, and the cytoskeleton inhibitors, made possible demonstration that, as opposed to
animal and fungal systems, endocytosis in plant cells was dependent on actin and plant-specific myosins of VIII and Xl classes. Although cell
divisions in plants and animals differ considerably, they both are dependent on the proper endocytosis. It has been shown that during cytoki-
nesis secretion and endocytosis act in concert, delivering polysaccharides directionally to the growing cell plate. What is more important, new
cell walls are built from e.g. pectins transported by endocytosis from existing cell walls.
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Rola uktadu aktomiozynowego w ruchach
chloroplastow indukowanych Swiattem niebieskim

STRESZCZENIE

uch chloroplastéw to proces przemieszczania ich w komoérce zalezny od kierunku, nate-
Rzenia i dtugodci fali padajgcego Swiatta. Reakcjami chloroplastéw w wyzszych roélinach
ladowych sterujg dwa fotoreceptory, fototropiny 1i 2, natomiast uktad motoryczny stanowig
aktyna i miozyna. Sciezki przekazu sygnatu pozostajg nieznane pomimo wynikéw $wiadcza-
cych, ze wapn i fosfoinozytole petnig funkcje wtérnych przekaznikéw. W pracy przedysku-
towano dwa sposoby zaangazowania uktadu akto-miozynowego w mechanizm ruchowy. W
roslinach wodnych, gdzie ruch chloroplastéw zalezy od $wiatta czerwonego i jest zwigzany
z ptynieciem cytoplazmy ma miejsce przebudowa cytoszkieletu aktynowego. W wyzszych
roslinach ladowych, np. w Arabidopsis thaliana, ruch chloroplastéw zalezy wytgcznie od
Swiatta niebieskiego. W tych gatunkach nie obserwuje sie specyficznej, indukowanej $wia-
ttem reorganizacji aktyny ani ruchu cytoplazmy w miekiszu asymilacyjnym. W Arabidopsis
przemieszczeniom chloroplastéw towarzyszy specyficzna dla $wiatta niebieskiego relokali-
zacja miozyny. Zatem w wyzszych roslinach ladowych kierunkowy sygnat inicjowany przez
Swiatto moze by¢ przekazywany na miozyne.

RUCHY CHLOROPLASTOW - OGOLNA CHARAKTERYSTYKA

Ruch chloroplastow jest aktywng, wymagajacg naktadu energii odpowie-
dzig komorki na zmieniajgce sie warunki Swietlne. OdpowiedZ ta manifestuje
sie przemieszczeniem chloroplastow w komorce. Zalezy ono od kierunku, na-
tezenia i dtugosci fali padajgcego Swiatta. Ruch chloroplastow jest powszech-
nym zjawiskiem w Swiecie roslin. Opisano go w komdrkach glonéw (Dicyota
dichotoma, Hormidium flaccidum, Mesotaenium calariorum, Mougeotia scalnris,
Vnuchemin sessilis), mszakéw (Fufiaria hygrometrica, Ceratodon purpureus), pa-
protnikow (Adiantum capillus-veneris, Pteris crética, Selaginella martensii) oraz w
roslinach wyzszych, wodnych i lgdowych (Ajugn reptans, Chloropytum elatum,
Lemna trisulca, Nicotiana tabacum, Tradescantia sp., Vallisneria gigantea, Viciafaba,
Spinacia oleracea) [1-6].

Zjawisko to w szerszym kontekscie opisywano wielokrotnie w pracach prze-
gladowych [1,6-11]. Pierwsza, obszerna praca monograficzna na temat ruchow
chloroplastow ukazata sie w 1908 roku [12]. Natomiast ruch chloroplastow w li-
$ciach modelowej rosliny Arabidopsis thaliana (rzodkiewnika pospolitego) zostat
scharakteryzowany po raz pierwszy w 1996 roku [13].

Wyréznia sie dwie podstawowe reakcje chloroplastéw na Swiatto. U wiek-
szosSci gatunkéw kontrolowane sg one przez rodzine fotoreceptorow Swiatla
niebieskiego — fototropiny. W odpowiedzi na stabe $wiatto niebieskie chloro-
plasty przemieszczajg sie w reakcji akumulacji do $cian komaorki prostopadtych
do kierunku padania Swiatta, przyjmujac tzw. potozenie ptaskie. Dla Arabidop-
sis natezenie Swiatta niebieskiego wywotujgce reakcje akumulacji zawiera sie w
przedziale od 0,07 do 3,6 pEirrx_1 [13]. Reakcja ucieczki od $wiatta wystepuje
podczas naswietlania roslin silnym Swiattem niebieskim. W takich warunkach
chloroplasty lokuja sie wzdtuz $cian oSwietlonych najstabiej, przyjmujac tzw.
potozenie profilowe. Przy okoto 140 pEm'V1nastepuje wysycenie reakcji, co
oznacza ze maksymalna liczba chloroplastow osigga potozenie profilowe, a dal-
szy wzrost natezenia Swiatta nie powoduje juz zmian w uktadzie chloroplastow.
Reakcji akumulacji towarzyszy spadek, natomiast reakcji ucieczki — wzrost
transmisji $wiatta przez lis¢. Zalezno$ci pomiedzy uktadem chloroplastow a po-
ziomem transmisji Swiatta przez tkanke wykorzystano do rejestracji ruchéw
chloroplastdw metoda fotometryczng [4]. W ciemnos$ci chloroplasty zazwyczaj
utozone sg pod wszystkimi $cianami mniej wiecej rGwnomiernie, zaleznie od
nieznanych dotad czynnikdw endogennych, dlatego w uproszczeniu moéwi sie
o potozeniu losowym. Jak wykazano, jest ono zwigzane z warunkami $wietl-
nymi niszy ekologicznej roslin [3,13]. Niedawne prace sugerujg takze wplyw
fototropin na pozycjonowanie chloroplastdw w ciemnosci [14].
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Jak zaznaczono wczesniej, ruchy chloroplastéw w prze-
wazajagcej wiekszosci gatunkow sg indukowane wytacznie
Swiattem niebieskim i bliskim UV. Dotyczy to wszystkich
zbadanych gatunkéw roslin wyzszych lagdowych. Jedy-
nie w niektérych gatunkach roslin nizszych lub wyzszych
roélin wodnych, np. w Mougeotia, Mesotaenium, Adiantum,
Ceratodon oraz Vallisnena sp., w sterowaniu przemieszcze-
niami bierze udziat takze Swiatto czerwone [1,11]. Poniewaz
indukcja ruchu chloroplastéw $wiattem czerwonym moze
by¢ zablokowana dalekg czerwienig, byto oczywiste ze w te
reakcje zaangazowany jest fitochroml Dalsze badania do-
prowadzity do odkrycia nowego, chimerycznego fotorecep-
tora zbudowanego z czesci fitochromowej i fototropinowej
—neochromu [15,16].

Uktad wykonawczy w ruchach chloroplastéw stanowig —
jak sie wydaje bez wyjatku —aktyna oraz miozyna. Jest to tak
zwany uktad aktomiozynowy, opisany w dalszej czesci pracy.

Mimo badan trwajacych ponad 100 lat ruchy chloropla-
stow nie zostalty w petni poznane. Poza identyfikacjg fotore-
ceptoréw odpowiedzialnych za przemieszczenia w $wietle
niebieskim oraz udowodnieniem zaangazowania cytoszkie-
letu aktynowego, badania nad mechanizmem ruchu wcigz
przynoszg nowe pytania, miedzy innymi:

— Jakie sg roznice w mechanizmach molekularnych re-
akcji ucieczki i akumulacji?

—W jakim stopniu ruchy cytoplazmy wptywajg na ruchy
chloroplastéw? Czy réznice w mechanizmie przemieszczen
chloroplastow zachodzacych w $wietle niebieskim/czerwo-
nym sg zwigzane z ptynieciem cytoplazmy?

— Czy wyrazna reorganizacja aktyny dotyczy tylko ga-
tunkéw reagujacych na czerwone Swiatto?

— Czy zaangazowanie miozyn roslinnych w ruch chlo-
roplastéw jest ograniczone tylko do wyzszych roslin lado-
wych, czy wystepuje rowniez w roslinach nizszych iw wyz-
szych roslinach wodnych?

— Czy w sterowaniu ruchem chloroplastu biorg udziat
sygnaty wytwarzane w samej organelli?

Sciezka transdukcji sygnatu, poza wskazaniami na enzymy
szlaku fosfatydyloinozytoli i jony wapnia, nie jest dotychczas
poznana [17-19], Nowe mutanty Arabidopsis tluiliana wykazu-
jace zaburzenia w ruchach chloroplastow: jad, pmil, chupl,
pomimo obiecujgcych wynikow badan wstepnych, w dalszym
ciggu nie zostaty w petni scharakteryzowane [14,20,21],

FOTOTROPINY - FOTORECEPTORY W
RUCHACH CHLOROPLASTOW

W ostatnich dziesieciu latach odkryto i scharakteryzowa-
no dwa fotoreceptory Swiatta krétkofalowego kontrolujgce
ruchy chloroplastow —fototropine 1 (photl) oraz fototropi-

'fitochrom —roSlinny receptor Swiatta czerwonego i dalekiej czerwie-
ni; sygnaty przekazywane przez fitochromy do jadra prowadzg do
zmian ekspresji genéw i w konsekwencji do zmian we wzro$cie i roz-
woju roslin
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ne 2 (phot2). Stanowig one unikalng klase roslinnych kinaz,
nie wystepujacych w zadnej innej grupie organizmoéw. Fo-
totropiny zostaty najpierw zidentyfikowane jako receptory
odpowiedzialne za fototropizm [22], Nastepnie okazato sig,
ze biorg udziat w ruchach chloroplastow [23-25], otwiera-
niu aparatow szparkowych [26], hamowaniu wydtuzania
hipokotyli2[27] oraz rozwoju lisci [28],

Fototropine 1, odkrytg w 1995 roku, poczgtkowo scharak-
teryzowano jako fotoreceptor odpowiedzialny za wygiecie
fototropiczne [29], Dalsze badania ujawnity, ze jest to kinaza
serynowo-treoninowa wigzgca mononukleotyd flawinowy.
Kinaza ta ulega autofosforylacji [22] i nie posiada domeny
transbtonowej [30].

Region kodujacy photl Arabidopsis thaliana zawiera 20
eksonoéw. Gen Photl koduje biatko ztozone z 996 reszt ami-
nokwasowych i masie ok. 120 kDa. Domena kinazowa Photl
zawiera 11 motywow kinaz nalezacych do rodziny PVPK1
w obrebie grupy kinaz biatkowych C [30,31]. N-kohAcowy
region zawiera 110 reszt aminokwasowych i dwie domeny
LOV (ang. light-oxygen-voltage-sensing) zaangazowane w
wigzanie mononukleotydu flawinowego (FMN). Gidéwne
maksima absorpcji podstawowej formy domen LOV wyno-
szg 360 nm 450 nm [32], Ustalono, ze w przypadku obu fo-
toreceptoréw wiekszg role odgrywa LOV2 [33]. W ciemno-
§ci LOV2 dziata jako inhibitor czesci kinazowej. Pierwszym
produktem wzbudzenia fototropiny jest addukt FMN-cy-
steinylowy, tworzony w obrebie domeny LOV2 [32,34].
Utworzenie adduktu wytacza hamujgce wtasnosci domeny
LOV2. Natomiast LOV1 obniza prég fotoaktywacji LOV2
[35]. Szczegbétowe badania czesci N i C koncowej fototropin
wykazaty, ze fragment C-kornicowy odpowiada za lokaliza-
cje fototropin w komérce [36,37].

Konstruktem PHOT1-GFP stransformowano mutanta
photl Arabidopsis, ktéry nie zawiera mMRNA genu PHOTL.
Pozwolito to na okreslenie lokalizacji fototropinyl [28].
Wykazano podbtonowe potozenie receptora. Fluorescencje
GFP zaobserwowano w dzielgcych sie i wydtuzajgcych ko-
morkach kortykalnych haczyka apikalnego3i w strefie elon-
gacyjnej korzenia etiolowanyctn siewek [28], W komérkach
epidermy, mezofilu oraz w komorkach aparatu szparko-
wego fotoreceptor jest zlokalizowany réwnomiernie. Nato-
miast w komérkach korzenia i kortykalnych komarkach hi-
pokotyla znajduje sie gtéwnie pod $cianami poprzecznymi.
W preparatach korzeniowych Arabidopsis zaobserwowano
takze zalezny od $wiatta transport fototropinyl od btony do
cytoplazmy [38].

W 2001 roku dwie grupy zidentyfikowaty phot2 jako foto-
receptor odpowiedzialny za reakcje ucieczki (odpowiedZ chlo-
roplastéw na silne Swiatto niebieskie) [23,25], Fototropina 2
(dawniej npl; nph-like) jest homologiem fototropiny 1. PHOT1 i
PHOT2 majg ponad 58% identycznosci oraz 67% podobienstwa;
ponad 80% podobienstwa dotyczy domeny kinazowej [39], Fo-
totropina 2 jest zbudowana z 915 reszt aminokwasowych. Jest
to, podobnie jak PHOT1, podbtonowe biatko o aktywnosci kina-
zy serynowo-treoninowej. Phot2 dziata jako odrebny receptor,

hipokotyl —podliscieniowy odcinek todygi zarodkowej

dhaczyk apikalny —szczytowa cze$¢ hipokotyla

Zetiolowana —inaczej wyptoniona, rosngca w ciemnosci, m.in. nie syn-
tetyzuje chlorofilu
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ktory moze takze przejmowacé funkcje photl. Jest zaangazowa-
na w otwieranie aparatow szparkowych, ruch chloroplastéw i
fototropizm. Razem z photl posredniczy w aktywacji btonowej
H+-ATPazy w komorkach przyszparkowych [40].

W reakcjach ruchowych chloroplastdw photl dziata przy
nizszych, a phot2 przy wyzszych natezeniach Swiatta. Za
reakcje ucieczki odpowiada fototropina 2, natomiast reak-
cje akumulacji kontrolujg oba fotoreceptory. Fototropiny
wspotdziatajg ze sobg w mniejszym lub wigkszym stopniu
we wszystkich procesach fizjologicznych, ktére kontroluja.

Jako kinazy, fototropiny wykazujg zdolno$¢ do autofosfo-
rylacji in vivo [29] i in vitro [22] oraz fosforylacji innych sub-
stratéw [35], W aktywacji autofosforylacji przez swiatto, w obu
fotoreceptorach, bierze udziat domena LOV2 [33]. Dowiedzio-
no, ze istnieje wspotzalezno$¢ miedzy autofosforylaq'a a foto-
tropiczng odpowiedzig hipokotyla. Jednak udziat autofosfory-
lacji fototropin w transdukcji sygnatu nie jest jasny. Ponadto,
w komorkach Escherchia coli kinaza phot2 z Arabidopsis wyka-
zuje konstytutywng aktywno$¢ w obecnosci kazeiny, ktora jest
czestym substratem w badaniach in vitro nad kinazami sery-
nowo-treoninowymi. Wskazuje to na mozliwo$¢ fosforylacji
substratu przez fototropiny in vivo [35]. Do tej pory nie udato
sie wskaza¢ co mogtoby by¢ tym substratem w komdrce.

Duzy postep w badaniach ruchéw chloroplastéw uzy-
skano, stosujgc mutanty nie zawierajgce fototropin:

N photl —wymaga wyzszych intensywnosci Swiatta do
zainicjowania obu reakcji chloroplastow [41];

N phot2 — Swiatto niebieskie wywotuje wytacznie reak-
cje akumulacji chloroplastéw niezaleznie od intensywnosci
[23,25];

N photlphot2 — nie wykazuje kierunkowych ruchéw
chloroplastow [24],

CYTOSZKIELET AKTYNOWY W
RUCHACH CHLOROPLASTOW

Obecna w komorkach roslinnych dynamiczna sie¢ mi-
krofilamentdw jest zaangazowana w sterowane $wiattem
procesy rozwojowe i ruchowe, na przyktad w regulowa-
ng Swiatlem czerwonym odpowiedZ fototropiczng szczy-
towych komoérek mchu Ceratodon [42], zalezny od $Swiatta
ruch jadra w komaérkach Adiantum [43] czy ruch aparatow
szparkowych w Commelina [44],

W przeciwienstwie do komoérek zwierzecych, ruchy or-
ganelli komoérkowych w roslinach odbywaja sie za posred-
nictwem cytoszkieletu aktynowego, a mikrotubule wydaja
sie odgrywac role drugorzedna, gtownie stabilizujaca [patrz
monografie dotyczgce aktyny, cytoszkieletu roslinnego i po-
larnosci komorki roslinnej: 45-47].

Zaangazowanie cytoszkieletu aktynowego w ruch chloro-
plastéw wykazano poczatkowo w eksperymentach z wyko-
rzystaniem inhibitoréw polimeryzacji aktyny, cytochalazyn
Boraz D [18,48-51]. Zastosowanie kazdego z tych inhibitoréw
skutkuje natychmiastowym zatrzymaniem ruchu chloropla-
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stow. W kilku gatunkach kierunkowym przemieszczeniom
chloroplastow towarzyszy indukowana S$wiattem zmiana
przestrzennej organizacji filamentow aktynowych. Specyficz-
ne struktury aktynowe pojawiajg sie w stabym i silnym Swietle
w Vauchena [52], Caulerpa [53], Mougeotia [54] oraz w papro-
ciach Selaginella [55] i Adiantum [50], Co najmniej trzy z tych
gatunkéw wykazujg ruch chloroplastéw sterowany Swiattem
czerwonym. W pozostatych dwdéch przypadkach (Caulerpa, Se-
laginella) zakres spektralny nie zostat zdefiniowany, poniewaz
do indukcji ruchéw stosowano tylko Swiatto biate.

Bezposrednig zmiane organizacji cytoszkieletu wyka-
zano w komorkach epidermy Vallisneria za pomoca fluore-
scencyjnie znakowanej falloidyny [56], W adaptowanej do
ciemnos$ci tkance Vallisneria chloroplasty ptyna z pradem
cytoplazmy podstawowej, a mikrofilamenty tworzg siatke
ztozong z cienkich witokien. Pod wptywem stabego Swiatta
czerwonego widkna aktynowe tworzg strukture podobng do
plastra miodu, w ktérej ptynace chloroplasty zostajg unieru-
chomione przy $cianach prostopadtych do kierunku padania
Swiatta (reakcja akumulacji). Oba procesy sa powolne; petne
wyksztatcenie charakterystycznej architektury filamentéw
aktynowych towarzyszacej immobilizacji chloroplastéw
trwa okoto czterech godzin. Po o$wietleniu silnym Swiattem
czerwonym lub niebieskim chloroplasty odzyskujg swojga ru-
chliwos¢ i sg przemieszczane do $cian réwnolegtych do kie-
runku padania Swiatta. Rownoczes$nie zachodzi reorganiza-
cjaaktyny w bardziej rozciagnietg sie¢ zbudowang z grubych
wiokien. Naswietlenie preparatu bezposrednio po Swietle
czerwonym daleka czerwienig powoduje zatrzymanie ruchu
chloroplastow. DCMU (3-(3,4-dichlorofenylo)-I,I-dimetylo-
mocznik), inhibitor niecyklicznego transportu elektronéw w
fotosyntezie, blokuje tworzenie struktury plastra miodu [57],
Dowodzi to udziatu barwnikéw fotosyntetycznych w stero-
waniu reorganizacjg cytoszkieletu, wyjatkowego w ruchach
chloroplastéw. Natomiast odwracalne dziatanie czerwieni i
dalekiej czerwieni wskazuje, ze role fotoreceptora odgrywa
fitochrom. Kandasamy i Meagher wykazali bliski przestrzen-
ny zwigzek pomiedzy chloroplastami i cytoszkieletem w m+to-
dych komorkach mezofilu Arabidopsis [58], Tkanke czesciowo
traktowali enzymami rozktadajgcymi $ciane komdrkowa,
a cytoszkielet znakowali przeciwciatami przeciwko aktynie.
Aktyna tworzyta wokot chloroplastéw geste oploty nazwane
koszykami. Nie obserwowano zadnej struktury przypomi-
najacej plaster miodu z Vallisneria. Latrunkulina B (inhibitor
polimeryzacji aktyny) powodowata agregacje chloroplastow
potaczong ze zniszczeniem architektury cytoszkieletu ak-
tynowego. Na podstawie tych wynikéw zaproponowano
model, w ktdrym chloroplasty migrujg wzdtuz wtdkien ak-
tynowych lub sg przez nie ciggniete. Poniewaz jednak w do-
Swiadczeniach nie zastosowano $wiatta indukujgcego ruch
chloroplastow, nie uzyskano bezposrednich dowoddéw jego
dziatania na cytoszkielet ani na zaangazowanie cytoszkieletu
w przemieszczenia chloroplastow.

Kierujac sie wynikami reorganizacji aktyny zwigzanej z ru-
chem chloroplastow w VallisneAa, przeprowadzono podobne
eksperymenty na Arabidopsis i Nicotiana w tkance utrwalanej i
znakowanej falloidyng, mykotoksyng przyfgczajaca sie do fi-
lamentéw aktynowych. Liscie, przed utrwaleniem i wyznako-
waniem, naswietlano Swiattem niebieskim silnym lub stabym,
wywotujagcym odpowiednio reakcje ucieczki lub akumulacji
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chloroplastow. Nie stwierdzono wystepowania zaleznych od
Swiatta zmian w przestrzennej organizacji aktyny. Jako kon-
trole zastosowano réwnokwantowe Swiatto czerwone, silne
lub stabe. Przetestowano rosliny dzikiego typu Arabidopsis, a
takze mutanty fototropinowe: photl iphot2. Tylko w mutancie
phot2 (z zaburzong reakcja ucieczki), zaobserwowano w $wie-
tle czerwonym statystycznie istotng reorganizacje cytoszkiele-
tu aktynowego, nie jest ona jednak zwigzana bezposrednio z
ruchem chloroplastow [59], Ostatnio do badan nad udziatem
aktyny w przemieszczeniach uzyto transgenicznego tytoniu,
w ktorym cytoszkielet aktynowy wyznakowano, stosujac
biatko fuzyjne plastyna-GFP. W tych doswiadczeniach takze
nie zaobserwowano zmian architektury cytoszkieletu, ktére
mozna by powigza¢ z kierunkowymi ruchami chloroplastow.
W Swietle silnym, niezaleznie od dtugos$ci fali (niebieskim i
czerwonym) zaobserwowano poszerzenie filamentow akty-
nowych [19]. Poniewaz $wiatto czerwone nie wywotuje ruchu
chloroplastow w tytoniu, obserwowany efekt nie moze by¢
porownywany z przebudowag cytoszkieletu w Vallisneria (,,pu-
tapkowaniem™ chloroplastéw). Nie jest jednak wykluczone,
ze zarejestrowane ,,rozsnucie" filamentéw utatwia ruch. Nie
mozna tego jednoznacznie stwierdzi¢, poniewaz biatkiem zna-
kowanym nie byta aktyna, lecz biatko ktore jg wigze. Do tej
pory nie zmierzono réwniez stosunku aktyny monomerycznej
(G) do aktyny filamentowej (F) w $wietle wywotujacym reak-
cje ucieczki i akumulacji. Nie wiadomo zatem czy obserwowa-
ny efekt nie jest wynikiem przemieszczen biatka fuzyjnego w
obrebie filamentéw.

Reasumujac, wydaje sie ze w wyzszych roslinach lado-
wych aktyna nie jest celem sygnatow okres$lajacych kieru-
nek ruchu chloroplastow.

MIOZYNY W RUCHU CHLOROPLASTOW

Drugi sktadnik uktadu motorycznego przemieszczajgce-
go chloroplasty w komérce stanowig miozyny. Miozyny sg
rodzing pospolicie wystepujacych, bardzo zréznicowanych
biatek. Elementy cytoszkieletu znaleziono zaréwno u pro-
kariota, jak i u eukariota, natomiast miozyny wydaja sie by¢
zdobyczg ewolucyjng wytgcznie organizmoéw eukariotycz-
nych. Miozyny transportujg rozne tadunki wzdtuz wiékien
aktyny, moga rowniez przemieszcza¢ mikrofilamenty po
nieruchomych powierzchniach, np. po btonie komorkowe;j.
Biatka z tej rodziny definiuje sie jako rodzine zaleznych od
aktyny Mg2 ATPaz z charakterystyczng -80 kDa domeng
motoryczng w czeSci N-koncowej [60]. Sktadajg sie one z
jednego lub dwdch tancuchoéw ciezkich i zmiennej liczby
tancuchow lekkich. W obrebie taficucha ciezkiego wyré6znia
sie trzy strukturalne fragmenty: domene motoryczng, tzw.
gtowe, domene zawierajacg motywy 1Q, tzw. szyjke, oraz
domene C-koricowa, tzw. pateczke.

Domena motoryczng jest najbardziej zachowang w
ewolucji czescig wszystkich izoform miozyny. W jej obre-
bie biatko tgczy sie z aktyng i wigze ATP. Ewolucyjna nie-
zmienno$¢ struktury w tym rejonie jest prawdopodobnie
zwigzana z hydrolizg ATP i uwolnieniem jej produktow
lub z zachowaniem mozliwosci przenoszenia zmian towa-
rzyszacych hydrolizie nukleotydu na ruch catego biatka.
Co ciekawe, w obrebie domeny motorycznej zachowanej
w ewolucji zlokalizowany jest fragment zaangazowany w
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wigzanie nukleotydu, natomiast domena wigzgca aktyne
—juz nie [61].

Za globularng domeng motoryczng znajduje sie szyjka:
krétki, helikalny region regulatorowy. Zawiera ona zmien-
ng liczbe motywow 1Q (sekwencja IQXXXRGXXXR), ktore
sq miejscem wigzania tancuchdéw lekkich i kalmoduliny.

Cze$¢ C-koncowg miozyny zajmuje pateczka. Jest to naj-
bardziej zmienna domena pod wzgledem dtugosci i sekwen-
cji. Moze zawieraé rézne funkcjonalne subdomeny: SH3
(miozyna I, 1V), GAP (miozyna I1X), FERM (miozyna VII, X,
XV), PH (miozyna X), MTH4 (miozyna IV, VII, X, XIlI, XV)
lub domene kinazowg (miozyna Ill) [60,62], Pateczka miozyn
czesto zawiera sekwencje umozliwiajgce tworzenie superhe-
lisy (ang. coiled-coil), ktére umozliwiajg dimeryzacje. Uwaza
sie, ze duza cze$¢ zroznicowania w obrebie rodziny miozyn
pochodzi wiasnie od tej domeny i ze jest ona odpowiedzialna
za rézne funkcje tych biatek. Na podstawie filogenetycznej
analizy sekwencji domeny motorycznej miozyny roslinne
zalicza sie do trzech klas: VIII, XI i X1l [63], Miozyny klasy
VI i XI znaleziono we wszystkich badanych organizmach
roslinnych, natomiast miozyna Xlll jak dotad zostata odkryta
tylko w glonie morskim Acetabularia cliftonii. Publikacje na te-
mat miozyn Arabidopsis i ich przynaleznosci do obu klas uka-
zaty sie w latach 2001 i 2003 [64-66], Nie mozna wykluczy¢,
ze obie klasy stanowig partneréw dla aktyny w mechanizmie
ruchéw chloroplastow roslin wyzszych [17,67-69],

Woczesne doniesienia 0 zaangazowaniu miozyn w ruch
chloroplastow pochodzg z badan z uzyciem inhibitoréow, wy-
konanych na roslinach wodnych: Vallisnena [70] oraz Lemna
thsulca [51]. Przemieszczenia chloroplastéw hamowano N-
acetylomaleimidem, ktory niespecyficznie blokuje aktywnos¢
ATP-azowg miozyn. W Vallisnefia zatrzymywany byt jedno-
czesnie ruch cytoplazmy oraz ruch chloroplastéw. Zatrzyma-
nie ruchu plastydéw obserwowano takze w permeabilizowa-
nych glicerynowych modelach komérkowych Lemna.

Ponadto, wykazano obecno$¢ miozyny na powierzchni chlo-
roplastow Lemna, znakujac je immunofluorescencyjnie prze-
ciwciatami przeciwko miozynie miesniowej w rozgniecionych
cztonach lisciowych [51]. W liciach Arabidopsis wyznakowano
miozyne przeciwciatami poliklonalnymi przeciwko miozynie
roslinnej klasy VIII [68], Dodatkowo —jak wspomniano wy-
zej — przeciwciatami przeciwko miozynie Xl zlokalizowano
miozyne na powierzchni plastydow w mezofilu kukurydzy
[67], Ze wzgledu na brak catkowicie specyficznych przeciwciat
przeciwko miozynie tylko jednej klasy nie jest mozliwe w tej
chwili jednoznaczne stwierdzenie, ktére miozyny znajdujg sie
na powierzchni chloroplastéw. Dodatkowe utrudnienie stano-
wi brak komercyjnych przeciwciat skierowanych przeciwko
miozynom ros$linnym.

MIOZYNY KLASY VIII

Pierwsze doniesienia na temat genéw miozyn w Arabidop-
sis pochodzg z poczatku lat dziewiecdziesigtych. W 1994 roku
Kinkema i wspétaut. ogtosili znalezienie 6 gendw kodujgcych
sekwencje miozynowe [71]. Siedem lat p6zniej, zidentyfikowa-
no 17 genéw miozynowych, uzywajac zachowanej w ewolucji
aminokwasowej sekwencji domeny motorycznej MYAL [65].
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Klasa VIII jest reprezentowana w Arabidopsis przez
4 geny: AT1G50360.1, AT3G19960.1, AT4G27370.1 oraz
AT5G54280.1.

Pierwszg sklonowang miozyng jest AT3G19960.1, w la-
tach dziewiecdziesigtych nazywana ATM i zaklasyfikowa-
na do nowej klasy miozyny VIII [72], Biatko przewidywane
na podstawie sekwencji DNA ma 1166 reszt aminokwaso-
wych i mase molekularng ok. 131 kDa.

RdzehA domeny motorycznej miozyny VIII zawiera cha-
rakterystyczng sekwencje RDALAK. Inng typowg dla mio-
zyn sekwencjg jest GESGAGKT. Znajduje sie ona w miejscu
wigzania fosforanu (ang. P-loop) w domenie wiazacej ATP.
N-koncowy region w miozynie ATM jest dtuzszy niz w
innych miozynach. Zawiera on unikalny zestaw 90 pierw-
szych reszt aminokwasowych i pozostatg czes¢ wspdlng z
innymi miozynami. Region C-koncowy zawiera 4 motywy
1Q, za nimi przypuszczalnie znajduje sie a-helikalny region
domeny coiled-coil. Charakterystyczne dla miozyn tej klasy
jest okoto 150 reszt aminokwasowych konca C z dwoma re-
gionami bogatymi w reszty serynowe oraz zlokalizowanym
na samym koricu regionem z tadunkami dodatnimi. Zaden
z nich nie wydaje sie by¢ miejscem wigzania tadunku (ang.
cargo), ale C-koncowy region mogtby stanowi¢ miejsce wig-
zania fosfolipidow. Hipoteze te wysunieto na podstawie
podobienstwa miozyny VIII do miozyn klasy I. Najpraw-
dopodobniej motyw SH3 lub region z nietypowg kompozy-
cja aminokwasowag, np. GPA, sg zaangazowane w wigzanie
miozyn roslinnych do aktyny. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
sekwencja AT3G19960.1 nie zawiera zadnego z tych ukta-
déw.

W ostatnim czasie zmienita sie koncepcja specyficznych
potaczen miedzykomdérkowych w roslinach —plazmodesm.
Badania kilku ostatnich lat okre$lajg je jako kurczliwe struk-
tury tunelowe, ktorych przepustowos¢ jest silnie kontrolowa-
na [73-75]. Obecno$¢ miozyny w plazmodesmach lub polach
jamkowych korzeni réznych roslin wykazato wielu autoréw
[68,76-80], Wedtug modelu zaproponowanego przez Black-
man i Overall, miozyna tgczy btone komdérkowg z aktyng
oplatajacg desmotubule. Aktomiozynowy uktad w plazmo-
desmach stuzytby jako tory dla transportu miedzykomar-
kowego [74,75],

Miozyna VIl wydaje sie odgrywac wazng role w podziatach
miedzykomorkowych. Doswiadczenia przeprowadzone na
korzeniach kukurydzy irzezuchy ogrodowej wskazujg na jej
udziat w zaktadaniu poprzecznej sciany komoérkowej z udzia-
tem transportu pecherzykéw, tworzeniu przegrody pierwot-
nej i dojrzewaniu $ciany komérkowej [77,81]. Doswiadczenia
z inhibitorem mnoksymem 2,3 butandionu (BDM), wskazuja
réwniez na wptyw miozyny na organizacje kortykalnej sia-
teczki Srédplazmatycznej [82]. Uktad aktomiozynowy bierze
udziat takze w zaleznym od wakuol wydtuzaniu komérek
[78], Kilka lat temu wysunieto interesujgca hipoteze na temat
zaangazowania miozyn w plazmolizie i deplazmolizie [83],
Umozliwiatyby one kontrole objetosci protoplastu oraz jego
ruch slizgowy w przestrzeni ograniczonej $ciang komorkowa
w poddanych stresowi osmotycznemu komérkach zielistki
(Chlorophytum comosum).
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W 2005 roku ukazata sie praca wskazujaca na udziat mio-
zyny VIl w kontroli odpowiedzi na sygnat grawitacyjny [68].
Przeciwciatami przeciwko ATM1 z Arabidopsis wyznakowano
powierzchnie statolitéw5 podczas enzymatycznej degradacji
Sciany statocytow6w czapeczce korzeniowej kukurydzy. Za-
stosowanie stresu osmotycznego prowadzito do szybkiej re-
lokacji miozyny VIII —nastepowato przemieszczenie miozyn
z czesci podbtonowej komorki na statolity/amyloplasty. Do
podobnego zjawiska nie dochodzito podczas enzymatycznego
trawienia komérek mezofilu (protoplastowania). Autorzy po-
stulujg dwa wyjasnienia obserwowanych efektéw: 1) miozyny
przemieszczajg sie po kablach aktynowych na powierzchnie
organelli, 2) ruch miozyny moze towarzyszy¢ aktywnej reor-
ganizacji cytoszkieletu aktynowego. Opisywane doswiadcze-
nia wskazujg posrednio na zaangazowanie miozyn w tworze-
nie potaczenia pomiedzy cytoszkieletem, btong komorkowa i
$ciang komorkowa.

MIOZYNY KLASY Xl

W roku 1994 Kinkema i Schiefelbein sklonowali gen
MYA1 Arabidopsis. Produkt wedtug ich przewidywan miat
173 kDa i poczatkowo zaliczony zostat do klasy V ponie-
waz wykazywat wysokg homologie ze zwierzecg miozyng
V [84], Jednak w toku dalszych badan filogenetycznych wy-
rézniono nowg klase miozyn — XI. Ostatecznie w genomie
Arabidopsis zidentyfikowano 13 genéw miozyny Xl [65],

Oczyszczona z komoérek zawiesinowych BY-2 tytoniu
miozyna Xl ma mase 175 kDa [85]. Za domeng motoryczng
znajduje sie region z szeScioma motywami 1Q. Ponizej nie-
go usytuowana jest domena odpowiedzialna za a-helikalng
strukture coiled-coil. Miozyna Xl zawiera réwniez domeny
DIL o nieznanej funkcji. Na podstawie zdje¢ z mikroskopu
elektronowego wiadomo, ze miozyna Xl tworzy dimery
[85,86], Dtugos¢ pateczki wynosi ok. 25 nm, natomiast cat-
kowita dtugo$¢ biatka to ok. 33 nm. Okres$lono réwniez od-
legtos¢ o jaka przesuwa sie miozyna Xl przy kazdym kroku:
jest to ok. 35 nm przy szybkosci ok. 7 pm/s'1[85].

Uzywajac przeciwciat przeciwko regionowi z pateczki mio-
zyny klasy XI, Wang i Pesacreta pokazali lokalizacje miozyny
Xl w komérkach kukurydzy [67], Kolokalizacja przeciwciat
przeciwko miozynie Xl i odpowiednich znacznikéw fluore-
scencyjnych wykazata, ze znajduje sie ona na powierzchni mi-
tochondriow ipiastydow. Brak jej natomiast na powierzchni
jadra komorkowego, peroksysomow oraz bton aparatu Gol-
giego i siateczki $rdédplazmatycznej [67]. Lokalizcje peroksy-
somalng wykazano jednak rok pdzniej z uzyciem mutanta
Arabidopsis mya2 [87], Miozyna Xl jest zaangazowana w roz-
woj wiosnikdw i trichomow oraz w transport pecherzykoéw
[88-89], Najnowsze doniesienia dowodzg obecnosci miozyny
Xl na btonach aparatu Golgiego [90]. Oprécz tego biatko fu-
zyjne YFP-pateczka miozyny Xl lokalizuje sie na powierzchni
nieznanych pecherzykéw [91]. Uwaza sie, ze miozyny klasy
Xl sg zaangazowane w ruch cytoplazmy, transport organelli
i polarny transport auksyn. Jednak, jak wida¢ z powyzszego

Statolity — plastydy petnigce funkcje w odpowiedzi na sygnat grawi-
tacyjny

Gtatocyty — komorki w czapeczce korzeniowej zawierajace statolity,
odpowiedzialne za reakcje grawitropiczng
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zestawienia, ustalenie ich szczeg6towych funkcji wymaga dal-
szych badan.

Lokalizacje miozyn w dzikim typie i w mutantach
fototropinowych Arabidopsis badano, naswietlajgc rosli-
ny Swiattem wywotujacym reakcje ucieczki i akumula-
cji chloroplastéw (Ryc. 1) [69], Po nasSwietlaniu tkanke
utrwalano i znakowano przeciwciatami poliklonalnymi
przeciwko zwierzecej miozynie z mie$ni gtadkich i szkie-
letowych. Stwierdzono, ze lokalizacja miozyn zalezy od
Swiatta niebieskiego. W komdrkach naswietlanych sta-
bym niebieskim $wiattem miozyna znajdowata sie na
powierzchni chloroplastow, natomiast po silnym Swietle
niebieskim —poza otoczka chloroplastéow. Efektu reloka-
lizacji miozyn nie obserwowano w silnym i stabym S$wie-
tle czerwonym ani w mutancie photl. Wydaje sie wiec,
ze miozyny sg celem Sciezki sygnatowej zapoczatkowanej
przez wzbudzong fototropine2. Ich relokalizacja mogtaby
by¢ niezbednym sktadnikiem mechanizmu ruchéw chlo-
roplastow w ros$linach wyzszych lgdowych.

ZAGADNIENIA OCZEKUJACE NA WYJASNIENIE

Badania ostatnich kilkunastu lat przyniosty ogromny po-
step w zrozumieniu procesow zaleznych od Swiatta niebie-
skiego. Dawniej wszystkie fotoreceptory Swiatta niebieskie-
go nazywano kryptochromami. Obecnie wiadomo, Ze jest ich
kilka grup, a za ruch chloroplastéw odpowiadajg fototropi-
ny. By¢ moze jednak fototropiny nie sg jedynymi fotorecep-
torami $wiatta niebieskiego biorgcymi udziat w ruchach chlo-
roplastéw. Mozna tak przypuszczaé, gdyz brak w komdrce
fototropiny 1 nie powoduje catkowitego wygaszenia reakcji
akumulacji, a tylko przesuniecie progu wrazliwosci na Swia-
tlo. Moze to by¢ spowodowane przeniesieniem funkcji na
phot2, nie mozna jednak wykluczy¢ udziatu innego, niezna-
nego jeszcze receptora Swiatta niebieskiego/UV.

Przed odkryciem fototropin istnienie dwdch ré6znych me-
chanizmow dla reakcji ucieczki i akumulacji chloroplastow
postulowano gtéwnie na podstawie badan reakcji wzbudza-
nych Swiattem impulsowym. Nowsze badania wskazujg, ze
obie reakcje réznia takze $ciezki przekazu sygnatu. Swiadczy
o tym np. inna wrazliwo$¢ reakcji akumulacji i ucieczki na
hamowanie wortmaning w komoérkach Lemna [17]. Wortma-
nina nieodwracalnie blokuje aktywnos$¢ kinazy fosfoinozy-
tydu (PI3K) przez kowalencyjne wigzanie do katalitycznej
domeny tego enzymu. Reakcja ucieczki jest hamowana dzie-
sieciokrotnie wyzszym stezeniem inhibitora niz reakcja aku-
mulacji. Wskazuje to na mozliwo$¢ zaangazowania réznych
kinaz fosfoinozytydoéw w przekazie sygnatu swietlnego.

Z wczedniejszych badan wynikato, ze obecnos¢ jonow wap-
nia jest konieczna do regulacji uktadu aktyna-miozyna. Nie
uzyskano natomiast jednoznacznych wskazowek czy wapn
jest wtérnym przekaznikiem sygnatu [18,92]. Doswiadczenia
przeprowadzone ostatnio na tytoniu z ekspresja biatka fuzyj-
nego plastyna-GFP potwierdzity, ze jony wapnia sg odpowie-
dzialne za sp6jnosé i funkcjonalnosé cytoszkieletu wymagang
do prawidtowego ruchu chloroplastéw [19]. Wyniki otrzyma-
ne z uzyciem trifluoperazyny, inhibitora kalmoduliny, wska-
zaly na role tego biatka nie tylko w zapewnieniu prawidtowej
struktury sieci aktynowej, ale takze w przenoszeniu informacji
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Rycina 1. Zmiany lokalizacji miozyn w $wietle wywotujacym kierunkowe prze-
mieszczenia chloroplastéw. Liscie Arabidopsis thaliana dzikiego typu i mutan-
tow fotoreceptorowych naswietlano $wiattem niebieskim wysycajacym reakcje
ucieczki (SB, strong blue) lub akumulacji (wB, weak blue) chloroplastéw, utrwalano
i znakowano immunofluorescencyjnie. Jako kontrole zastosowano réwnokwan-
towe $wiatto czerwone (odpowiednio SR, strong red i wR, zoeak red). Czerwone
elipsoidy przedstawiaja chloroplasty, kolorem zielonym oznaczono miozyne.
Strzatkami zaznaczono rodzaj naswietlania. W tkance zaadaptowanej do ciem-
nosci oraz w tkance poddanej naswietlaniu $wiattem czerwonym, niezaleznie od
jego intensywnosci, miozyny sa czeSciowo zlokalizowane na powierzchni plasty-
déw, a czeSciowo w cytoplazmie. W stabym $wietle niebieskim miozyna znajduje
sie na powierzchni chloroplastéw. Po naswietlaniu tkanki silnym $wiattem nie-
bieskim miozyna przestaje by¢ widoczna na powierzchni chloroplastéw — naj-
prawdopodobniej ja opuszcza. Efekt ten jest widoczny w ro$linach rzodkiew-
nika dzikiego typu oraz w mutancie photl posiadajacym wytgcznie fototropine
2, wykazujacym normalne reakcje ruchowe chloroplastéw, wymagajace jednak
wyzszego progu aktywacji. W mutancie phot2 posiadajacym wy#tacznie fototropi-
ne 1iwykazujacym wytacznie — takze w $wietle silnym — reakcje akumulacji,
miozyny optaszczajg powierzchnie chloroplastu niezaleznie od natezenia $wia-
tha niebieskiego. Miozyny nie przemieszczajg sie w mutancie photl/phot2 (brak
obu fototropin; nie wykazuje kierunkowych ruchéw chloroplastéw). W oparciu
o [69], schemat poszerzony.

o kierunku ruchu. Co wiecej, jony wapnia przywracajg ruchy
chloroplastéw zahamowane przez wortmanine; zatem wapn
moze by¢ zaangazowany w przekaz sygnatu razem z kina-
zami fosfoinozytyddéw. Dodatkowo zaproponowano udziat
magnezu w transdukcji sygnatu jako jonu kooperujgcego z
wapniem [19]. Posrednim dowodem zaangazowania wapnia
jako wtdrnego przekaznika sygnatu jest wywotywany przez
fototropiny wzrost stezenia Ca2-w komérce; nie wykazano
jednak jego zwigzku z ruchem chloroplastéw, mimo ze stoso-
wano mutanty photl, phot2 i photl/phot2 [93],

Dane dotyczace zaangazowania wapnia w ruchy chlo-
roplastéw wcigz wydaja sie by¢ niejednoznaczne lub nie-
kompletne. Z tego wzgledu dyskusja jego roli wymaga
osobnego opracowania.
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Powszechnie uwaza sie, ze ruch chloroplastow jest zwigza-
ny z ptynieciem cytoplazmy. Wykazano taki zwigzek w glo-
nach, przedros$lach paproci i splatkach mchédw. Nie wydaje sie
to jednak prawdopodobne w dojrzatym mezofilu roslin wyz-
szych, takich jak Arabidopsis lub Nicotiana. W ich komérkach
cytoplazma stanowi cienkg warstwe pod btong komérkowg
oraz tworzy pasma transwakuolame. Sam ruch cytoplazmy
jest w tych komérkach niewidoczny. Cze$¢ badaczy uwaza,
ze wystarczy $ledzi¢ wyznakowane mate organelle, np. perok-
sysomy. Jednak ruch peroksysoméw w epidermie cebuli nie
wykazuje synchronizacji, ktéra wystepowataby gdyby oba te
procesy ruchowe miaty jedng regulacje [94],

Wydaje sie prawdopodobne, ze wodne rosliny, w ktérych
Swiatto czerwone wywotuje kierunkowy ruch chloropla-
stow, np. Vallisneria, maja odrebny wykonawczy mechanizm
ruchu, a jego istotng cze$¢ stanowi dtugotrwata, obejmuja-
ca calg komorke reorganizacja cytoszkieletu aktynowego.
Taka reorganizacja moze by¢ zwigzana z pltynieciem cyto-
plazmy zaleznym od mikrofilamentow. Na razie nie znale-
ziono gatunku, ktéry umozliwitby weryfikacje tezy, ze ruch
chloroplastéw jest zwigzany ze specyficzng reorganizacjg
cytoszkieletu, jesli przemieszczenia organelli sg zwigzane z
ruchami cytoplazmy. Jak wspomniano wyzej, w dojrzatych
komoérkach miegkiszu asymilacyjnego Arabidopsis lub Nicotia-
na ruchy cytoplazmy nie sg ani widoczne ani udowodnione.
Co wiecej, w zadnym gatunku, w ktérym ruch chloroplastéw
zalezy wytgcznie od $wiatta niebieskiego nie zaobserwowa-
no reorganizacji aktyny zwigzanej z ruchami chloroplastéw.

Hipoteza, ze w wyzszych roslinach lagdowych na koncu
$ciezki sygnatowej znajdujg sie miozyny, a w ro$linach wod-
nych, jak Vallisneria — aktyna wymaga dalszych badan. Pyta-
nie jak na razie pozostaje otwarte, m.in. z powodu trudnosci
eksperymetalnych. Doniesienia na temat relokalizacji miozyn
pod wplywem Swiatta wywotujgcego ruch chloroplastéw
wymagajg nowego typu doswiadczen w celu wyjasnienia
dziatania uktadu aktomiozynowego. Badanie miozyny ijej re-
lokalizacji w komdrkach roslinnych utrudnia brak specyficz-
nych przeciwciat przeciwko miozynom roslinnym. Ponadto,
uzywane do badan ruchéw rosliny wodne maja silnie inkru-
stowane liscie, co blokuje wprowadzanie przeciwcial. Majg
takze wysokg autofluorescencje w zakresie zielonym, zwykle
stosowanym w badaniach immunofluorescencyjnych.

Wiadomo, ze ruch chloroplastdw wptywa na optyma-
lizacje fotosyntezy, a takze peini funkcje w ochronie apa-
ratu fotosyntetycznego przed nadmiernym os$wietleniem.
Jednak do tej pory nie udato sie zarejestrowaé¢ sygnatu
pochodzacego od chloroplastéw, ktéry miatby wptyw na
reakcje ucieczki lub akumulacji. Istnienie takiego sygnatu
wydaje sie prawdopodobne, ale proby znalezienia go nie
daty dotychczas rezultatéw.

Badania mutantow Arabidopsis wykazujacych zaburzenia w
ruchach chloroplastéw, jad, pmil, chupl, nie wyjasnity zadnej
zwymienionych we wstepie kwestii. JAC1 koduje biatko o nie-
znanej funkcji, jedna z jego domen mogtaby odpowiadaé za
przekaz sygnat wapniowego, ale nie zostato to udowodnione.
W mutantach pmi ruchy chloroplastéw sa czeSciowo wycisza-
ne. Jednak badania pokazujg raczej zwigzek z podziatami chlo-
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roplastéw niz z mechanizmem ich ruchu. Natomiast biatko
CHUP1 wigze sie wprawdzie z chloroplastami oraz aktyng,
ale mutacja powoduje anomalne unieruchomienie chloro-
plastow w jednym obszarze komdrki, a nie dotyczy ich prze-
mieszczen.

Podsumowujac, wyjasnienie mechanizmu ruchéw chloropla-
stdw, a zwitaszcza stworzenie modelu Sciezki przekazu sygnatu
Swietlnego, wcigz mozna uznaé za cele dalekie od osiagniecia.
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The role of actomyosin in blue light-induced chloroplast movements
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ABSTRACT

Chloroplast redistribution in the cell depends on direction, fluence-rate and spectral composition of the incident light. Two photoreceptors, pho-
totropin 1 and 2, control the chloroplast responses in higher land plants. Actin and myosin form the motor system. Although numerous results point
to calcium and phosphoinositides as the secondary messengers, the signal transduction pathways remain unidentified. Two possible roles of the
acto-myosin system in the mechanism of chloroplast redistribution have been discussed. Reorganization of the actin cytoskeleton has been observed
in water plants where the chloroplast movements depend on red light. This reorganization appears to be associated with cytoplasmic streaming. In
higher land plants, e.g. in Arabidopsis thaliana, the chloroplast responses depend only on blue light. Neither specific light-induced reorganization of
actin nor cytoplasmic streaming have been observed in the mesophyll of these species. A blue light-specific relocalization of myosins accompanies
the chloroplast responses in Arabidopsis. Thus myosins might be potential targets of light signaling in higher land plants.
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STRESZCZENIE

earanzacje cytoszkieletu aktynowego umozliwiaja komérkom prawidtowe funkcjono-

wanie w warunkach normalnych, a takze przystosowywanie sie do zmian w $§rodowisku
zewnetrznym. Forminy sg biatkami wigzacymi aktyne, odpowiedzialnymi za nukleacje ak-
tyny, a dalej — elongacje mikrofilamentéw. Sposrdd innych biatek wigzacych aktyne wy-
réznia je obecnos$¢ zachowanej w ewolucji domeny FH2 (ang.formin homology domain 2),
a takze dodatkowych domen, charakterystycznych dla réznych klas formin. W komorkach
zwierzecych udowodniono udziat formin, miedzy innymi, w procesie cytokinezy, czy utrzy-
maniu ksztattu i polarnosci komoérki, a takze ksztattowaniu filopodidw, endocytozie oraz
w wielu innych procesach. Obecno$¢ formin w komoérkach roslinnych udokumentowano
dopiero niedawno. Jak dotad, udowodniono, ze biorg one udziat we wzroscie wierzchotko-
wym oraz w procesie cytokinezy. Ze wzgledu na rézng organizacje funkcjonalng komdrek
roslinnych i zwierzecych mozna przypuszcza¢, ze i zakres funkcji formin bedzie odmienny.
Jedng z proponowanych jest rola biatka tacznikowego w obrebie kontinuum WMC (ang.
celi wall-plasma membrane-cytoskeleton). Jednak stan wiedzy o funkcjonowaniu formin jest
znacznie ubozszy niz w przypadku formin zwierzecych czy z drozdzy.

WPROWADZENIE

Dla prawidtowego funkcjonowania organizmu wielokomérkowego niezbed-
ne jest zapewnienie ciggtej wymiany informacji miedzy poszczeg6lnymi komor-
kami, a takze dynamicznej odpowiedzi na bodzce zar6wno zewnetrzne, jak i
pochodzace z wnetrza komorki. Taka plastyczno$¢ zapewniajg komorkom zwie-
rzecym m.in. cytoszkielet oraz matriks zewnatrzkomérkowa (ECM, ang. extracel-
lular matrix). Cytoszkielet, poprzez odpowiednie odksztatcanie btony komorko-
wej, wptywa bezposrednio na jej ksztatt, natomiast ECM stanowi strukturalnie
uksztattowane otoczenie, umozliwiajgce z jednej strony bezposrednie zakotwi-
czenie cytoszkieletu, a z drugiej — przekazywanie sygnatow, wplywajacych na
procesy zyciowe, do wnetrza komérek. Funkcjonalnym, a do pewnego stopnia
rébwniez strukturalnym, odpowiednikiem ECM u roélin jest Sciana komérkowa
[1], Idea kontinuum WMC (ang. celi wall-plasma membrane-cytoskeleton), spajaja-
cego komorki mechanicznie i funkcjonalnie, znana jest od dawna ws$rod badaczy
komdrek zwierzecych czy grzybowych, jednak istnienie takiego kontinuum w
komorkach roslinnych zasugerowano dopiero w latach 90. XX wieku [2]. Po-
prawne dziatanie kontinuum WMC jest mozliwe dzieki biatkom tgczgcym ze
sobg poszczegdlne jego elementy, a za jednego z potencjalnych kandydatéw u
roslin uwazane sg forminy [3],

Cytoszkielet aktynowy jest strukturg bardzo dynamiczng. Decyduje jednak o
tym nie stan dynamicznej rownowagi miedzy pulg aktyny wystepujacg w for-
mie globularnej a pulg spolimeryzowang w formie mikrofilamentow, lecz przede
wszystkim wystepowanie duzej puli biatek wigzgcych aktyne (ABP, ang. actin
binding proteins). Biatka te mozna podzieli¢ na rézne grupy funkcjonalne ze wzgle-
du na forme aktyny, z kt6rg oddziatuja, a takze proces, w jakim biorg udziat (np.:
biatka wigzgce monomery aktyny; biatka odpowiedzialne za nukleacje czy biatka
kontrolujgce depolimeryzacje) [4], Polimeryzacja aktyny jest procesem wymaga-
jacym naktadu energetycznego. Szczeg6lnie niekorzystny z termodynamicznego
punktu widzenia jest etap nukleacji, czyli wytworzenia pierwszego dimeru lub
trimeru aktyny. Stad tez procesy te inicjuja i wspomagaja biatka ABP uczestnicza-
ce w nukleacji, a nastepnie w elongacji mikrofilamentu aktynowego [5]. Jak dotad
zidentyfikowano kilka biatek odpowiedzialnych za nukleacje aktyny u zwierzat.
Sa to: kompleks Arp2/3, Spire, Cordon-bleu, lejomodyna oraz, wspomniane juz,
biatka z grupy formin [6,7]. Istnieja wyraZzne réznice w organizacji cytoszkieletu
u organizmoéw roslinnych i zwierzecych, jak i funkcji, jakie poszczegdlne elemen-
ty petnig u tych organizméw. Aktyna u roslin jest odpowiedzialna za integracje
transportu wewnatrzkomdérkowego, w przeciwienstwie do zwierzat, gdzie gtow-
ng role odgrywa cytoszkielet tubulinowy [8], Zaréwno u roslin, jak i u zwierzat cy-
toszkielet aktynowy jest zlokalizowany w okolicy jadrowej, a takze w czesci koro-
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wej komorki, kontaktujac sie z btong komorkowa [9]. Z uwagi
na obecnos$¢ $ciany komdrkowej zakotwiczenie cytoszkieletu
w bionie komérkowej, a dalej w $cianach komadrek roslin wy-
daje sie by¢ szczegOlInie istotne miedzy innymi dla przekazy-
wania sygnatéw mechanicznych do wnetrza komorki. Brak
bezposrednich homologoéw integryn i oddziatujagcych z nimi
biatek cytoplazmatycznych w genomie Arabidopsis sugeruje,
ze u ro$lin musza istnie¢ inne biatka zaangazowane w szla-
ki przekazywania sygnatu. Btonowa, charakterystyczna dla
roélin, lokalizacja formin predystynuje je do petnienia funk-
cji facznika miedzy Srodowiskiem zewnetrznym a cytosz-
kieletem. W przypadku komorek ro$linnych mozliwa jest
nukleacja aktyny w poblizu btony komoérkowej, a takze do-
Srodkowa elongacja mikrofilamentéw. Do takiej reorientacji
mikrofilamentéw mogtoby dochodzi¢ np. w odpowiedzi na
bodZzce zewnetrzne przekazywane do wnetrza komorki mie-
dzy innymi przez forminy.

BUDOWA FORMIN

Forminy definiowane sg przez obecno$¢ zachowanej
w ewolucji domeny FH2 (ang. formin homology domain 2),
a takze domeny FH1 (ang. formin homology domain 1) [10].
Domena FF12 zlokalizowana jest na kofcu C biatka i ma dtu-
gosc¢ okoto 400-500 reszt aminokwasowych. Wigze sie ona z
szybko rosngcym koricem kolczastym filamentu aktynowe-
go ijest kluczowa dla procesu nukleacji i elongacji aktyny.
Domena FH1, wykazuje znacznie nizszy poziom zachowa-
nia sekwencji, jest bogata w reszty prolinowe i odpowiada
za wigzanie kompleksu wolnej aktyny z profiling [11].

Analiza bioinformatyczna, polegajagca na przeszukaniu
baz danych sekwencjg domeny FH2, pozwolita na wydzie-
lenie odrebnych grup formin zwierzat i grzybéw oraz roslin,
wsérod ktérych znajduja sie biatka zlokalizowane w btonie
komaérkowej [7,12], Cho¢ istniejg zasadnicze réznice pomie-
dzy poszczegdlnymi przedstawicielami tej rodziny, mozna
wnioskowac, ze biatka z domeng forminowg wystepujg po-
wszechnie u eukariontéw oraz ze pojawity sie w ewolucji
jeszcze przed rozdziatem linii roslinnej i zwierzecej. Mimo
intensywnych analiz bioinformatycznych na dostepnych
597 genomach prokariotycznych, do tej pory nie zdotano
zidentyfikowac¢ u nich formin [13].

W genomie Arabidopsis zidentyfikowano 21 gendw ko-
dujacych forminy, ktére zaliczono do dwdéch klas. Dodat-
kowe poréwnanie sekwencji innych roslin umozliwito wy-
réznienie jeszcze jednej klasy, typowej dla roslin nizszych.
Schematyczng budowe formin roslinnych przedstawiono
na rycinie 1. U formin z grupy | (AtFHI-AtFHII) zwraca
uwage przede wszystkim obecno$¢ domeny transhtonowej
w poblizu koinca N biatka. Przed domeng transbtonowg
jest zlokalizowana domena bogata w reszty prolinowe oraz
peptyd sygnalny. Taka organizacja umozliwia zakotwicze-
nie biatek z tej grupy w btonie komoérkowej i wyeksponowa-
nie fragmentu N-konicowego do przestrzeni miedzy $ciang
komérkowa a btong komoérkowa [12].

Forminy z klasy Il (AtFH12-AtFH21 u Arabidopsis) za-
wierajg charakterystyczne dla rodziny formin domeny FH2
oraz FH1. W przeciwienstwie do formin z klasy | biatka te
nie zawierajg domeny transbtonowej. Natomiast u niekto-
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rych przedstawicieli tej grupy zidentyfikowano na kofncu
N domene PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog), kté-
ra u zwierzat cechuje sie aktywnosciag fosfatazy w stosun-
ku do licznych substratow, takich jak biatka czy lipidy. Co
ciekawe, u formin roslinnych aktywno$¢ ta wydaje sie by¢
utracona w wyniku mutacji obejmujgcej kluczowe reszty
aminokwas6w [12,14], Domeny podobne do PTEN obecne
sg takze w tensynach zwierzecych —biatkach réwniez wia-
zacych sie z szybko rosnagcym koncem aktyny [15].

Najpdzniej wyodrebniona i najstabiej zanalizowana jest
klasa I1l formin. Do tej pory zidentyfikowano zaledwie cztery
geny nalezace do tej klasy. Sg to: Selmo2a/b (Selaginella mo-
elendorffii), Phypa7 (Physcomitrella patens) oraz Osttal i Ostlul
(po jednym genie u dwoch réznych przedstawicieli Ostreococ-
cus sp.). Biatka z tej grupy wykazujag pewne podobienstwo
sekwenq'i do formin z klasy I. Charakteryzuje je jednak brak
rejonu transhtonowego oraz obecnos¢ dodatkowej domeny
RhoGAP (ang. Rho GTPase-Activating Proteins) na koncu N
biatka. Doktadna analiza sekwencji domeny RhoGAP ujawni-
ta mutacje w rejonach kluczowych dla wigzania biatek Rho czy
Rab, zaangazowanych w aktywacje GTPazy. Mimo to wyda-
je sie, ze funkcja wiazania RhoGTP mogta zosta¢ zachowana.
Umieszczatoby to forminy z klasy Il na szlaku sygnalizacji
przebiegajacym z udziatem RhoGTP [14].

Dzieki badaniom krystalograficznym rozwigzano strukture
przestrzenng domeny FH2 dla biatka Bnilp z S. cerevisiae [16].
Ustalono takze strukture biatka w kompleksie z aktyng zna-
kowang na koncu C tetrametylorodaming [17], Najnowsze ba-
dania wskazujg [18], ze domena FH2 biatka ludzkiej forminy
DAAML1 formuje dimer, co moze by¢ potwierdzeniem modelu
proponowanego dla Bnilp. Mimo widocznych réznic w bu-
dowie formin, zachowana jest ogdlna architektura czasteczki.
W obrebie domeny FH2 wyrézniono pie¢ subdomen (Ryc. 2).
Sg to: struktura N-koAcowa przypominajaca lasso; fragment
tacznikowy (ang. linker), ztozony z 17 reszt aminokwasowych;
struktura wezta (ang. knot), rejon superhelisy (ang. coiled-coil)
oraz C-koncowy ,,stupek™ (ang. post). W dimerze podjednostki
oddziatujg ze sobg w orientacji gtowa-ogon, z wykorzystaniem
struktury lassa z jednej podjednostki i stupka z drugiej (lasso
otacza stupek). Rejon tgcznikowy jest na tyle elastyczny, ze
umozliwia wzajemne przesuwanie podjednostek wzgledem
siebie [16-18], Domena FH2 graniczy od strony N-koricowej z
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Rycina 1. Schematyczna organizacja domen roélinnych biatek z rodziny for-
min: A —formina z klasy I; oprécz domen FH1 i FH2, zawiera peptyd sygnalny
(SP), rejon bogaty w reszty prolinowe (Pro-rich) oraz rejon transhtonowy (TM);
B — formina z klasy Il; dodatkowa domena PTEN zlokalizowana na korcu N;
C —biatka z klasy Ill; dodatkowa domena RhoGAP.
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Rycina 2. Diagram wstegowy obrazujacy ogdlng architekture dimeru domen FH2.
Jedna podjednostka jest zaznaczona w kolorach spektrum $wiatta widzialnego
(od niebieskiego na N-korficu do czerwonego na C-koricu), druga podjednostka
jest przedstawiona w kolorze bragzowym. Na rysunku oznaczono struktury: lasso,
tacznika, wezta, rejonu superhelikalnie skreconego oraz stupka, a takze przybli-
zong wielko$¢ dimeru. Oznaczono takze korice C i N, oraz poszczeg6lne helisy a.
Warto zwrdci¢ uwage na sposéb, w jaki lasso jednej podjednostki otacza stupek
drugiej podjednostki. Przedruk z: Xu Y, Moseley J, Sagot I, Poy F, Pellman D,
Goode B, Eck M (2004) ,,Crystal structures of Formin Homology-2 domain reveal
a tethered dimer architecture.” Celi 116: 711-723, za zgodg Elsevier.

domeng FH1, ktora jest identyfikowana u niemal wszystkich
odkrytych formin (wyjatek stanowi biatko ForC ze $luzowca
Dictyostelium discoideum) [19]. Domeny FH1 znacznie rdznig sie
dtugoscia, okreslang od 50 do 300 reszt aminokwasowych. Do-
mena FH1 nie wykazuje uporzadkowania strukturalnego, ani
jednoznacznej sekwencji zgodnej. Charakteryzuje jg natomiast
obecno$¢ odcinkéw o wysokiej zawartosci proliny (35-100%)
[11]. Fizjologiczng funkcjg domeny FH1 jest wigzanie z kom-
pleksem profilina-aktyna i odpowiednie pozygonowanie pod-
jednostek aktyny wzgledem domeny FH2 odpowiedzialnej za
nukleacje i elongaqge. Liczba powtérzeri bogatych w proline
wplywa na wydajno$¢ procesu. Wykazano, ze w warunkach
in vitro poszczegdlne forminy z r6zng wydajnoscig oddziatuja
z r6znymi izoformami profiliny, tworzac swoiste pary katali-
tyczne. Magtby to by¢ ciekawy przyktad regulacji wydajnosci
procesu elongacji filamentéw aktynowych [20,21]. W budowie
formin zwierzecych i grzybowych, w zaleznosci od grupy, do
ktdérej naleza, wyrodzniane sg takze dodatkowe domeny, kté6-
rych nie zidentyfikowano w forminach roslinnych, co sugeru-
je, ze mechanizm regulacji polimeryzacji mikrofilamentéw u
roélin moze by¢ znaczgco odmienny.

MECHANIZM DZIALANIA

Forminy wigza sie do kolczastego, szybko rosngcego
konca filamentu aktynowego. Udowodniono, ze formina
podczas elongacji filamentu pozostaje zwigzana z rosngcym
kofAcem (a nie dysocjuje i przytgcza sie w trakcie elongacji),
pozwalajac na dotgczanie kolejnych monomerow aktyny
(jest to tak zwany processive capping albo leaky capping) [22],
Dzieki wigzaniu z koncem filamentu forminy chronig rosna-
cg wigzke przed biatkami nakrywajgcymi (czapeczkujgcymi
—ang. capping proteins), takimi jak np. ludzkie biatko capZ.
Biatka nakrywajgce wigzg sie z szybko rosngcym koricem
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aktyny, uniemozliwiajac dotgczenie kolejnych podjedno-
stek aktyny, a tym samym — uniemozliwiajgc wydtuzanie
filamentu. Po zwigzaniu forminy do kolczastego konca fila-
mentu aktynowego niemozliwe jest przytgczenie sie biatka
nakrywajacego.

Cecha wspdlng wszystkich zanalizowanych formin jest
spowalnianie zaréwno polimeryzacji, jak i depolimeryzacji
filamentow aktynowych. Stopieri, w jakim zwigzanie formi-
ny ma wptyw na dynamike aktyny, zalezy jednak zracznie
od typu forminy. Dwa skrajne przyktady to Cdcl2 z S. pombe,
ktdra niemal catkowicie blokuje elongacje, oraz mDial z my-
szy, ktora nie ma wptywu na tempo elongacji [23,24]. Spowol-
nienie polimeryzacji filamentu aktynowego to koszt ochrony
przed biatkami nakrywajacymi i mozliwosci tworzenia dhu-
gich struktur nierozgatezionych. Coraz liczniejsze doniesienia
0 udziale formin w tworzeniu wigzek filamentéw wskazuja,
ze ich rola nie ogranicza sie jednak do tworzenia prostych
widkien aktynowych. Tworzenie form wigzkowych aktyny
jest zwigzane z odmiennym mechanizmem wigzania formin.
W tym przypadku formina nie wigze sie z koricem rosnacej
wigzki. Dochodzi raczej do jej dysocjacji i wigzania z boczng
strong wigzki aktynowej. Wiasciwosci takie zaobserwowano
dla mDia2, FRL1 (z Mus musculus), Bnrlp (z S. cerevisiae) oraz
dla AtFHI (z A. thaliana) [25].

Nalezy podkresli¢, ze mechanizm dziatania formin zostat
poznany, przynajmniej czesciowo, jedynie w przypadku for-
min zwierzecych i pochodzacych z komérek grzybéw. Jak
dotad nie stworzono jednak jednego, powszechnie uznanego
modelu ich dziatania. Na uwage zastuguje propozycja opie-
rajgca sie na przechodzeniu forminy miedzy konformacja
otwartg i zamknietg zaproponowana przez Otomo i wsp.
[17], a rozwinieta przez Shemesh'a i wsp. [26]. W modelu
tym (Ryc. 3) jednostkg odpowiedzialng za nukleacje ielonga-
cje filamentu jest dimer domen FH2 z czterema potencjalny-
mi miejscami wigzania aktyny. W modelu tym przyjmuje sie
istnienie jednostki strukturalnej sktadajagcej sie ze struktury
lasso, wychodzacej z wezta jednej podjednostki i wigzacej
stupek drugiej. Jednostka ta tagczy dwa monomery aktyny,
zostata wiec nazwana mostem. Utozenie struktury mostu
wzgledem wbudowanych podjednostek aktyny warunkuje
otwarty lub zamkniety stan konformacyjny, w ktérym znaj-
duje sie biatko. Przejscia miedzy stanami konformacyjnymi
umozliwiajg wydtuzanie wigzek aktyny. Przytgczenie dome-
ny FH2 do szybko rosngcego konca filamentu wymusza ro-
tacje trzech kolejnych podjednostek o 180°. Taka konformacja
zapewnia wigzanie aktyny przez domene FH2 wszystkimi
dostepnymi miejscami i uniemozliwia dotaczenie kolejnej
podjednostki. Wspomniany model zaktada, ze przejscie do-
meny FH2 do stanu otwartego, czyli zdolnego do wigzania
nowej podjednostki aktyny, jest poprzedzone cze$ciowg dy-
socjacjg domeny i jej translokacjg wzdtuz konca filamentu.
Prowadzi to do relaksacji filamentu i zmniejszenia kata ro-
tacji do 167°, co umozliwia wigzanie nowych podjednostek.
Najnowsze obserwacje [27] wprowadzajg pewne zmiany w
zaproponowanym modelu. Stwierdzono bowiem, Zze doda-
nie nowej podjednostki do filamentu poprzedza transloka-
cje domeny. Wydaje sie wiec, ze sama relaksacja filamentu
zwigzana z wydtuzaniem odcinka tgcznikowego miedzy po-
szczeg6lnymi domenami FH2 bez translokacji domeny, jest
wystarczajaca dla jego elongacji.
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Rycina 3. Uproszczony schemat mechanizmu wydtuzania filamentu aktynowego
przy udziale forminy. Filament aktynowy przedstawiony zostat w formie kul.
Kazda kula odpowiada jednej podjednostce aktyny. Jednostkg odpowiedzialng
za nukleacje i elongacje filamentu jest dimer domeny FH2, przedstawiony na ry-
sunku w formie pierécienia otaczajacego aktyne. Kolorem z6ttym oznaczono tzw.
strukture mostu, ztozong z wezta i lassa jednej podjednostki oraz stupka drugie;j.
Kolorem niebieskim oznaczono analogiczng strukture zlokalizowang po przeciw-
nej stronie filamentu. Tréjkat oznacza wezet danej podjednostki FH2, natomiast
kwadrat oznacza strukture lassa jednej podjednostki owinigtg wokét stupka dru-
giej podjednostki domeny FH2. Zaréwno trojkaty, jak i kwadraty tworza poten-
cjalne miejsca wigzania aktyny. Czerwone linie to rejony tacznikowe. (A) Stan
zamkniety —wszystkie miejsca wigzania aktyny zajete. Nowa podjednostka ak-
tyny nie moze zosta¢ przytaczona; (B) Stan otwarty — zmiana struktury dimeru
uwalnia jedno miejsce wigzania aktyny; (C) Stan zamkniety — przytaczenie no-
wej podjednostki aktyny. Wszystkie miejsca wigzania aktyny zajete.

ROLA FORMIN

Liczne badania, prowadzone gtownie na komédrkach
zwierzat i drozdzy wskazuja, ze aktywnos$¢ formin jest Scisle
zZwigzana z procesami wymagajacymi prawidtowego funkcjo-
nowania cytoszkieletu aktynowego. Nalezg do nich miedzy
innymi: cytokineza, w trakcie ktérej forminy sg lokalizowane
we wrzecionie podziatowym, endocytoza, formowanie filopo-
didw czy utrzymanie polamosci komorki. Forminy odgrywaja
takze role w szlaku sygnalizacji opartym na RhoGTP [10,28],

Budowa formin roslinnych zaliczanych do klasy | prede-
stynuje je do petnienia funkcji tgcznikéw w procesie przeka-
zywania sygnatéw z otoczenia do wnetrza komorki. Zgodnie
z modelem tensegralnym komorka jest zdolna do odbierania
bodzcéw mechanicznych poprzez wyspecjalizowane biatka
receptorowe zlokalizowane w btonie komérkowej. Biatka re-
ceptorowe oddziatujg nastepnie z cytoszkieletem przenikaja-
cym cytoplazme. Poszczegdllne elementy cytoszkieletu peinig
w tym modelu rézne funkcje. | tak, mikrofilamenty aktynowe
przeciwdziataja sitom rozciggajacym, podczas gdy mikrotu-
bule przeciwstawiajg sie kurczeniu. Ksztalt komorki zwierze-
cej jest wiec w pewnej mierze wypadkowa stanu wstepnego
naprezenia struktur cytoszkieletu, jak i stanu réwnowagi dy-
namicznej miedzy mikrofilamentami i mikrotubulami [29,30],
W komorkach roslinnych ksztatt jest determinowany przez
wzajemne oddziatlywanie ci$nienia osmotycznego (turgoru)
protoplastu i $cian komérkowych o zréznicowanych witasci-
wosciach mechanicznych. Z powyzszych wzgledéw zaktada
sie, ze cytoszkielet nie ma bezposredniego wptywu na od-
ksztatcenia komorki roslinnej. Konieczne zdaje sie zatem ist-
nienie elementéw umozliwiajacych przekazywanie bodzcéw
mechanicznych ze $rodowiska zewnetrznego do wnetrza ko-
morki. W komorkach zwierzecych biatka z rodziny integryn
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petnig funkcje tgcznika strukturalnego miedzy matriks zewng-
trzkomoérkowa, btong komorkowa i cytoszkieletem. Z uwagi
na fakt, ze do tej pory u roslin nie zidentyfikowano biatek ho-
mologicznych do integryn oraz biatek tgczacych je z cytoszkie-
letem, forminy wydaja sie by¢ odpowiednimi kandydatami do
roli biatek tgcznikowych w obrebie kontinuum WMC [3,31],

W przeciwienstwie do formin wystepujacych u zwierzat czy
grzybéw, forminy roslinne sg bardzo stabo scharakteryzowa-
ne. Wiekszos$¢ informacji pochodzi z badan in silico i wymaga
weryfikacji. Dostepne wyniki badan doswiadczalnych dotycza
jedynie kilku formin z grupy |. Badania te potwierdzity lokali-
zacje btonowg wybranych formin [32-34], zwtaszcza w obrebie
poprzecznych $cian komorkowych (Formina 4) [34], Poprzecz-
ne $ciany komérkowe komorek organéw osiowych, takich jak
korzen czy todyga, tacza sasiadujace komorki przy udziale pla-
zmodesm, a takze sg zaangazowane w przekazywanie sygna-
tow. Sa to rejony o podwyzszonej zawartosci aktyny, co moze
by¢ zaskakujace, gdyz nie sg to rejony, w ktérych dochodzi do
wzrostu wydtuzeniowego komérki. Z uwagi na intensywny
przeptyw bton w tym obszarze, Baluska [9] zaproponowat dla
tych rejondw koncepcje synapsy, analogicznej do synapsy neu-
ronalnej, zdolnej do szybkiego przekazywania sygnatéw. Lo-
kalizacja formin w rejonie poprzecznych $cian komdrkowych
wskazuje na ich potencjalng role w kontroli cytoszkieletu ak-
tynowego, a przez to by¢é moze i wiasciwego funkcjonowania
catej komorki. Nadekspresja genéw Forminy 1 [32] oraz For-
miny 8 [34] prowadzita do zaburzen polarnego wzrostu takich
struktur, jak tagiewka pytkowa czy witosniki. Nieprawidtowy
wzrost zwigzany byt z zaburzeniami w obrebie cytoszkieletu
aktynowego. Takze Formina 6 wydaje sie by¢ zaangazowana
w reakcje wzrostowe komdrek. Nalezy podkres$li¢, ze badania
przeprowadzono w szczeg6lnych warunkach — w trakcie
wzrostu komorki wywotanego zakazeniem nicieniem. Wy-
kazano, ze w komérkach olbrzymich cytoszkielet przyjmuje
posta¢ grubych, przypadkowo rozmieszczonych wigzek prze-
nikajacych cytoplazme i cze$¢ korowg komorek [35]. Formo-
wanie komdrek olbrzymich w trakcie infekcji wymaga takze
zmiany skiadu Sciany komdrkowej. Wigzki aktyny mogtyby
wiec stuzyc jako szlaki dla przemieszczania pecherzykdw nio-
sacych sktadniki sciany komérkowej na obrzeza komarki.

Coraz wiecej przestanek przemawia za udziatem cytoszkie-
letu aktynowego i zwigzanych z nim biatek, w tym formin, w
stabo dotychczas poznanych szlakach przekazywania sygnatu
u rodlin oraz utrzymywaniu integralnosci komérki. Badanie
funkcji specyficznych formin roslinnych — biatek o zréznico-
wanej budowie, kodowanych przez geny nalezace do rodziny
wielogenowej, stanowi intrygujace, cho¢ nietatwe wyzwanie
dla naukowcdw. Nie ulega watpliwosci, ze znaczace rdznice
w mechanizmie dziatania oraz lokalizacja subkomérkowa po-
szczegOlnych biatek z rodziny formin sg $cisle powigzane z
szerokim spektrum proceséw, w ktore sg zaangazowane.
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At the plant side of formins —organizers of the actin cytoskeleton
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ABSTRACT

Rearrangements of actin cytoskeleton enable proper functioning of the cells under normal conditions, and also cellular adaptations to changes
in the direct surroundings. Formins are actin binding proteins, responsible for actin nucleation and further elongation of microfilaments. The
distinguishing feature of formins is the presence of conserved FH2 (formin homology domain 2) domain, as well as other domains typical for
distinct formin classes. In animal cells formins are involved in cytokinesis and determination and maintenance of the cell shape and polarity,
but also in the formation of filopodia, endocytosis and many other processes. The presence of proteins from the formin family in plant cells,
and their involvement in the tip growth and cytokinesis, has been determined only recently. As the functional organization of plant and ani-
mal cells is different, one can assume that the range of putative functions of plant formins might also be diverse. One of such proposed func-
tions for formins in plants is the role of linker protein within WMC continuum (cell wall-plasma membrane-cytoskeleton). Unfortunately, for
that moment the state of knowledge about plant formins in comparison with animal or fungal ones is much poorer.
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Rola izoform tropomiozyny w réznicowaniu
funkcji filamentow aktynowych

STRESZCZENIE

ddziatywania aktyny z miozyng oraz dynamiczna polimeryzacja i depolimeryzacja fi-

lamentéw aktynowych stanowig podstawe dla réznorodnych form ruchliwo$ci komor-
kowej. Oba mechanizmy ruchliwo$ci sa pod kontrolg biatek regulatorowych, wsrod ktérych
centralne miejsce zajmuja biatka z rodziny tropomiozyn. Wéréd tropomiozyn sg izoformy o
wysokiej specyficznosci tkankowej oraz izoformy obecne w komérkach réznego typu. Wzor
ekspresji genéw kodujacych izoformy tropomiozyny jest uzalezniony od typu komérki oraz
etapu jej rozwoju. W pojedynczej komérce jednocze$nie moze wspélwystepowac kilka izo-
form, ktére zlokalizowane sag w odrebnych przedziatach komérkowych. Poprzez specyficzne
rozmieszczenie tropomiozyny determinujg oddziatlywania filamentéw aktynowych z biatka-
mi wigzacymi aktyne, a dzieki temu warunkujg réznorodne funkcje filamentow.

WPROWADZENIE

Aktyna to biatko obecne w wiekszosci komaérek eukariotycznych, odpowie-
dzialne za realizacje licznych funkcji zyciowych komérek. Aktyna moze istnie¢
w formie monomerycznej badz tez polimeryzowac i w ten sposéb tworzy¢ fi-
lamenty, ktére przybierajg posta¢ dwoch helikalnie zwinietych tancuchow. W
komoérkach miesni poprzecznie prazkowanych filamenty aktynowe wraz z fila-
mentami miozynowymi sg regularnie zorganizowane w jednostki kurczliwe [1].
W komorkach niemig$niowych aktyna tworzy r6znorodng sie¢ mikrofilamen-
téw niezbednych dla realizacji funkcji, takich jak na przyktad postepowy ruch
komorki, cytokineza, endocytoza, rozwoj stozkéw wzrostu neurondéw, transport
organelli wewngatrzkomdrkowych. Funkcje te sg realizowane poprzez dwa me-
chanizmy. Jeden z nich polega na oddziatywaniach aktyny z motorami moleku-
larnymi nalezagcymi do rodziny miozyn, drugi to dynamiczna polimeryzacja i
depolimeryzacja mikrofilamentéw. Obydwa procesy podlegaja Scistej regulacji
przez biatka wigzace aktyne, wsrdd ktdrych centralne miejsce zajmuje tropomio-
zyna (TM) [2].

Pod wzgledem rdznorodnos$ci izoform aktyny i TM, filamenty aktynowe
komoérek niemiesniowych sg bardziej ztozone niz filamenty odpowiedzialne
za skurcz mie$ni. W aparacie kurczliwym mieéni funkcjonujg cztery izoformy
a aktyny — izoforma a}szkieletowa, a sercowa oraz izoformy a2i a3 mieéni
gtadkich. Towarzyszy im pie¢ izoform TM (trzy izoformy mies$ni poprzecznie
prazkowanych i dwie mies$ni gtadkich). Mikrofilamenty cytoszkieletu powstaja
przy udziale dwoch izoform aktyny (P iy) oraz okoto czterdziestu izoform TM
[3]. Daje to potencjalnie mozliwos$¢ tworzenia duzej liczby kombinacji izoform
obu biatek, ktére mogg wykazywac wysoki poziom funkcjonalnej specjalizacji.
Okres$lenie sktadu biatkowego kompozycji mikrofilamentéw, ich komérkowej
przedziatowosci i funkcjonalnej specyfiki, to wyzwania, ktore sg aktualnie po-
dejmowane przez naukowcoéw na catym Swiecie.

IZOFORMY TROPOMIOZYNY

TM jest écisle zwigzana z filamentami aktynowymi zaré6wno w komaorkach
miesniowych, jak i niemiesniowych. Czasteczki TM tworzg wydtuzony, super-
helikalnie zwiniety dimer. Dzieki oddziatywaniom typu ,,gtowa-ogon" pomie-
dzy resztami aminokwasowymi koricow C i N sasiadujgcych czasteczek TM
przybiera forme dtugich tancuchéw uktadajgcych sie po obu stronach filamentu
aktynowego [4], Tropomiozyny w komoérkach ssakéw tworza liczng rodzine bia-
tek o0 podobnej strukturze, ktére podzielono na dwie klasy —izoformy o dtugo-
sci okoto 284 reszt aminokwasowych i duzej masie molekularnej oraz izoformy
0 diugosci okoto 248 reszt aminokwasowych i odpowiednio mniejszej masie
molekularnej. W literaturze klasy te sg okreslane jako HMW (ang. high molecular
weight) lub izoformy dtugie oraz LMW (ang. low molecular weight) lub krétkie.
Izoformy dtugie rozciggajg sie wzdtuz siedmiu podjednostek aktyny, natomiast
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ludzka TM HMW

Rycina 1. Struktura genéw kodujacych tropomiozyny oraz ich produktéw biatkowych. U ssakéw cztery geny
kodujace tropomiozyny wykazujg niewielkie r6znice w budowie. Schematy genéw pokazuja organizacje ge-
néw a- i j3-TM szczura oraz genéw y- i 6-TM cztowieka. Eksony sa zaznaczone w formie prostokatéw. Ko-
lorem czerwonym wypetnione sg eksony konstytutywne, ktére ulegajg ekspresji we wszystkich izoformach
TM. Eksony alternatywne zaznaczono odmiennymi kolorami, a ich kopie zostaty zacieniowane. Alternatyw-
ne promotory mieszczg sie w rejonach niekodujacych poprzedzajgcych ekson la oraz Ib. Produkty biatkowe
powstate wskutek alternatywnego sktadania eksonéw sg umieszczone pod kazdym z genéw od ktérego
pochodzg. Na rycinie sa pokazane jedynie te izoformy, ktére zostaty oméwione w tekscie.

izoformy krétkie majg dtugos¢ pozwalajacag na oddziatywa-
nia z szescioma podjednostkami aktyny [2,3,5],

Ré6znorodnos$é wsrdd izoform TM powstaje na drodze
kilku mechanizméw. Po pierwsze, w komérkach ssakow
istnieja cztery geny; a-, i3, y~, i 6-TM (w genomie cztowieka
nazwano je odpowiednio TPM1, -2, -3, i -4). Trzy geny (a,
(3, y-TM) zawierajg alternatywne eksony, ktére kodujg dwa
rejony wewnetrzne oraz rejon C-koncowy. Wybér alter-
natywnego eksonu w czasie dojrzewania mRNA pozwala
na tworzenie licznych izoform, produktéw jednego genu,
ktore roznig sie sekwencjami w Scisle okreslonych rejonach
czasteczki (Ryc. 1). Liczba kodowanych przez te geny izo-
form jest dodatkowo zwigkszana dzieki mozliwosci wybo-
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ru jednego z dwéch promotoréw trans-
krypcji. Wybdr pierwszego promotora
prowadzi do powstania diugich izofom
TM, natomiast rozpoczecie transkryp-
cji z promotora drugiego umozliwia
ekspresje krdtkich izoform, w ktérych
sekwencja N-koncowego segmentu ko-
dowanego przez eksony la i 2 jest zastg-
piona przez sekwencje kodowang przez
ekson Ib (Ryc. 1). Gen 6-TM koduje u
ssak6w pojedyncza krotkg izoforme TM.
Réznorodnos$¢ tropomiozyn jest zwiek-
szana dzieki ich zdolnosci do tworzenia
heterodimerow (np. izoformy a i BTM
mies$ni szkieletowych). Geny a-, i3, y-TM
ulegaja ekspresji zarowno w komaérkach
mie$niowych, jak i niemiesniowych, zas
gen 8-TM —tylko w komadrkach niemie-
$niowych [2,3,5].

9 9c 9d

SPECYFICZNOSC TKANKOWA
IZOFORM TROPOMIOZYNY

Badania okreslajagce poziom mRNA
w komdrkach oraz uzycie specyficznych
przeciwciat skierowanych przeciwko
okreslonym epitopom TM pozwolity na
stwierdzenie, ze niektore izoformy wy-
kazujg wysoka specyficznos$¢ tkankowa,
podczas gdy inne sg szeroko rozpo-
wszechnione w tkankach réznego typu.

Do izoform o wysokiej specyficznosci
nalezg tropomiozyny a, [Boraz y (zwana
tez wolng TM a ze wzgledu na jej wyste-
powanie w wolnych witoéknach) miesni
szkieletowych [6,7], Wystepowanie tych
izoform jest ograniczone do filamentéw
obecnych w sarkomerze. Zatem sg one
bezposrednio odpowiedzialne za skurcz
komarki miesniowej. Wzgledna ilos¢ a i
B TM zalezy od typu widkien migsnio-
wych. Przesuniecie na korzy$¢ przewagi
ilosciowej izoformy a jest powigzane ze
zwiekszong szybkoS$cig skurczu widkna
[8], Ta tendencja jest rowniez zachowana
w mies$niu sercowym. U matych zwie-

rzat,uktorych serce bije z duzg czesto-
tliwoscia, jedyng formag TM jest izoforma
a [6]. W wolniejszych sercach duzych zwierzat i cztowieka,
oprécz dominujacej izoformy a, istniejg rowniez izoformy B
iy. Wysoka specyficzno$¢ tkankowg wykazujg izoformy a i
@miesni gtadkich. Biatka te sg produktami gendw a- i [3-TM,
ale réznig sie od izoform z migs$ni szkieletowych i sercowe-
go sekwencjami w obrebie dwdéch rejonéw tancucha poli-
peptydowego (Ryc. 1) [9], W wiekszos$ci zbadanych miesni
gtadkich obie izoformy wystepuja w prawie réwnych ilo-
Sciach, tworzac heterodimer a/(3 [10],

Izoformy z mézgu —dtuga izoforma TMBrl oraz krotkie

TMBr2 i TMBr3, znaleziono jedynie w komorkach neuro-
noéw. Wszystkie izoformy z mézgu sg produktami genu a
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Wczesne badania wykazaty, ze w mézgu dojrzatych szczu-
row TMBr3 ulega syntezie na duzo wyzszym poziomie niz
TMBrl i TMBr2 [11]. W po6zniejszych pracach wykazano,
ze poziom syntezy wszystkich trzech izoform z mézgu jest
uzalezniony od etapu rozwoju komorki [12].

Zdecydowana wiekszo$¢ izoform TM ma charakter
niespecyficzny. Liczne izoformy zlokalizowane zostaty w
wielu rodzajach komoérek. W pojedynczej komérce moze
jednoczesnie wystepowac kilka izoform. Na przyktad, w fi-
broblastach cztowieka istnieje przynajmniej osiem izoform
TM, a w komoérkach nabtonka jelita jednoczesnie moze ist-
nie¢ kilkanascie izoform [13,14]. Profil syntezy izoform za-
lezy od rodzaju komérki oraz etapu rozwoju. W niektérych
tkankach izoformy TM sg ograniczone tylko do pewnego
rodzaju komérek budujacych tkanke. Przyktadem moze
by¢ Sledziona, ktéra barwi sie rbwnomiernie przeciwciata-
mi specyficznymi wobec TM4, natomiast przeciwciato skie-
rowane przeciw TM2 i TM specyficznej dla miesni gtadkich
daje zabarwienie tylko w obrebie beleczek, czyli widknistej
czesdci Sledziony. W miazdze biatej (zawierajgcej limfocyty)
i czerwonej (wypetnionej przez erytrocyty i makrofagi) nie
wykazano obecnosci tych izoform [15].

WEWNATRZKOMORKOWA SEGREGACJA
IZOFORM TROPOMIOZYNY

Przestrzenna segregacja izoform TM w obrebie poje-
dynczej komérki po raz pierwszy zostata wykazana w ko-
markach fibroblastow. Diugie izoformy zlokalizowano we
widéknach naprezeniowych (ang. stress fibers), czyli pecz-
kach filamentow aktynowych, ktére sg zakotwiczone w re-
jonie ptytek przylegania tworzacych potaczenia pomiedzy
cytoszkieletem i podtozem. Natomiast krotka izoforma TM
zostata wykryta zar6wno we widknach naprezeniowych,
jak i w czesci podbtonowej fibroblastéw [16].

Dalsze prace pokazaly, ze w fibroblastach osiem izo-
form TM lokuje sie w rdznych przedziatach komoérkowych
—wtidknach naprezeniowych, podbtonowej strefie komorki
oraz pecherzykach Golgiego w przestrzeni okotojadrowej.
Co wiecej, segregacja izoform podlega zmianie podczas
przechodzenia komorki do kolejnych faz cyklu komoérko-
wego. We wczesnej fazie G1 dtugie izoformy TM, produkty
genu a-TM, wigzaty sie z y aktyng w obrebie widkien na-
prezeniowych [15,17], natomiast krétkie izoformy TMb5a/b
wykazywaty tendencje do lokowania sie na peryferiach ko-
morek, w obrebie ruchliwych struktur krawedzi wiodacej
komorki, w ktérych znajduje sie aktyna [p [15]. Produkty
genu y-TM w tej fazie cyklu komorkowego lokowaty sie w
przestrzeni okotojadrowej [17]. PrzejScie do pbéznej fazy G1
byto zwigzane z przesunieciem tych izoform do witdkien na-
prezeniowych. Wyjatek stanowita izoforma TM5NM2, kt6-
ra pozostawata zwigzana z pecherzykami aparatu Golgiego
[18].

Przedziatowo$¢ izoform TM bardzo dobrze zostata
udokumentowana w komoérkach nerwowych. Wykazano,
ze tropomiozyny nie tylko lokujg sie w oddzielnych prze-
dziatach w komérkach dojrzatych, lecz rowniez wykazu-
ja czasowg zmienno$¢ podczas rozwoju komdrek. Uzycie
szerokiego spektrum przeciwciat pozwolito na skonstru-
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owanie schematu ekspresji genéw izoform TM w hodow-
lach komoérek nerwowych in vitro [14]. W rosnacych akso-
nach réznicujgcych neuronéw embrionalnych znaleziono
izofomy TM5NM1/2, ktére w dojrzatych neuronach prze-
mieszczaty sie do przedziatu somatodendrytycznego. Za-
uwazono, ze ta zmiana lokalizacji TM5NM1/2 zachodzita
wraz z pojawianiem sie w aksonach izoformy TMBr3 [19].
Zmiane w lokalizacji podczas dojrzewania komorek wy-
kazywata rowniez izoforma TM4. W neuronach embrio-
nalnych izoforma ta koncentrowata sie w stozkach wzro-
stu, a po osiggnieciu dojrzatosci komérek lokowata sie w
rejonach postsynaptycznych [20],

Podobne dynamiczne zmiany ekspresji genéw kodu-
jacych izoformy TM zwigzane z procesami dojrzewania
komorek nerwowych obserwowano w natywnej tkance.
Lokalizacja izoform TM w tkance mdzgowej wykazala,
ze w neuronach kory moézgowej dorostej myszy naste-
puje wyrazne przestrzenne rozdzielenie izoform kodo-
wanych przez gen y-TM. Dendryty pierwszorzedowe
reagowaty z przeciwciatami skierowanymi przeciwko
sekwencji TM kodowanej przez ekson 9d (TM5NM1/2),
natomiast aksony lepiej reagowaty z przeciwciatami skie-
rowanymi przeciwko sekwencji kodowanej przez ekson
9c (TM5NM4/7). W dojrzatych komaérkach poziom eks-
presji izoform, w ktérych koniec C jest kodowany przez
ekson 9a (np. TM5NM5/6), byt niski. Odwrécenie wzoru
ekspresji obserwowanego u dorostych zwierzat wykaza-
no w korze moézgowej pieciodniowych myszy, u ktérych
procesy roznicowania uktadu nerwowego sg jeszcze bar-
dzo aktywne. Czes$ci somatyczne dendrytow reagowaty
gtdwnie z przeciwciatami skierowanymi przeciwko se-
kwencjom kodowanym przez eksony 9a i 9c, natomiast
przeciwciato specyficzne wobec sekwencji 9d barwito ak-
sony [21]. Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze pojawia-
nie sie specyficznych izoform TM w okre$§lonym miejscu
i czasie umozliwia modulowanie funkcji mikrofilamen-
tow, co jest niezbedne dla prawidtowego rozwoju komé-
rek nerwowych.

Innym rodzajem komorek, ktore zostaty szczeg6towo
przeanalizowane pod katem ekspresji genéw kodujacych
izoformy TM, sg komdrki nabtonkowe. W komérkach em-
brionalnych nabtonka jelita izoformy krétkie, produkty
genow a- i y-TM, zajmujg odpowiednio cze$¢ szczytowaq
lub okotojgdrowa, natomiast dtugie izoformy lokujg sie
w czesci bazolateralnej. W dojrzatych komdrkach naste-
puje dalsza polaryzacja izoform, w wyniku ktérej wszyst-
kie krotkie izoformy przesuwajg sie do czesci apikalnej,
a dtugie do bazolateralnej [3,14], l1zoformy TMb5a i TM5b
preferencyjnie wigzg sie z mikrofilamentami zwigzanymi
z transbtonowym regulatorem mukowiscydozy (CFTR,
ang. cysticfibrosis transmembrane regulator), a zatem moga
wptywacé na regulacje kanatu chlorkowego [22].

Najnowsze badania prowadzone na komoérkach mie-
$ni szkieletowych pozwolity na zdefiniowanie odrebnych
przedziatdw komoérkowych wyznaczanych przez izofor-
my TM. Oprdcz znanych od dawna izoform TM a i [3 kto-
re sg $cisle zwigzane z sarkomerem, w sarkoplazamtycznej
czesci miesni stwierdzono wystepowanie izoform niemies-
niowych. Analiza przekrojow poprzecznych witokien mie-
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$niowych ujawnita, ze w waskim obszarze po obu stronach
linii Z, struktury oddzielajgcej sasiednie sarkomery, loku-
jg sie TM5NM1 [23] oraz TM4 [24], Wspdlnie z izoformg
y-aktyny TM5NM1 i TM4 biorg udziat w ksztattowaniu
architektury linii Z. TM4 wykryto rowniez w filamentach
cytoszkieletowych utozonych réwnolegle w stosunku do
sarkomerow. Filamenty te pojawiajg sie w czasie wzrostu i
regeneracji miesni, co wskazuje na to, ze TM4 uczestniczy
w procesach rozwojowych [24].

Ciekawym obiektem badan sg komérki kosciogubne,
osteoklasty, ktérych funkcjg jest resorpcja tkanki kostnej.
Zarowno powstawanie osteoklastow z komorek prekur-
sorowych, monocytow i makofagow, jak i proces resorpcji
kosci, sg uzaleznione od dynamiki i integralno$ci mikrofi-
lamentow [25]. Osteoklasty moga wytwarza¢ dwa rodza-
je struktur adhezyjnych —podosomy lub strefe przylega-
nia (ang. sealing zone). Podosomy powstaja, gdy komorka
osteoklastu przytwierdza sie do powierzchni szklanej.
Zawierajg one bardzo dynamiczne, krétkie filamenty ak-
tynowe uformowane w wiazki, ktére za posrednictwem
biatek towarzyszacych taczg sie z integrynami, biatkami
btony komérkowej odpowiedzialnymi za przyleganie ko-
morek do podtoza. Mineralne podtoze, jakie stanowi kos$¢,
indukuje powstanie szerokiego i gestego pasma aktyny,
ktore poprzez integryny tworzy szczelng obrecz wyzna-
czajaca obszar aktywnej resorpcji kosci [26]. Prowadzone
w ostatnich latach badania wskazuja, ze izoformy TM w
specyficzny sposéb wigzg sie z okre$Slonymi populacjami
filamentow w osteoklastach. Wysoki poziom ekspresji ge-
néw TM2 i TM3 i ich lokalizacja w obrebie catej komorki
wyznacza stan dojrzato$ci osteoklastéw. Krotkie TM5a/b
sg obecne w komérkach prekursorowych, jednak ich po-
ziom w osteoklastach jest wielokrotnie wyzszy. lzofor-
my te sa rozmieszczone w calej komdrce, ale szczegdlnie
wysokie stezenie obserwowano w strefie podbtonowej.
Blizsze analizy pozwolity na stwierdzenie, ze TMba/b
najliczniej pojawiajg sie w strukturach adhezyjnych, u
podstawy podosomu oraz w strefie przylegania. W struk-
turach adhezyjnych znaleziono réwniez duze nagroma-
dzenie TM4. Jednak, w odréznieniu od TMb5a/b, ktére
miaty tendencje do gromadzenia sie w zewnetrznych
partiach aktynowego rdzenia podosomu, TM4 lokowata
sie w samym rdzeniu [27], Zaburzenia w strukturze fila-
mentoéw aktynowych skupionych w strefie uszczelnienia
i podosomach obserwowano w osteoklastach, w ktérych
obnizono poziom syntezy izoformy TM4 [28].

Opisane powyzej przykiady stanowig silne dowody
na to, ze izoformy TM sg przemieszczane do odrebnych,
przestrzennie oddzielonych populacji mikrofilamentow.
Zatem w komérce cytoszkielet aktynowy moze by¢ roz-
patrywany jako zbiér filamentéw, ktérych witasciwosci,
a co za tym idzie funkcje, sg wyznaczane przez izoformy
TM zwigzane z odrebnymi populacjami aktyny. Badania
nad funkcjonalnym efektem nadprodukcji lub niedoboru
okreslonych izoform TM, ktore sg obecnie prowadzone
w wielu laboratoriach, pozwalajg na pozytywne zwery-
fikowanie tezy gloszacej, ze wytworzenie duzej liczby
izoform TM w toku rozwoju ewolucyjnego byto podykto-
wane koniecznoscig zwiekszenia funkcjonalnej réznorod-
nosci filamentéow aktynowych [3].
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UDZIAL IZOFORM TM W MIGRACJI KOMORKI

Ruch komérek migrujacych zalezy od dynamiki sieci fi-
lamentdw aktynowych, ktére sg tworzone w wypustkach
zlokalizowanych w przedniej czeSci komorki. Biatka wig-
zgce aktyne nadajg charakterystyczng strukture filamentom
aktynowym i definiujg przedziatowo$¢ wypustek. Przdéd
komorki migrujacej zajmuje przedziat zwany lamellipo-
dium, w ktérym filamenty aktynowe sg kroétkie, rozgatezio-
ne i ulegajag dynamicznej polimeryzacji i depolimeryzacji.
Ten przedziat komdrkowy charakteryzuje sie obecnoscig
biatka Arp2/3 (ang. actin related protein), ktore zapoczat-
kowuje synteze nowych filamentow w miejscach rozga-
tezien, oraz ADF/kofiliny, ktora, fragmentujac filamenty,
wytwarza wolne konce zdolne do wzrostu i zwieksza pule
monomerdw aktynowych wigczanych do filamentéw w
podbtonowej strefie wzrostu [29], W rejonie odsunietym
od krawedzi wiodgcej lamellipodium przechodzi w lamel-
le, gdzie filamenty aktynowe sg dtuzsze i nierozgatezione.
Strukturg wytwarzang przez komorki ruchliwe sg tez filo-
podia, cienkie wypustki wypetnione wigzkami filamentéw
aktynowych [30]. Wiele badan wskazuje na to, ze strefa la-
mellipodium jest pozbawiona TM [31-33]. TM jest natomiast
obecna w lamelli i filopodiach, gdzie, poprzez dziatanie an-
tagonistyczne wobec Arp2/3 i ADF/kofiliny, przyczynia
sie do powstawania dtugich inierozgatezionych filamentow
[29,33,34]. Taki sktad biatkowy lamelli i lamellipodium w
prosty sposob tlumaczy architekture i funkcje filamentow.
Jednakze inne badania komplikujg ten poglad na role TM
w ksztattowaniu przedziatow w obrebie krawedzi wioda-
cej komorki. Doktadniejsze analizy umozliwity bowiem
wykrycie TM réwniez w lamellipodium. Znakowane flu-
orescencyjnie przeciwciata skierowane przeciwko diugim
izoformom barwity komoérke az po sama krawedz wiodg-
ca, chociaz ich stezenie w lamellipodium wyraznie ulega-
to zmniejszeniu [35]. Poniewaz w lamellipodium stezenie
biatek powodujacych depolimeryzacje aktyny jest bardzo
wysokie, niewielkie ilosci TM moga by¢ konieczne dla sta-
bilizacji filamentéw i utrzymania odpowiedniej rwnowagi
pomiedzy aktyng monomeryczng i filamentows.

Pewne izoformy TM moga rowniez wykazywac zdolno$¢
do wybhiorczej rekrutacji biatek regulujacych stan spolime-
ryzowania aktyny. W komérkach nabtonka czuciowego, w
ktorych wywotano zwiekszong ekspresje genu kodujacego
izoforme mozgowa TMBr3, czynnik depolimeryzujacy ak-
tyne (ADF) gromadzit sie w rejonie lamellipodium. W ko-
morkach z nadprodukcjag TM5NM1 ADF byt wykluczony
z tego rejonu komorki. Jednak, gdy komérki syntetyzujace
TM5NM1 poddano przejsciowej transfekcji TMBr3, wow-
czas ADF gromadzit sie w waskim obszarze poprzedzaja-
cym lamelle [36], Z nadprodukcja izoform TM5NM1 oraz
TMBr3 zwigzane byty wyrazne zmiany w ksztatcie i ruchli-
wosci komérek. Podniesienie poziomu syntezy TM5NM1
powodowato dwukrotne zwiekszenie powierzchni komorki
i, w stosunku do komdrek kontrolnych, silnie spowalniato
ruchliwos¢ komorki. TM5NM1 lokowata sie we widknach
naprezeniowych rozciggajacych sie w poprzek komorki. W
przeciwienstwie do TM5NM1, TMBr3 akumulowata sie w
przestrzeni perinuklearnej i na peryferiach komérek. Ko-
morki z nadprodukcjg TMBr3 byty mniejsze od kontrolnych
iporuszaty sie ze zwiekszong predkos$cig. Bardzo interesuja-
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cy wynik otrzymano, gdy komoérki wykazujgce zwiekszong
synteze TM5NM1 poddano transfekcji genem kodujacym
TMBr3. Wibékna naprezeniowe zawierajagce TM5NM1 tych
komoérek ulegaty rozpadowi i komdrki zaczynaty wytwa-
rza¢ ogromne lamellipodia [36]. Wynik tego doSwiadczenia
jest Swietnie zwigzany z obserwacjg, ze w roznicujacych
neuronach TMBr3 konkuruje z TM5NM1 o filamenty akty-
nowe nadajgc im odmienne witasciwosci.

Inne badania wykazaty, ze tropomiozyny sg w stanie
prowadzi¢ specyficzng rekrutacje miozyny. Mikroiniekcja
szkieletowej izoformy TM do komérek nabtonka prowa-
dzita do powaznej reorganizacji filamentow aktynowych
polegajacej na eliminacji strefy lamellipodium i tworzeniu
w to miejsce wigzek filamentéw. Filamenty zawierajagce TM
szkieletowg na catej swej dtugosci byly udekorowane mio-
zyng Ha, biatkiem motorycznym, ktérego brak byto w strefie
podbtonowej komérek kontrolnych [32]. W komérkach ner-
wowych, w ktérych zwigkszono poziom syntezy TM5NM1,
izoforma miozyny Ha wigzata sie z filamentami tworzgcymi
witokna naprezeniowe, powigzanymi z TM5NM1. Do wté-
kien naprezeniowych nie byta natomiast rekrutowana izo-
forma miozyny llb, ktéra podobnie jak w komérkach kon-
trolnych, pozostawata w formie rozproszonej [36],

Na podstawie tych wynikédw mozna stwierdzi¢, ze izo-
formy TM wyznaczajg aktywno$¢ ruchowa komérek po-
przez rekrutowanie na powierzchni filamentéw réznych
biatek wigzacych aktyne.

ROLA TM W CYTOKINEZIE

Na poziomie molekularnym proces cytokinezy jest nie-
zwykle skomplikowany. Ocenia si¢, ze w komdrkach dzie-
lacych sie drozdzy (Schizosaccharomyces pombe) oraz Droso-
phila cytokineza zalezy od aktywnos$ci produktow ponad 60
genow. Centralng strukturg warunkujgca podziat komarki
na dwie potomne jest pierscien kurczliwy. Gtéwnymi biat-
kami tej struktury sa aktyna i miozyna Il. W pierwszym
etapie sktadania piersScienia kurczliwego w pasmie réwni-
kowym komorki tworzone sg podbtonowe wezty biatkowe
(ang. nodes), zawierajgce, miedzy innymi, forminy —biatka
inicjujgce polimeryzacje aktyny, oraz miozyne Il. Polime-
ryzacja de novo aktyny prowadzi do powstania filamentow
pomiedzy weztami. Kondensacja filamentéw i ich powig-
zanie z tropomiozyng koncza proces tworzenia pierscienia
podziatowego [37]. Postep cytokinezy powoduje zaciskanie
i zmniejszanie pierscienia. Procesowi temu towarzyszy de-
polimeryzacja aktyny przy udziale biatka depolimeryzuja-
cego, ADF/kofiliny [38].

Role izoform TM w cytokinezie badano poprzez zwigk-
szanie poziomu wybranych izoform w komdrkach dziela-
cych sie. Badania nad komérkami jajnika chomika (CHO),
w ktdérych sztucznie zwigekszono poziom syntezy TMb5a/b,
wykazaty, ze izoforma ta przyspiesza cytokineze poprzez
aktywacje oddziatywan aktyny z miozyng w rejonie pier-
Scienia podziatowego [39], Odmienny mechanizm regulacji
wykazano w doSwiadczeniach z TM1. Komoérki astrocytéw,
do ktérych wprowadzono gen TM1 metodga transfekcji, nie
byty w stanie doprowadzi¢ do korica podziatu, co w konse-
kwencji prowadzito do tworzenia komorek wielojgdrowych.
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Blizsze analizy wykazaty, ze TM1 nie wptywata na ilos¢
miozyny, za to powaznie zmniejszata akumulacje kofiliny
w pierscieniu kurczliwym. Zwiekszenie poziomu ekspresji
genu kofiliny w tych komérkach cofato nieprawidtowosci
w cytokinezie wywotane przez TM1 [40], Doswiadczenia te
dobitnie wykazuja, ze dla prawidtowego przebiegu procesu
cytokinezy konieczna jest odpowiednia rownowaga pomie-
dzy izoformami TM w komorce.

UWAGI KONCOWE

Moze sie wydawaé, ze ze wzgledu na swa superhelikal-
ng budowe tropomiozyng jest biatkiem wykazujgcym matg
zmienno$¢ strukturalna. Zatem duza liczba izoform TM
produkowanych w komérkach eukariotycznych mogtaby
by¢ wynikiem pewnej ewolucyjnej rozrzutnosci, ktéra do-
prowadzita do powstania rodziny biatek, w ktérej rézno-
rodnos¢ sekwencji nie idzie w parze z r6znorodnoscig funk-
cjonalna. Jednakze, wyniki badan nad ekspresjg genéw ko-
dujacych izoformy tropomiozyny, ich specyficznoscig tkan-
kowa, wewnatrzkomdrkowg lokalizacjg i przystosowaniem
do regulacji okreslonych proceséw komaérkowych wskazuja
na to, ze duza liczba izoform jest niezbedna dla precyzyjne-
go dostrojenia cytoszkieletu aktynowego do funkcjonalnej
specyfiki komorek. Funkcjonujagc w réznorodnych $rodo-
wiskach wewnatrzkomoérkowych izoformy tropomiozyny,
wspdlnie z innymi biatkami wigzacymi aktyne, ksztattujg
skomplikowang architekture mikrofilamentow. Ztozono$¢
ta jest warunkiem koniecznym dla realizacji skomplikowa-
nego programu zyciowego specjalistycznych komorek, tka-
nek i catych organizmow.
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Role of tropomyosin isoforms in diversification of actin filaments functions

Joanna Moraczewska

Departament of Biochemistry and Cell Biology, Institute of Experimental Biology, Kazimierz Wielki University in Bydgoszcz, 30 Chodkiewicza

St., 85-064 Bydgoszcz, Poland

e-mail: moraczjo@ ukw.edu.pl
Key words: actin, cell motility, tropomyosin, isoforms

ABSTRACT

Actin interactions with myosin as well as dynamic polymerization and depolymerization of actin filaments underlie various forms of cel-
lular motility. Both mechanisms are under control of regulatory proteins, among which tropomyosins take a central position. Tropomyosin
isoforms can be tissue-specific or constitutive, expressed in different cell types. Tropomyosin expression pattern depends on the cell type and
developmental stage. Several tropomyosin isoforms can simultanously co-exist in asingle cell, and they are subjected to sorting to different
cellular compartments. Due to specific localization, tropomyosins determine interactions of the filaments with actin binding proteins, and

ascertain various filaments functions.
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Biatka aktynowego szkieletu komarki i btony
partnerami lipidéw

STRESZCZENIE

iele biatek szkieletu komoérkowego oddziatuje z lipidami lub podlega regulacji przez
Wszczegélna ich klase, fosfatydyloinozytole. Biatka moga wigzac sie z btonami poprzez
specyficzne domeny, amfipatyczne helisy lub przez niezdefiniowane dotad motywy, oddzia-
tujace za pomoca interakcji elektrostatycznych czy hydrofobowych. Oddziatywanie okreslo-
nych biatek z wybranymi lipidami wptywa na stabilizacje mikrodomen lipidowych, ktére
moga stanowi¢ miejsce przyczepu dla biatek szkieletu komérkowego. Biatka, ktére fragmen-
tuja lub depolimeryzuja filamenty aktynowe: zelsolina, wilina, kofilina i profilina, ulegajg itt
vitro inaktywacji przez PI(4,5)P2 Natomiast biatka takie, jak np. winkulina, talina, a-aktyni-
na, ezryna, N-WASP, WAVE, ktére inicjuja polimeryzacje aktyny oraz sieciujg filamenty ak-
tynowe, ulegaja aktywacji przez ten lipid. Réwniez funkcje gtéwnych sktadnikéw szkieletu
btonowego erytrocytéw: spektryny i biatka 4.1 oraz ich nieerytrocytarnych odpowiednikow
podlegaja regulacji poprzez oddziatywania z lipidami.

BIALKA AKTYNOWEGO SZKIELETU KOMORKI
I BLONY PARTNERAMI LIPIDOW

Ruch komoérkowy oraz odporno$¢ na stresy mechaniczne sg w duzej mierze
zalezne od szkieletu komdérkowego, ktéry stanowi wewnetrzne rusztowanie
komarek eukariotycznych, determinuje ksztatt komorki i bierze udziat w wielu
waznych biologicznie procesach. Sie¢ filamentéw aktynowych, gtdwnie zloka-
lizowana podbtonowo jest szczegdlnie wrazliwa na sygnaly powstajagce w ze-
tknieciu btony icytozolu. Wystepujg tu biatka wigzace aktyne, odpowiedzialne
za inicjacje lub terminacje polimeryzacji, jak rowniez biatka tgczace filamenty
aktynowe ze sobg lub z btong. Zmiany zachodzace w sieci filamentow aktyno-
wych sg niezbedne nie tylko w ruchu komérkowym, ale réwniez odgrywaja
wazng role podczas transportu pecherzykowego, w lokalizacji i przekazywaniu
sygnatow. Regulacja powyzszych procesoéw jest zwiazana z faktem odwracal-
nego zakotwiczenia struktur szkieletu komdérkowego w btonie. Obecnie wiele
prac dotyczy roli lipidéw btonowych w werbowaniu biatek szkieletu komadrko-
wego do domen btonowych. Liczne badania dowodzg, ze rézne biatka szkieletu
komérkowego oddziatuja in vitro z lipidami czy tez podlegaja regulacji przez
fosfatydyloinozytole. Biatka mogg wigza¢ sie z btonami poprzez specyficzne do-
meny, amfipatyczne helisy lub przez niezdefiniowane dotad motywy, oddziatu-
jace za pomocgy interakcji elektrostatycznych czy, czesciej, hydrofobowych. Po-
translacyjne modyfikacje, takie jak mirystylacja czy palmitylacja, rowniez moga
odgrywac kluczowa role w wigzaniu sie z btonami [1,2].

Wyniki doSwiadczer prowadzonych w warunkach in vitro oraz z wykorzysta-
niem hodowli komorkowych wykazujg, ze lipidy inozytolowe gtéwnie oddzia-
tujg z biatkami wigzagcymi aktyne, odpowiedzialnymi za zmiany w szkielecie
komaérkowym. Szczegdlnie PI1(4,5)P" moze aktywowac lub hamowaé proces wig-
zania filamentow aktynowych przez r6zne biatka, a takze wptywac¢ na aktyw-
no$¢ tworzenia wigzek aktynowych. Wzrost poziomu komdérkowego PI(4,5)P2
promuje polimeryzacje aktyny, natomiast usuniecie lub hydroliza PI1(4,5)P2pro-
wadzi do jej depolimeryzacji. Aktywnos$¢ biatek, ktére fragmentujg lub depoli-
meryzujg filamenty aktynowe, np. zelsolina, wilina, kofilina i profilina, ulega
in vitro obnizeniu przez PI(4,5)P,. Natomiast biatka, takie jak winkulina, talina,
a-aktynina, ezryna, N-WASP, WAVE i miozyna 10, ktére inicjujg polimeryzacje
aktyny oraz tgcza filamenty aktynowe ze sobg lub z blong, ulegajg aktywacji
przez ten lipid [3,4].

Szkielet btonowy erytrocytu jest jedyng strukturg szkieletowg tej komorki i
elastyczng strukturg stanowigcg element cytoplazmatycznej powierzchni btony
komérkowej, odpowiedzialng za mechaniczne wiasciwosci i spéjnos¢ btony oraz
utrzymywanie normalnego ksztattu komérki. Gtéwne elementy szkieletu btono-
wego erytrocytow spektryna i biatko 4.1 oraz ich nieerytrocytarne odpowiedniki
oddziatujg z lipidami dwuwarstwy, w tym z fosfatydyloinozytolami [6,7].
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Stowa kluczowe: oddziatywania biatek z li-
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lipidéw

Wykaz skrétéw: Arp —biatko podobne do ak-
tyny; BPA —biatko przenoszgce aniony; CH1-
CH2 — domena wigzania aktyny = domeny
homologiczne do kalponiny; DG — dystrogli-
kan; domena FERM —domena wigzgca btone,
wystepujaca w biatku 4.1, ezrynie, radyksynie,
moezynie; DPG — difosfatydyloglicerol; ERM
— rodzina biatek-ezryna, radyksyna, moezy-
na; GPC — glikoforyna C; OAG — 1-oleilo-
2-acetyloglicerol; PA — kwas fosfatydowy;
PC — fosfatydylocholina; PE — fosfatydylo-
etanolamina; PG — fosfatydyloglicerol; PH
— domena homologiczna do plekstryny; PI
— fosfatydyloinozytol; PI(4)P — fosfatydy-
loinozytolomonofosforan; PI1(4,5)P2 — fosfa-
tydyloinozytolo-4,5-bisfosforan; PIP, — fos-
fatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan; POPC
— I-palmitoilo-2-oleilofosfatydylocholina; PS
— fosfatydyloseryna; WASP —biatko zespotu
Wiskott-Aldrich
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Precyzyjna organizacja szkieletu btony i komérki wy-
maga S$cistej przestrzennej i czasowej regulacji procesow
zwigzanych z polimeryzacjg i tworzeniem struktur wyz-
szego rzedu, wigzek filamentéw aktynowych lub widkien
miozynowo-aktynowych. Zrozumienie fizjologicznej roli
oddziatywan biatek z lipidami dostarczy z pewnoscig waz-
nych informacji dotyczacych funkcji bton w ksztattowaniu
szkieletu aktynowego i by¢ moze —udziatu szkieletu btony
i komorki w determinacji wtasciwosci bion.

BIALKA ODPOWIEDZIALNE ZA FRAGMENTACJE LUB
DEPOLIMERYZACJE FILAMENTOW AKTYNOWYCH

ZELSOLINA

Zelsolina jest monomerycznym biatkiem, o masie 84 kDa,
wigzgcym aktyne. Podlega regulacji przez jony Ca2 H+oraz
lipidy inozytolowe. Zelsolina zawiera sze$¢ homologicz-
nych domen (GI-6) [8]. Aktywowana przez jony Ca2+wigze
sie zdwoma przylegtymi monomerami aktyny i poprzez ro-
zerwanie niekowalencyjnych wigzan pomiedzy nimi prze-
rywa filament aktynowy, a nastepnie pozostaje zwigzana z
szybkorosngcym koncem jednego z dwoch nowo powsta-
tych filamentow. W wyniku oddziatywan zelsoliny zwigza-
nej z fosfatydyloinozytolami, takimi jak PI1(4)P, P1(4,5)P2lub
P1(3,4,5)P3 nastepuje jej oddysocjowanie, co z kolei moze
zapoczatkowaé polimeryzacje filamentu [9,10].

Zelsolina wigze PI(4,5)P2ze statg dysocjacji (KD na po-
ziomie mikromolowym, oddziatywanie to ulega aktywacji
przez jony Ca2tiduze stezenia jondw H+[11]. Dwa gtdwne
miejsca wigzania PI(4,5)P2sg zlokalizowane w regionie -
czacym domeny G1 i G2 iobejmujg reszty 135-149 i 150-169.
Te dwa regiony zawierajg ugrupowania reszt zasadowych
posredniczgce w oddziatywaniach z fosfatydyloinozytolami
i, co ciekawe, pokrywajg sie z miejscami wigzania G-(reszty
1-149) lub F-aktyny (150-406). Dodatkowe miejsca wigzania
P1(4,5)P2wykryto w obrebie C-koricowej czesci zelsoliny, w
regionie tgczagcym domeny G5 i G6 (reszty 620-634) oraz w
C-kofAcowym odcinku obejmujgcym 23 reszty aminokwaso-
we 732-755 [12,13],

W oddziatywaniach z lipidami inozytolowymi biorg
udziat zaré6wno oddziatywania elektrostatyczne, jak i hy-
drofobowe. Fragment obejmujgcy reszty 150-169 ma zdol-
no$¢ ,wyciagania" poszczegélnych czasteczek PI(4,5)P2z
btony lipidowej i tworzenia Scistych, hydrofobowych pota-
czen z nimi. Oddziatlywania te wptywaja na site wiazania
zelsoliny z aktyng, prowadzac do dysocjacji kompleksu.
Procesowi temu towarzyszy przejscie konformacyjne frag-
mentu 150-169 zelsoliny ze struktury p do a-helisy [14].

Prawdopodobnie w sytuacjach, kiedy stezenie PI(4,5)P2
jest niskie, miejsca wigzania fosfatydyloinozytoli moga by¢
zajmowane przez inne lipidy. Zelsolina wigze sie z maly-
mi, jednowarstwowymi liposomami PG/PC, a wigzanie
to nie eliminuje zdolnosci aktywacji polimeryzacji aktyny,
ale ogranicza jej zdolno$¢ do fragmentacji filamentow ak-
tynowych w srodowisku kwasnym. Wykazano réwniez,
ze zelsolina zwieksza ilos¢ filamentéw aktynowych zwig-
zanych z liposomami PG/PC. Te obserwacje wskazujg na
jednoczesne wigzanie filamentu aktynowego i liposomow,
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a wigzanie to nie prowadzi do rozdysocjowania komplek-
su zelsolina-aktyna. Prawdopodobnie biatko to posiada
jeszcze jedno dodatkowe miejsce wigzania lipidow w wy-
dtuzonym regionie tgczagcym domeny G3 i G4, czego do-
wodem moze by¢ zahamowanie proteolitycznego trawie-
nia w tym miejscu w obecnos$ci lipidéw. DoSwiadczenia
nad wygaszaniem wewnetrznej fluorescencji tryptofanu
we fragmencie G4 i G6 w obecnosci liposoméw Br-PC/PG
sugeruja, ze region ten moze penetrowa¢ dwuwarstwe li-
pidowga niezaleznie od fosfatydyloinozytoli w roztworach
o niskim pH [15].

WILINA

Podobnie jak zelsolina, wilina nalezy do rodziny biatek
odpowiedzialnych za fragmentacje filamentow aktyno-
wych, charakteryzujacej sie¢ wystepowaniem domen zacho-
wanych w ewolucji. Wilina sktada sie z czesci rdzeniowej,
zbudowanej z szeSciu homologicznych wzgledem siebie
domen i z czesci C-koncowej, ktorg tworzy mata domena
o masie 8,5 kDa, tzw. ,,gtowka" [16]. Miejsca wigzania PI-
(4.5)P2wystepujg zardwno w czesci rdzeniowej, jak i w ob-
rebie ,,gtowki" [17,18].

Wykazano, ze wilina cztowieka wigze PI(4,5)P2 z KD
39,5 pM. Celem doktadniejszej charakterystyki miejsc wig-
zacych PI(4,5)P2skonstruowano mutanty delecyjne i punk-
towe wiliny, obejmujace przypuszczalne miejsca wigzania
tego fosfatydyloinozytolu. Analizy te wykazaty obecnos¢
trzech miejsc wiazacych PI1(4,5)P2 dwa z nich znajduja sie
w czesci rdzeniowej (reszty 112-118 oraz 138-146), a trzecie
w ,,gtdwce" (reszty 816-824). Miejsca wigzace fosfatydylo-
inozytole zawierajg ugrupowania reszt zasadowych, wsérod
ktorych jedno jest identyczne z miejscem wigzania F-aktyny
w domenie odpowiedzialnej za fragmentacje filamentow i
tworzenie ,czapeczki" na koncach filamentow, a kluczowg
resztg jest R138 [19]. Syntetyczne peptydy, odpowiadajgce
temu fragmentowi sekwencji zardwno wiliny, jak i zelsoli-
ny, oddziatujg z PI(4)P i PI(4,5)P2zar6wno w postaci micelli,
jak i liposomow, mogg konkurowac z zelsoling o wigzanie
lipidow inozytolowych, a takze moga powodowa¢ dysocja-
cje kompleksu zelsolina-PI(4,5)Pv przywracajac zelsolinie
aktywnosé fragmentacji filamentéw aktynowych [18]. Pozo-
state dwa miejsca wigzania PI(4,5)P" czeSciowo pokrywaja
sie z opisanymi wcze$niej miejscami wigzania aktyny [20].
Badania metodg dichroizmu kotowego wykazaty, ze PI-
(4.5)P2indukuje strukturalne zmiany w pierwszej domenie
wiazania fosfatydyloinozytoli, co z kolei moze utrudniaé
wigzanie sie wiliny z F-aktyng i w ten spos6b hamowa¢
proces przerywania filamentéw aktynowych. Obserwacje
sugerujg, ze pod wptywem oddziatywania z PI(4,5)P2 w
trzeciej domenie wiazania tych lipidéw, potozonej w obre-
bie ,gtowki", struktura a-helikalna przechodzi w strukture
P, wzmacniajac funkcje tworzenia wigzek filamentéw akty-
nowych przez wiline [19].

Oddziatywanie wiliny z PI(4,5)P2 jak réwniez (po fosfo-
rylacji) z enzymem hydrolizujacym ten lipid, fosfolipazg C-
y, (PLC-y,) sugeruje, ze wilina moze by¢ zaangazowana nie
tylko w organizacje aktyny, ale rGwniez w regulacje proce-
su przekazywania sygnatow za posrednictwem fosfatydy-
loinozytoli. Katalityczna aktywno$¢é PLC-yj podlega kon-
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Rycina 1. Struktura C-kofncowej domeny wiliny (kod PDB-1UNC) [22]. Miejsca
oddziatywania z PI(4,5)P1zaznaczono z6ttym kolorem, a faficuchy boczne reszt
aminokwasowych przedstawiono stylem pateczkowym. Ryc. 1-8 przygotowano
w programie YASARA View (http:// www.yasara.org/).

kurencyjnemu hamowaniu przez wiling wskutek wigzania
P1(4,5)P,zaleznie od stezenia [21] (Ryc. 1).

KOFILINA

Kofilina (réwniez ADF, ang. actin depolimerizing factor)
jest matym biatkiem, o masie 19 kDa, szeroko rozpowszech-
nionym w komdrkach eukariotycznych, o trzeciorzedowej
strukturze podobnej do struktury powtarzajgcego sie seg-
mentu biatek z rodziny zelsolin. Kofilina kooperatywnie od-
dziatuje z filamentem aktynowym, reguluje polimeryzacje,
depolimeryzacje i fragmentacje filamentéw aktynowych w
zaleznosci od pH, zatem reguluje dynamike aktyny in vivo.
Odgrywa wazna role podczas cytokinezy i ruchu komérko-
wego [23],

P1, P1(4)P i PI(4,5)P" hamujg zdolIno$¢ kofiliny do zalezne-
go od stezenia wigzania i depolimeryzacji aktyny, podczas
gdy 1(1,4,5Py OAG (l-oleilo-2-acetyloglicerol), PS i PC majg
bardzo maty, lub w ogéle nie majg wptywu na te procesy
[24], Zaobserwowano, ze sekwencja miejsca wigzania akty-
ny w kofilinie, obejmujgca reszty W104-M115 jest réwniez
odpowiedzialna za wigzanie fosfatydyloinozytoli [25]. Se-
kwencja W104-M115 zawiera dwie zasadowe reszty K112
i K114, ktére mogg by¢ zaangazowane w oddziatywania z
polarnymi ,,gtowami"” lipidéw inozytolowych. Dane uzy-
skane w wyniku analizy mutacyjnej sugeruja, ze obydwie
reszty (K112 i K114) sg zaangazowane w oddziatywanie z
P1(4,5)P2 ale K114 w mniejszym stopniu [26],

Wykazano, ze mutant kofiliny pozbawiony C-korco-
wego fragmentu, obejmujgcego reszty 100-166, jest nadal
zdolny do wigzania aktyny, a ponadto zaréwno on, jak
i peptydy obejmujgce reszty 9-25 i 26-36 N-koncowego
regionu kofiliny znoszg hamujgce dziatanie PI1(4,5)P2na
wigzanie aktyny z kofiling. Wyniki te sugeruja ze, oprocz
juz wczesniej opisanego miejsca w regionie C-koAca,
rowniez w N-koncowej czesci kofiliny znajduje sie miej-
sce wigzania aktyny kontrolowane przez fosfatydyloino-
zytole [27,28],
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Mutacje R96A/K98A i R109A/R110A drozdzowej kofili-
ny okazaty sie istotne dla wigzania PI(4,5)P2takze u innych
organizmow. Reszty te sa usytuowane w obrebie zachowa-
nej w ewolucji sekwencji, dtugiej a-helisy 3 kofiliny. Pozo-
state trzy mutacje odpowiedzialne za znacznie obnizone
powinowactwo tego biatka do PI(4,5)P, sa zlokalizowane
w innych regionach drozdzowej kofiliny. Na tej podstawie
wysunieto wniosek, ze miejsce wigzania PI(4,5)P, tworza
zaréwno reszty znajdujgce sie w rejonie a-helisy 3, jak i w
innych czesciach kofiliny. To sugeruje, ze kofilina prawdo-
podobnie réwnoczes$nie oddziatuje z kilkoma czasteczkami
P1(4,5)P™ albo ze oddziatywanie z PI(4,5)P2jest dynamiczne
i nie jest zwigzane z jednym specyficznym miejscem w ko-
filinie [28].

Analiza strukturalna NMR kofiliny kury wykazata, ze
29 reszt aminokwasowych bierze udziat w oddziatywaniu
z PI1(4,5)P2i sg to: reszty D66, Y68, T69, V72 w regionie N-
konca biatka oraz L99, K132-V137, K144-R146, T148-V158,
L161, E162, K164 i L166, tworzace ciagty obszar w obrebie
C-koncowej czesci biatka. Dwie reszty aminokwasowe K132
i H133 catkowicie zachowane w sekwencji kofiliny kregow-
cow bezposdrednio kontaktujg sie z wigzanym lipidem,
prawdopodobnie poprzez swoiste oddziatywania z fosfory-
lowanym pierscieniem inozytolu [29],

Badania wykazaty, ze PI(4,5)P™ w znaczacy spos6b przy-
spiesza proces oligomeryzacji kofiliny, co moze sugero-
wac, ze inaktywacja kofiliny przez P1(4,5)P2jest zwigzana
z jej oligomeryzacjg. Proces wigzania monomerow kofiliny
moze stanowi¢ mechanizm, ktory chroni przed depolime-
ryzacja aktyny lub zamienia aktywno$¢ depolimeryzacji na
aktywno$¢ tworzenia wigzek aktynowych [30].

PROFILINA

Profilina, biatko o masie 15 kDa, powszechnie wystepuja-
ce we wszystkich komoérkach eukariotycznych, poczatkowo
opisywana jako biatko odpowiadajgce za depolimeryzacje
aktyny, ale obecnie uwaza sie, ze odgrywa réwniez waz-
ng role w procesach jej polimeryzacji. Ta podwdjna funk-
cja profiliny jest kluczowg dla proceséow zwigzanych z
dynamika szkieletu i ruchem komdrki [31]. Wykazano, ze
profilina | oddziatuje specyficznie z PI(4,5)P2 zar6bwno w
formie micelli, jak i liposoméw, ale zaréwno PI(3,4)P2 jak
i PI(3,4,5)P3wigzg sie z profiling z wiekszym powinowac-
twem niz PI(4,5)P2[32,33], Badania in vitro wskazujg na to,
ze zwigzanie PI(4,5)P~ przez profiline powoduje dysocjacje
kompleksu aktyna-profilina, co sugeruje, ze oddziatywanie
to moze mie¢ jednocze$nie wptyw na kontrole procesu po-
limeryzacji aktyny i proceséw zwigzanych z przekazywa-
niem sygnatow [34,35].

Dla profilin ssakow zaproponowano dwa odrebne re-
giony odpowiedzialne za oddziatywanie z fosfatydyloino-
zytolami. Pierwszy, czeSciowo pokrywajacy sie z miejscem
wigzania aktyny, i drugi, zlokalizowany w poblizu miejsca
wigzania sekwencji poliprolinowych. Dla profiliny ludzkiej,
w pierwszym regionie najwazniejszg role odgrywajg od-
dziatywania elektrostatyczne z resztami: K69, R88 i K90, na-
tomiast drugi region wigze PI(4,5)P2poprzez oddziatywania
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Rycina 2. Struktura profiliny | (kod PDB-1FIK) [39]. Dalsze objasnienia jak w opi-
sie Ryc. 1.

elektrostatyczne i hydrofobowe, a znaczacg role odgrywaja
reszty: R135, R136 i K125 [34,36-38] (Ryc. 2).

Istnienie drugiego miejsca wigzania fosfatydyloinozy-
toli potwierdzajg badania z wykorzystaniem ukierunko-
wanej mutagenezy, mutant R136D wigze aktyne z powi-
nowactwem podobnym do dzikiego typu, co wskazuje
na fakt, ze miejsca wigzania aktyny i PI1(4,5)P2tylko cze-
Sciowo sie pokrywajg. Dane te sugerujg rowniez zwiazek
pomiedzy wigzaniem PI(4,5)P2 a wigzaniem ligandéw
bogatych w proline, poniewaz mutant profiliny Ila W3A
pozbawiony zdolno$ci wigzania sekwencji poliprolino-
wych wykazuje zwiekszone powinowactwo wzgledem
P1(4,5)P2[40],

Ostatnio wykazano, ze PI(4,5)P, stanowi wspélny sy-
gnat do zwolnienia profiliny Il z kompleksu z dynaming |,
jak réwniez z kompleksu z aktyng, co sugeruje, ze lokalne
zmiany w stezeniu PI(4,5)P2sg Scisle zwigzane z przestrzen-
ng i czasowgq koordynacjg polimeryzacji aktyny [41].

Rycina 3. Struktura domeny VT winkuliny (kod PDB-1ST6) [49]. taricuchy bocz-
ne reszt oddziatujacych z fosfolipidami przedstawiono stylem paleczkowym i
zaznaczono na z6to.
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Organizacja PI(4,5)P2 w btonie plazmatycznej jest inna
niz w micellach, dlatego tez wigzanie profiliny do bton
moze sie rozni¢ od wigzania z PI(4,5)P., w formie micel-
li. Istnieje mozliwos$¢, ze oddziatywanie profiliny z blong
zaczyna sie od jednej czgsteczki PI(4,5)P2i to zapoczatko-
wuje rekrutacje dodatkowych czasteczek PI(4,5)P2 przez
profiline i formowanie matych agregatow PI(4,5)P2 Inna
hipoteza zaktada, ze wigzanie profiliny do btony wymaga
obecnosci matych zgrupowan PI(4,5)Pr Wykazano, ze wig-
zanie profiliny do fosfatydyloinozytoli w stezeniach ponizej
krytycznego stezenia micelaryzacji jest znaczgco stabsze od
wigzania profiliny do micelli i liposoméw. Rowniez wyniki
badan oddziatywan z wielkimi jednowarstwowymi liposo-
mami sugeruja, ze profilina rekrutuje sgsiadujgce czasteczki
P1(4,5)P2 stabilizujac w ten sposdéb swoje oddziatywanie z
btong lipidowa [42],

BIALKA ODPOWIEDZIALNE ZA
POLIMERYZACJE, AKTYNY

WINKULINA

Winkulina jest waznym sktadnikiem potgczen adhezyj-
nych typu komdrka-komérka i komorka-substancja zewna-
trzkomorkowa, kotwiczgc filamenty aktynowe w btonie ko-
maérkowej. Winkulina sktada sie z domeny o masie 90 kDa,
tzw. ,,globularnej gtowy" (VH), i domeny o masie 30 kDa,
tzw. ,ogona" (VT), ktdre sg potgczone regionem bogatym w
reszty prolinowe, zapewniajacym calej czasteczce duzg ela-
styczno$é. Aktywacja winkuliny prowadzaca do ,,otwarcia”
czgsteczki moze zachodzi¢ poprzez oddziatywanie domeny
VH z fragmentami taliny lub poprzez zwigzanie domeny
VT z fosfolipidami anionowymi, szczeg6lnie z P1(4,5)P, [43-
45].

Wykazano, ze domena VT winkuliny ulega akumulacji
na powierzchni dwuwarstwy lipidowej poprzez oddzia-
tywania elektrostatyczne, ktdre nastepnie sg stabilizowa-
ne przez oddziatywania hydrofobowe, pozwalajgce na za-
gtebienie sie fragmentu biatka w dwuwarstwie lipidowej
[46]. W roztworach o fizjologicznym pH i sile jonowej do-
mena VT kosedymentuje z liposomami PSiPC/PI(4,5)P2
(a nie z liposomami PC), przy czym reakcja ta nasila sie
wraz ze wzrostem zawartosci PI(4,5)P~ [47], Okreslenie
struktury krystalicznej domeny VT (Ryc. 3) pozwolito na
doktadniejszg charakterystyke miejsc wigzacych lipidy.
Strukture domeny VT tworzy pie¢ amfipatycznych helis
formujacych przeciwréownolegta wigzke. Dwa zasadowe
elementy na powierzchni domeny to: ,zasadowa drabi-
na", uformowana gtdwnie przez tancuchy boczne helisy
H3, w tym reszty K944, R945, K952, K956, R963, K966,
K970, R978, R1008 i R10049, oraz ,zasadowy pierscien"
otaczajagcy C-koncowa strukture ,spinki do wloséw",
obejmujacy reszty R910, K911, R1039, K1049, R1060 i
K1061. Wykazano, ze C-kohAcowe ,ramie" domeny VT
jest niezbedne do wigzania fosfolipidow anionowych w
warunkach fizjologicznych. Zawiera ono trzy reszty za-
sadowe oraz hydrofobowg ,spinke do wiosow", obejmu-
jacg reszty 1062-1066 (TPWYQ), gdzie reszty tryptofanu
i tyrozyny moga tworzy¢ motyw penetrujacy liposomy
anionowe [48] (Ryc. 3).
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Wprowadzenie mutacji punktowych w obrebie ,,zasado-
wego pierscienia” (K911A i K924A) lub ,drabiny” (K952A)
powoduje ostabienie wigzania z PI1(4,5)PV podczas gdy mu-
tacje dwdch zasadowych reszt w sagsiedniej helisie nie daja
zadnego efektu [49]. K911 i K924 lezg w bliskim sgsiedztwie
H906, ktéra odgrywa kluczowag role podczas zmian konfor-
macyjnych domeny VT indukowanych przez PI(4,5)P, [50],
Poniewaz miejsce wigzania PI(4,5)P2 jest tylko cze$ciowo
ostoniete w catej czasteczce winkuliny zaproponowano kine-
tyczny model aktywacji, w ktérym zwigzanie PI1(4,5)P2i wy-
nikajace z tego zmiany konformacyjne powoduja przejSciowe
uwolnienie domeny VT od domeny VH, co z kolei pozwala
na zwigzanie taliny lub a-kateniny z domeng VH, czy zwig-
zanie odpowiednich ligandoéw z regionem bogatym w reszty
prolinowe [49], Regiony wigzgce F-aktyne w winkulinie obej-
muja reszty 884-1012 i 1012-1066, czesciowo pokrywajac sie z
miejscami wigzania fosfolipidéw, co skutkuje blokowaniem
miejsca wigzania aktyny przez PI1(4,5)P0[51].

Mutanty winkuliny pozbawione mozliwosci wigzania
fosfolipidéw z zachowana aktywnoscig wigzania F-aktyny
ekspresjonowane w komorkach lokalizujg sie w miejscach
potaczen adhezyjnych, ale proces rozptaszczania i migra-
cji komorek jest znacznie ostabiony, a zalezne od PI(4,5)P"
przerywanie potgczen adhezyjnych ulega zniesieniu [52].

TALINA | INNE BIALKA Z DOMENA FERM

Talina jest cztonkiem rodziny biatek 4.1, grupy wigzacej
sie z fosfolipidami btonowymi poprzez domene FERM. Do
grupy tej nalezg rowniez biatko szkieletu btonowego erytro-
cytow 4.1, ezryna, radyksyna, moezyna, merlina oraz nie-
ktore fosfatazy tyrozynowe [53,54], Talina —biatko o masie
235 kDa jest gtéwnym tacznikiem pomiedzy integrynami i
szkieletem aktynowym. Jest szeroko rozpowszechnionym
biatkiem wystepujagcym w réznych typach komdrek ssa-
czych, gdzie jest skupiona w rejonach potaczen adhezyjnych
na granicy komodrka/matriks zewngtrzkomdérkowa iw wy-
pustkach komdrkowych. Endogenna proteaza, moze rozci-
na¢ taline na dwie czesci, N-koncowg globularng domene,
tzw. ,,gtowe", o masie 47 kDa i C-koncowg pateczkowatg
domene o masie 190 kDa. Funkcjonalng forma taliny jest ho-
modimer, w ktorym monomery utozone sg przeciwréwno-
legle [55,56], Oddziatywanie z fosfolipidami jest zwigzane z
domeng o masie 47 kDa, a w szczeg6lnosci z jej N-koncowa
czesdciag, stanowigcg domene FERM (por. ponizej).

Wykazano, ze oddziatywanie taliny z PI(4,5)P, powo-
duje zmiane konformacji tego biatka i jego aktywacje, co
prowadzi do ekspozycji miejsc wigzania integryn w talinie,
zatem proces przekazywania sygnatdw zalezny od P1(4,5)P2
moduluje tworzenie ognisk adhezyjnych poprzez regulacje
kompleksu integryna-talina [57],

In vivo talina wystepuje w rownowadze pomiedzy formg
zwigzang z btong a cytosolem. Lipidy na cytoplazmatycznej
powierzchni btony moga stanowi¢ matriks do zakotwicze-
nia taliny, oddziatywania z nimi moga utatwia¢ oddziaty-
wania z docelowymi biatkami, takimi jak np. integryny i la-
dina. Na podstawie analizy teoretycznej oraz doswiadczen
wskazano dwa fragmenty zlokalizowane w N-koncowej
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domenie taliny, ktére moga dziata¢ jako potencjalne miejsca
oddziatywan z btong. Fragmenty S19 (reszty aminokwaso-
we 21-39) i H17 (385-406) penetrujg obdarzone ujemnym
tadunkiem mono- i dwuwarstwy o sktadzie POPC/POPG
(3/1), przybierajac czesciowo lub catkowicie strukture a-
helikalng. Fragment H17 ze specyficznag kombinacjg pieciu
reszt izoleucyny tworzacych hydrofobowg powierzchnie
oraz pieciu reszt K zebranych na C-konicu, moze zanurzac
sie w obojetne i ujemnie natadowane btony. Energia swo-
bodna (AGO oddziatywania hydrofobowego dla peptydu
H 17 jest porbwnywalna do energii biatek, ktére kotwiczg
w btonach. Udziat tadunku elektrostatycznego pieciu reszt
Kw tym oddziatywaniu jest zalezny od pH [58]. Fragment
ten ze wzgledu na swg amfipatyczno$¢ moze wykazywaé
zdolno$¢ do destabilizacji dwuwarstwy fosfolipidowej, a
w konsekwencji —do fuzji bton, co wykazano przy uzyciu
mikroskopii krioelektronowej [59], W przypadku taliny za-
obserwowano zdolno$¢ do odwracalnego tworzenia poréw
w wielkich liposomach utworzonych z lipidow obojetnych
i kwasowych [60], Sekwencja S19 ré6wniez moze bra¢ udziat
w kotwiczeniu taliny do btony poprzez oddziatywania elek-
trostatyczne i hydrofobowe [57],

Talina oraz inne biatka tej rodziny zawierajg w N-konco-
wej czesci domene FERM (por. ponizej), za posSrednictwem
ktdrej moga oddziatywac z btonami lipidowymi, co sugeru-
je, ze ta domena moze by¢ wazna dla aktywnosci tworze-
nia poré6w w btonach. Badania wykazaty, ze rowniez biatko
4.1, ezryna i moezyna sg zdolne do wytwarzania stabilnych
poréw w liposomach. PI(4,5)P2 ktéry wigze sie Zdomeng
FERM i rozrywa wewnagtrzczasteczkowe wigzanie pomie-
dzy N-koncowg i C-kofcowg domeng biatek z rodziny 4.1,
wptywa hamujgco na tworzenie porow. Wyniki te wskazujg
na to, ze to wewnatrzczasteczkowe oddziatywanie odgry-
wa kluczowa role w tej aktywnosci [61].

DOMENA FERM

Domena FERM (Ryc. 4) sktada sie z trzech subdomen A, B
i C, ktére, oddziatujac ze sobg, tworzg globularng strukture o
ksztatcie liscia koniczyny. Struktura kompleksu krystaliczne-
go domeny FERM z 1(1,4,5)P3mysiej radyksyny ujawnita, ze
1(1,4,5)P3lokuje sie w centrum zasadowej szczeliny pomiedzy
subdomenami A i C. Ta dodatnio natadowana szczelina jest
uformowana przez C-koricowg helise (alC) subdomeny C i
wystajacag petle pomiedzy elementami (33A i p4A subdome-
ny A. tadunek dodatni pochodzi od siedmiu reszt K i czte-
rech Rw tym regionie. W analizowanym kompleksie reszty
K60, K63 oraz N62 z subdomeny A i K278 z subdomeny C
kontaktujg sie z trzema grupami fosforanowymi I(1,4,5)Pr
Taka orientacja domeny FERM radyksyny zwigzanej z btong
pozwala na oddziatywanie obdarzonej tadunkiem dodatnim
powierzchni pomiedzy subdomenami A i C z ujemnie nata-
dowang powierzchnig btony [62], Niezbedne dla zwigzania
PI(4,5)P2. czasteczce ezryny reszty K253, 254, 262 i 263 sg
sekwencjami zachowanymi w ewolucji wsrdd biatek rodzi-
ny ERM (ezryna-radyksyna-moezyna). Jak wynika z analizy
struktury krystalicznej czasteczki moezyny, te cztery reszty
lizyny sg zlokalizowane w subdomenie C, przypominajace;j
domene plekstrynowg (PH), eksponowane sg na powierzch-
ni czasteczki i tworzg tréjkat z resztami K63 i 64, zamykajac
wzglednie ptaska powierzchnie [63]. Utozone sg jednak zbyt
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Rycina 4. Struktura domen FERM. A. Domena FERM radyksyny (kod PDB-1GC6)
[62]. Czasteczke 1(1,4,5)P3przedstawiono w kolorze rézowym. B. Domena FERM
biatka 4.1 (kod PDB-1GG3) [65]. Reszty oddziatujgce z PS zaznaczono w kolorze
srebrnym. Pozostate szczegéty jak w opisie Ryc. 1.

daleko od reszt K63 i K64, aby jednoczes$nie mogty sie kontak-
towac z pojedynczg ,,gtowa" fosfolipidu. Na podstawie tych
wynikéw zaproponowano dla ezryny istnienie kilku ré6znych
miejsc wigzania wspotdziatajagcych w oddziatywaniach z li-
pidami [64], Jedno miejsce jest zlokalizowane w strefie kon-
taktu subdomen A i C [62], a inne sg potozone w subdomenie
Citworza dwie petle strukturalne typu PH.

BIALKA ERM (EZRYNA, RADYKSYNA, MOEZYNA)

Do rodziny biatek ERM zaliczamy trzy blisko spokrewnio-
ne ze sobg biatka, ezryne (-82 kDa), radyksyne (-80 kDa) i
moezyne (-75 kDa), sekwencje ktérych sg w 75% identyczne
wzgledem siebie. Biatka ERM dziatajg jako tgczniki pomiedzy
btong komorkowa a szkieletem aktynowym, sg zaangazowa-
ne w procesy zwigzane z adhezjg, ruchliwos$cig i morfogenezg
komorek, biorg rowniez udziat w przekazywaniu sygnatéw.
W strukturze biatek rodziny ERM mozna wyrdznic trzy gtow-
ne regiony: N-koAcowg domene FERM (nazywang réwniez
N-ERMAD), $rodkowg domene tworzacag peczek helis (-200
reszt aminokwasowych) i domene C-koncowg (C-ERMAD,
-100 reszt) wigzacg aktyne. W cytoplazmie biatka ERM sg
utrzymywane w nieaktywnej konformacji poprzez wewnatrz-
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czasteczkowe oddziatywanie pomiedzy domenami N- a C-
koncowga. Aktywacja biatek ERM jest rezultatem konformacyj-
nych zmian, ktére powodujg zwolnienie wewnatrzczasteczko-
weeo oddziatywania i odstoniecie miejsc wigzania dla innych
biatek [66,67].

Rekombinowana ezryna w warunkach fizjologicznej sity
jonowej (130 mM KC1) silnie wigze liposomy zawierajgce 20%
P1(4,5)P2i 80% PC, a oddziatywanie to, w przeciwienstwie do
oddziatywan z innymi pokrewnymi lipidami, jak PI(4)P, PI i
PS, nie jest wrazliwe na wzrastajaca site jonowg i wystepuje
nawet przy wzglednie niskim poziomie PI(4,5)P2 (5-20%) w
dwuwarstwie. Wykazano réwniez, ze nie cate biatko, ale N-
koncowy konstrukt ezryny obejmujacy domene FERM (por.
powyzej) oddziatuje wybiorczo z liposomami zawierajgcymi
PI(4,5)P2[68],

Konstrukt obejmujacy pierwsze 310 reszt ezryny z mutacja-
mi K253N, K254N, K262N i K263N wprowadzony do komo-
rek linii epitelialnych i fibroblastycznych lokalizowat sie gtow-
nie w cytosolu, nie zaobserwowano kolokalizacji z F-aktyng,
a wigzanie do btony plazmatycznej byto stabe. Takie wyniki
sugerujg, ze bezposrednie oddziatywanie ezryny z PI1(4,5P"
jest niezbedne w kierowaniu ezryny do okreslonych struktur
btonowych [69].

Badania wykazaly, ze PI(4,5)P2utatwia oddziatywanie po-
miedzy ezryng a niektérymi biatkami btony, np. CD44 [70],
ICAM-1 oraz ICAM-2 [71], a oddziatywanie z PI1(4,5)P2i fos-
forylacja T567 sg niezbedne do wiasciwej lokalizacji ezryny
w apikalnej domenie btony komoérek epitelialnych [72-74],
Wyniki analiz tych dwoch proceséw w przypadku ezryny
pozwolity stwierdzié, ze P1(4,5)P2nie jest gtbwnym partnerem
w oddziatywaniach z btong, ale jego zwigzanie jest niezbedne
do konformacyjnej aktywacji ezryny, ktéra z kolei powoduje
odstoniecie innych miejsc wigzania z btong. Okazato sie, ze
zwigzanie PI(4,5)P2przez N-koricowg czes¢ ezryny jest wstep-
nym warunkiem fosforylacji reszty T567, co sugeruje, ze od-
dziatywanie to indukuje zmiane konformacyjng niezbedna do
fosforylacji [74].

BIALKO 4.1

Biatko 4.1 (4.1R) jest gtdwnym sktadnikiem szkieletu bto-
nowego krwinek czerwonych, ktéry odgrywa wazng role w
utrzymywaniu i modulowaniu morfologii erytrocytu oraz
mechanicznych wasciwosci i integralnosci btony. Biatko 4.1
zawiera cztery funkcjonalne domeny: N-kohAcowag domene
(FERM) o masie 30 kDa (por. powyzej), domene o masie 16
kDa, domene wigzania spektryny o masie 10 kDa oraz C-
koncowg domene o masie 22/24 kDa.

Dzieki domenie FERM biatko 4.1 oddziatuje z mieszany-
mi btonami fosfolipidowymi zawierajgcymi PS, PE i PC oraz
z odwréconymi btonami erytrocytéw. Szczegdlnie duze po-
winowactwo zaobserwowano wzgledem liposoméw zawie-
rajagcych PS [54,75,76].

Dalsze badania wykazaty, ze biatko 4.1 penetruje mono-
warstwy PS, PC, DOPE, P1i1,3-DOG na podobnym poziomie,
0 czym Swiadczg uzyskane wartosci An (zmiana ci$nienia po-
wierzchniowego monowarstwy), nawet przy poczatkowym
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ci$nieniu powyzej 30 mN/m. Natomiast wzrost fluorescencji
spowodowany wyciekiem znacznika fluorescencyjnego za-
obserwowano tylko w przypadku obdarzonych tadunkiem
ujemnym liposoméw PS oddziatujacych z biatkiem 4.1. Wy-
kazano takze, ze biatko 4.1 powoduje wzrost przepuszczal-
nosci liposomoéw przypominajacych skiadem wewnetrzng
powierzchnie dwuwarstwy lipidowej, ale nie wptywa na
liposomy o sktadzie charakterystycznym dla jej zewnetrznej
powierzchni [76,77], Dla okre$lenia oddziatywania biatka 4.1
znakowanego 1A z liposomami PS wyznaczono statg dyso-
cjacji Kd=3,3 x 10-7M [78],

Wiazanie biatka 4.1R do liposomoéw PS jest, jak wykazano,
procesem dwuetapowym. Obdarzone tadunkiem dodatnim
reszty YKRS w N-koncowej domenie FERM i ujemnie nata-
dowana reszta polarna PS odgrywaja kluczowg role w zaini-
cjowaniu tego oddziatywania, pdzniejsza hydroliza polarnej
reszty PS przez fosfolipaze D lub C nie powoduje dysocjacji
biatka 4.1R od liposomoéw PS. Podczas drugiego etapu docho-
dzi do wytworzenia Scistych, hydrofobowych oddziatywan
pomiedzy biatkiem 4.1R a resztami kwaséw ttuszczowych.
Biatka 4.1R nie mozna oddysocjowac¢ od liposomdw PS pod
wpltywem wysokiej sity jonowej, wymaga to hydrolizy przez
fosfolipaze A2 co oznacza, ze gtéwnie tancuchy acylowe PS
sg odpowiedzialne za to oddziatywanie [79], W przeciwien-
stwie do niektérych wczesniejszych danych [78] wykazano,
ze wigzanie biatka 4.1R do PS nie osigga wysycenia. ,,Dzi-
ki" typ biatka GFP-4.1R odznacza sie szerokg dystrybucjg w
transfekowanych komoérkach COS-7, lokalizuje sie nie tylko
w btonie plazmatycznej, ale rowniez w cytoplazmie czy ja-
drze [80], natomiast mutant GFP-4.1R YRKS->AAAA ulega
akumulacji w siateczce $rédplazmatycznej. Poniewaz ten
mutant nie moze wigza¢ PS wysunieto hipoteze, ze proble-
my z sortowaniem biatka 4.1R sg wynikiem braku oddziaty-
wan pomiedzy 4.1R a PS. Co ciekawe, motyw YRKS w biatku
4.1 Rjest podobny do sekwencji YRRF [79], ktéra wykryto w
cytoplazmatycznej domenie integryny (32i ktéra dziata jako
sygnat odpowiedzialny za sortowanie do btony plazmatycz-
nej [81]. Tak wiec, oddziatywania biatka 4.1R z fosfolipidami
moga odgrywac role w jego sortowaniu, utrzymaniu prawi-
dtowej lokalizacji i regulacji jego funkcji [79].

Wykazano, ze biatko 4.1R oddziatuje réwniez z liposomami
zawierajgcymi P1(4,5)P2poprzez N-koficowg domene FERM,
a reszty K63, 64 oraz K265 i 266 stanowig potengalne miejsce
wigzania dla tego lipidu. Badania z wykorzystaniem metody
FRET pozwolity stwierdzi¢, ze tylko po zwigzaniu PI(4,5)P,
N-koncowa domena podlega zmianom konformacyjnym. PI-
(4)P jest mniej efektywny, a Pl i 1(1,4,5)P3nie powodujg ich w
ogble. Zaangazowanie réznych motywow w obrebie domeny
FERM biatka 4.1 w wigzanie PS i PI(4,5)P" (Ryc. 4B) podkresla
swoisto$é tych oddziatywan i wskazuje na ich odmienne funk-
cje. P1(4,5)P2znaczaco zwigksza powinowactwo biatka 4.1R do
glikoforyny C, a obniza do biatka przenoszacego aniony i nie
wptywa na oddziatywanie z p55 [82],

BIALKA RODZINY SPEKTRYNA-
-a-AKTYNINA-DYSTROFINA

SPEKTRYNA

Spektryna jest gtdwnym sktadnikiem szkieletu btonowe-
go krwinki czerwonej [83], W komorkach nieerytrocytar-

Postepy Biochemii 55 (2) 2009

nych spektryne mozna znalez¢ réwniez w wielu innych bto-
nach iprzedziatach komorkowych. Taka lokalizacja sugeru-
je, ze spektryna moze by¢é zaangazowana w rézne procesy
komorkowe, takie jak powstawanie i specjalizacja domen
btonowych, kierowanie swoistych biatek do tych domen,
sortowanie biatek, transport pecherzykowy, endocytoza,
egzocytoza w obrebie zakonczen nerwowych i uwalnianie
neuroprzekaznikow, morfogeneza [6,84,85], a by¢ moze
nawet funkcje zwigzane z regulacjg proceséw jadrowych
[86]. Spektryna zazwyczaj wystepuje w formie tetrameru
utworzonego poprzez oddziatywanie dwdch identycznych
heterodimerow powstatych w wyniku przeciwréwnolegte-
go wigzania sie podjednostek a i @ Podjednostka a o masie
280 kDa sktada sie z N-koricowego regionu odpowiedzial-
nego za wigzanie sie heterodimerow, srodkowego regionu,
zawierajacego 21 trdjhelikalnych segmentéw spektryno-
wych (stanowigcych homologiczny, powtarzalny motyw o
dtugosci 106 reszt aminokwasowych), domeny SH3 (dome-
na homologiczna do kinaz src) w segmencie 10 i C-konco-
wej domeny homologicznej do kalmoduliny. Podjednost-
ka 30 masie 247 kDa dla formy erytrocytarnej i 274 kDa
w przypadku formy nieerytrocytarnej zawiera N-koncowa
domene wigzania aktyny (zbudowang z dw6ch domen CH,
dlatego okreslang czesto jako CH2), srodkowy region skita-
dajacy sie z 17 segmentéw spektrynowych, zawierajacy do-
mene wigzania ankiryny, obejmujgca helise C segmentu 14
i segment 15 oraz region C-kohAcowy, zawierajagcy domene
plekstrynowg PH u niektorych (dtuzszych) form spektryny
pi i pil. Spektryny p-H (heavy) D. rnelanogaster, C. elegans i
ludzkie pV zamiast 17 zawierajg 30 tréjhelikalnych segmen-
tow [6,84].

Badania prowadzone juz od wczesnych lat 70. wykaza-
ty, ze oczyszczona spektryna ma zdolno$¢ do wigzania hy-
drofobowych i amfipatycznych ligandéw. Przeprowadzono
wiele badan dotyczacych oddziatywan spektryny erytro-
cytarnej z naturalnymi btonami erytrocytéw, liposomami i
monowarstwami fosfolipidowymi z wykorzystaniem roz-
nych technik [7,87,88], DoSwiadczenia prowadzone od sze-
regu lat przez r6zne zespoty, w tym nasz, z zastosowaniem
réznych metod, pozwolity scharakteryzowaé¢ to oddziaty-
wanie [89-94], W naszym laboratorium wykazano réwniez,
ze spektryna nieerytrocytarna wigze fosfolipidy btonowe,
a najwyzsze powinowactwo (state dysocjacji na poziomie
submikromolowym) zaobserwowano dla liposoméw za-
wierajacych aminofosfolipidy, ale réwniez lipidy anionowe
[95-97],

Wykazano, ze spektryna nierytrocytarna (mézgowa) od-
dziatuje wydajniej od spektryny erytrocytarnej z monowar-
stwami zbudowanymi z fosfolipidéw anionowych (Pl, PA,
PG, DPG). Zaobserwowano natomiast znacznie stabszg pene-
tracje przez spektryne mézgowa monowarstw zawierajacych
PI(4,5)P" niz w przypadku innych fosfolipidéw anionowych
[98]. Dane uzyskane z badahA nad oddziatywaniem natural-
nych bton catkowicie pozbawionych biatek peryferyjnych
oraz usunietych za pomocg proteaz pozabtonowych czesci
biatek integralnych, wskazuja na obecnos$¢ niezaleznego od
biatek receptora dla spektryn w natywnych btonach [99],

Zaohserwowano, ze oczyszczona ankiryna hamuje kom-
petycyjnie oddziatywanie spektryny erytrocytarnej z lipo-
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somami oraz monowarstwami, najwiekszy efekt stwier-
dzono w przypadku wiazania liposoméw PE/PC — 60%
hamowania, podczas gdy dla liposoméw PS/PC efekt byt
mniejszy —10-20% hamowania [100-102], Rowniez w przy-
padku oddziatywania spektryny mézgowej z monowarstwa
PE/PC zaobserwowano podobny poziom hamowania tego
oddziatywania przez ankiryne, jak w przypadku spektryny
erytrocytarnej [97], Co wiecej, oddziatywanie erytrocytarnej
i nieerytrocytarnej podjednostki 3z monowarstwag PE/PC
jest bardziej wrazliwe na hamowanie przez ankiryne niz od-
dziatywanie natywnego heterodimeru spektryny [97,102],

Fizjologiczne znaczenie obserwowanej wspdtzaleznosci
oddziatywan dwuwarstwy lipidowej i ankiryny ze spektry-
ng moze wyjasnia¢ wczesniej proponowany model ankiry-
na:PE [87,103]. Wiadomo, przynajmniej w btonach erytrocy-
téw, ze w niektérych stanach fizjologicznych dochodzi do
sytuacji, w ktérych brakuje ankiryny lub jej powinowactwo
do spektryny jest obnizone, np. kiedy ankiryna ulega fosfo-
rylacji [104], Zaktadamy, ze tetramery spektryny wigzg an-
kiryne w miejscu o najwyzszym powinowactwie, ale kiedy
nie ma wystarczajacej ilosci funkcjonalnej ankiryny, tetra-
mery spektrynowe wigzg domeny lipidowe bogate w PE, co
pozwala na zachowanie mechanicznych wasciwosci btony
[7,87,103],

Domena wigzania ankiryny obejmuje C-koncowg heli-
se segmentu 14 i 15 segment podjednostki (3obu spektryn
[105,106], Kontynuujgc badania, w naszym zespole prze-
prowadzono analize oddziatywan rekombinowanego biat-
ka odpowiadajacego domenie wigzania ankiryny spektry-
ny erytrocytarnej oraz jej mutantéw delecyjnych z mono- i
dwuwarstwami bogatymi w PE w celu zmapowania i cha-
rakterystyki miejsca wigzania fosfolipidow w obrebie tej
domeny. Wykazano, ze zar6wno domena wigzania ankiry-
ny petnej dtugosci, jak ijej mutant delecyjny z nienaruszong
N-koricowga czeécig wigzg mono- i dwuwarstwy PE/PC z
umiarkowanie wysokim powinowactwem, penetrujg mo-
nowarstwy i konkurujg ze spektryng o liposomy. Natomiast
mutanty delecyjne pozbawione 38 lub 8 reszt z N-korica w
porownaniu do domeny petnej dtugosci wykazujg nizsze
powinowactwo do lipidow. Wykazano réwniez, ze ekspre-
sjonowana domena wigzania ankiryny indukuje niewielkie
obnizenie parametru uporzgdkowania btony PE/PC po-
dobnie do efektu indukowanego przez oczyszczong spek-
tryne, podczas gdy mutant pozbawiony 38 N-koncowych
reszt indukuje niewielki wzrost parametru uporzagdkowa-
nia, podobnie do BSA. Oddziatywanie rekombinowanego
biatka odpowiadajgcego petnej dtugosci domeny wigzania
ankiryny oraz jego mutanta zawierajgcego N-koniec z mo-
nowarstwg PE/PC ulega hamowaniu przez ankiryne. Na-
tomiast, wptyw ankiryny na oddziatywanie mutantow po-
zbawionych 838 reszt z N-kofca domeny z monowarstwa
PE/PC jest odpowiednio zredukowany lub zniesiony [107],

Poniewaz N-koncowa cze$¢ domeny wigzania ankiryny
w przypadku znanych izoform spektryn p jest sekwencja
zachowang w ewolucji, mozna byto sie spodziewac, ze wy-
niki dotyczace nieerytrocytarnej spektryny @l bedg podob-
ne. Rzeczywiscie, sklonowany i rekombinowany fragment
podjednostki p spektryny nieerytrocytarnej obejmujacy
sekwencje domeny wigzania ankiryny, podobnie jak mu-
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tant delecyjny z zachowang jej czescig N-koncowa wigza
mono- i dwuwarstwy w sposob podobny do catej czasteczki
spektryny nieerytrocytarnej czy tez do domeny wigzania
ankiryny spektryny erytrocytarnej, natomiast mutanty ze
skrécong N-koncowq czescig domeny wykazujg obnizone
powinowactwo do fosfolipidow. Ankiryna kompetycyjnie
hamuje oddziatywania z monowarstwg w przypadku catej
domeny wigzania ankiryny oraz jej mutanta z zachowang
czescig N-koncowg [108],

Przejsciowa nadprodukcja catej domeny wigzania anki-
ryny spektryny erytrocytarnej i nieerytrocytarnej sprzezo-
nej z GFP w komorkach HelLa powoduje zmiany w mor-
fologii komorki i agregacje szkieletu btonowego. Takich
zmian nie zaobserwowano w przypadku komérek transfe-
kowanych konstruktem zawierajgcym skrécong od N-kon-
ca cze$¢ domeny wigzania ankiryny sprzezong z GFP, ani
w komoérkach transfekowanych wektorem kodujgcym tylko
GFP. Wyniki uzyskane dla catej domeny wigzania ankiry-
ny spektryny nieerytrocytarnej i jej mutanta delecyjnego
sprzezonych z GFP, nadekspresjonowanych w kolejnych
dwoch liniach komoérkowych: HEK293 i B16 sg analogicz-
ne do tych uzyskanych na komdrkach HelLa. Obserwuje sie
charakterystyczny wzrost punktowej agregacji, ale tylko w
przypadku nadprodukcji petnej dtugosci domeny wigzania
ankiryny [108].

Systematyczne analizy oddziatywania poszczeg6lnych
regionow spektryn alfa i beta erytrocytarnej i nieerytrocy-
tarnej z liposomami PS wykazaty, ze w spektrynie erytrocy-
tarnej miejsca wigzania lipidéw sg zlokalizowane wewnatrz
segmentéw 8-10 podjednostki al i segmentow 2-4,12-14 iw
N-koricowej, niechomologicznej domenie podjednostki 3L W
przypadku spektryny nieerytrocytarnej miejsca wigzgce PS
sg zlokalizowane wewnatrz segmentéw 9-11 i na N-koricu
podjednostki all oraz w segmentach 2, 3 i w N-koncowej
domenie podjednostki (31 [109], Wyniki powyzszych ekspe-
rymentéw zaréwno naszego zespotu, jak i zespotu Mohan-
dasa wykazaly, ze w spektrynie erytrocytarnej miejsce wig-
zania lipidéw jest zlokalizowane w obrebie domeny wigza-
nia ankiryny (N-koncowa cze$¢ domeny wigzania ankiryny
obejmuje C-koncowg helise segmentu 14 pi). Réznice doty-
czg spektryny nieerytrocytarnej, nasze badania wskazuja
na podobne powinowactwo do lipidow w przypadku obu
spektryn p, natomiast w zespole Mohandasa nie zaobser-
wowano aktywnosci wigzania liposomoéw PS w przypadku
segmentu pil 14, co jest wynikiem raczej nieoczekiwanym
ze wzgledu na wysokg homologie tej domeny w obu typach
izoform spektryn p [105,106,108,109].

Analizy teoretyczne wykazuja, ze wrazliwe na ankiryne
miejsce wigzania lipidbw w domenie wigzania ankiryny
strukturalnie odpowiada wzorcowi trojhelikalnych powto6-
rzen spektrynowych i obejmuje C-koricowg helise segmen-
tu 14 [105,106], Przeprowadzone ostatnio w naszym labo-
ratorium badania pozwolity scharakteryzowaé strukture
tego odcinka dzieki skonstruowaniu serii pojedynczych i
podwéjnych znakowanych spinowo peptydéw na bazie
fragmentu spektryny pi. W uzyskanych peptydach anali-
zowano odlegtosci spinowe metodami spektroskopii EPR i
dekonwolucji Fouriera. Wyniki wskazujg na to, ze caty frag-
ment posiadajacy zalezng od ankiryny aktywno$¢ wigzania
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Rycina 5. Fragment struktury domeny wigzania ankiryny spektryny pi, obej-
mujacy reszty 1760-1790 (kod PDB-3F57) [5], Fragment ten wykazuje aktywnos$¢
wigzania lipidéw i pokrywa sie z odcinkiem C segmentu 14, tworzac helise o
amfipatycznym charakterze [107,110,111]. Reszty hydrofilowe przedstawiono na
czerwono, a hydrofobowe na zého.

lipidow tworzy strukture a-helikalng z wyraznym udzia-
tem helisy 310w czesci N-koncowej. Na podstawie uzyska-
nych odlegtosci zaproponowano model, w ktéorym miejsce
wigzania lipidoéw jest wysoce amfipatyczng helisg. Wykaza-
no réwniez, ze struktura drugorzedowa tego segmentu nie
przechodzi zadnych znaczacych zmian podczas oddziaty-
wan z fosfolipidami lub detergentem, ale prawdopodobne
sq zaburzenia struktury peczka potréjnej helisy indukowa-
ne przez lipidy [110,111] (Ryc. 5).

Za oddziatywanie C-koncowego regionu spektryny (31Zll
z btonami jest odpowiedzialne bezposrednie oddziatywa-
nie pomiedzy N-konicowym fragmentem domeny PH i li-
pidami btonowymi [112]. Biatko fuzyjne GFP-domena PH
spektryny piZll lokalizowato sie podbtonowo w komérkach
COS7, podczas gdy biatko GFP dawato jedynie rozproszong
cytoplazmatyczng fluorescencje, co podkresla role domeny
plekstrynowej w kierowaniu do btony in vivo [113].

Na podstawie badan, w ktorych réwnoczes$nie wykorzy-
stano spektroskopie CD i NMR oraz krystalografie, okre-
$lono doktadnie strukture domeny PH spektryny @w kom-
pleksie z 1(1,4,5)Pr Miejsce wigzania 1(1,4,5)P3w domenie
PH spektryny p znajduje sie w $rodku duzej, obdarzonej
dodatnim tadunkiem powierzchni. Ten obszar jest raczej
ptaski i ma trojkatny ksztalt, mozna go podzieli¢ na trzy
ugrupowania reszt z tafncuchami bocznymi obdarzonymi
tadunkiem dodatnim. Pierwszy tworzg reszty K16 i K17,
drugi H24, H51 i K39, a trzeci K70, K71, K72 i K73. Zapro-

Rycina 6. Struktura domeny PH spektryny p (kod PDB-1BTN) [114]. Szczegbly
jak w opisie Ryc. 4.
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ponowano model, w ktérym wigzanie do PI(4,5)P, zwigza-
nego z btong utatwiajg oddziatywania pomiedzy obdarzo-
nymi tadunkiem dodatnim resztami powierzchni domeny
PH (domena homologiczna do plekstryny) a obdarzonymi
tadunkiem ujemnym, polarnymi ,,glowami" dwuwarstwy
lipidowej. Domena PH w kompleksie z PI(4,5)P" jest pota-
czona z powierzchnig btony poprzez mostki solne i wigza-
nia wodorowe. Obecnos¢ grup fosforanowych-4,5 inozytolu
jest kluczowa dla tego wigzania. Czasteczka 1(1,4,5)P3od-
dziatuje z resztami zlokalizowanymi w petlach taczacych
nici p 1i2oraz 5i6 domeny PH. Dla kompleksu dome-
ny PH spektryny p z 1(1,4,5)P3wyznaczono statg dysocjacji
Kd=40 pM [114]. Wykazano rowniez, ze domena plekstry-
nowa spektryny p wigze P1(3,4,5)P3i PI(4,5)P2z powinowac-
twem na podobnym poziomie (KD~ 30-50 pM) iraczej matg
specyficznoscia [115], poza tym domena PH moze stabo od-
dziatywac z PS [116] (Ryc. 6).

Innym miejscem specyficznym wzgledem fosfatydylo-
inozytoli moze by¢ fragment domeny CH1-CH2 (domena
wigzgca aktyne). Zaobserwowano, ze oddziatywanie biatka
41 R z N-koncowym fragmentem spektryny pi, obejmuja-
cym reszty 1-301, jest silnie stymulowane przez PI(4,5)P2
Usuniecie czesci domeny CH1-CH2, ktéra zawiera to przy-
puszczalne miejsce wigzania PI(4,5)P, promuje wigzanie
biatka 4.1R. Na tej podstawie wywnioskowano, ze w nie-
obecnosci PI(4,5)P, N-koficowa domena spektryny pi przyj-
muje ,zamknietg" konformacje, ktéra otwiera si¢ po zwia-
zaniu PI1(4,5)P2[117].

a-AKTYNINA

a-Aktynina wystepuje zaré6wno w komorkach niemie-
$niowych, gdzie jest zwigzana z wtéknami naprezeniowy-
mi i ogniskami adhezyjnymi, jak i w komdrkach miesnio-
wych, w dyskach Z sarkomeréw. Zapewnia bezposrednie
potaczenie pomiedzy mikrofilamentami a receptorami inte-
gryn w obrebie ognisk adhezyjnych. a-Aktynina wystepuje
w formie utozonego przeciwréwnolegle homodimeru, jest
w duzej mierze homologiczna do spektryny i dystrofiny.
Kazdy monomer zawiera trzy regiony: N-koricowg domene
wigzania aktyny (CH1-CH2), cztery segmenty spektrynowe
o dtugosci 122 reszt i C-koncowg domene podobng do kal-
moduliny [118,119].

a-Aktynina oddziatuje selektywnie z btonami zawiera-
jacymi poszczeg6lne fosfolipidy w nastepujacym porzadku
DOPG>PS>PI. Okazato sie rowniez, ze a-aktynina oddzia-
tujgca z fosfolipidami jest bardziej odporna na trawienie
a-chymotrypsyng, co moze wynika¢ ze zmian konforma-
cyjnych indukowanych przez fosfolipidy lub zanurzenia
w btonie wrazliwych na proteolize wigzan peptydowych
[120],

Analiza teoretyczna majaca na celu wyznaczenie miejsc
zdolnych do przytaczania lub zagtebiania sie w btonie wy-
kazata, ze dwa fragmenty wykazywaty takie cechy: reszty
281-300 w obrebie pierwszego i 720-739 w obrebie czwarte-
go segmentu spektrynowego. Analizy oddziatywania syn-
tetyzowanych biatek fuzyjnych zawierajgcych te fragmenty
z liposomami DMPG/DMPC (1:1) wskazywaty na czescio-
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Rycina 7. Struktura domeny wigzania aktyny a-aktyniny (kod PDB-1WKU) [125],
tancuchy boczne aminokwaséw zidentyfikowanych jako przypuszczalne ligan-
dy dla P1(4,5)P2przedstawiono stylem pateczkowym izaznaczono na z6ho.

wag, hydrofobowg penetracje lipidowej dwuwarstwy przez
te biatka [121].

P1(3,4,5)P3 wigze sie z a-aktyning i powoduje zanik jej
oddziatywan z podjednostkg (3 integryn, skutkiem czego
w komorkach dochodzi do zniszczenia potaczen adhezyj-
nych pomiedzy wtéknami naprezeniowymi a substancja ze-
wnatrzkomodrkowa [122]. Wykazano takze, ze zar6wno Pl-
(4,5)P2 jak i P1(3,4,5)P3hamujg aktywnos$¢ tworzenia wigzek
filamentdw aktynowych przez a-aktynine, ale PI(3,4,5)P3
jest bardziej efektywny, moze nawet niszczy¢ juz powstate
wiazki filamentow [123].

Analiza mutacyjna wykazata, ze fosfatydyloinozytole
oddziatujg z domeng wigzania aktyny (CH1-CH2) a-akty-
niny. Zamiana trzech dodatnio natadowanych reszt w ob-
rebie miejsca wigzania fosfatydyloinozytoli powoduje 80%
obnizenie powinowactwa do tych lipidow. W fibroblastach
ekspresjonujacych takie mutanty zaobserwowano pojawie-
nie sie¢ nadmiernej liczby wigzek filamentéw aktynowych
[124],

Roéwniez badania strukturalne domeny CH1-CH2 ujaw-
nity trzy reszty, R170, R176 i R199 jako najbardziej prawdo-
podobne ligandy dla PI(4,5)P2 Te reszty odpowiadajg wzo-
rowi, jaki zostat ustalony dla struktur wigzacych grupy fos-
folipidowe, $rednia dostepnos¢ polarnych tancuchéw bocz-
nych dla rozpuszczalnika wynosi 53%, a $rednia odlegtos¢
pomiedzy atomami CT wynosi 12 A, dzieki czemu moga
formowaé¢ odpowiednig platforme do wigzania PI(4,5)P".
Taka triada dodatnio natadowanych reszt wystepuje tylko
w domenie CH1-CH2 izoform a-aktyniny, w regionie ota-
czajacym tzw. trzecie miejsce wigzania aktyny (ABS3) [125].
Wigzanie PI1(4,5)P2w zaproponowanym ukiadzie orientuje
reszty kwasdw ttuszczowych w kierunku, ktéry pozwala na
ich oddziatywanie z regionem #gczacym domene wigzania
aktyny z pierwszym segmentem spektrynowym [125,126],
regulujagc w ten sposéb oddziatywanie domeny podobnej
do kalmoduliny z titing [127], ktére to oddziatywanie od-
powiada za swoista lokalizacje a-aktyniny w dyskach Z
sarkomerow. Zaproponowany ukilad jest rowniez w zgo-

216

dzie z obserwacjami, ze sama polarna ,,gtowa" fosfolipidu
jest niewystarczajgca do petnej aktywacji miejsca wigzania
titiny, niezbedne sg rowniez reszty kwasow tluszczowych
[125] (Ryc. 7).

DYSTROFINA

Dystrofina wystepuje w miesniach poprzecznie praz-
kowanych, jest zlokalizowana w strukturach zwanych
kostamerami, stanowi czes¢ kompleksu DG, ktory jest od-
powiedzialny za mechaniczng i osmotyczng stabilno$¢ sar-
kolemmy. Czgsteczka dystrofiny ma mase 427 kDa i sktada
sie z czterech domen: N-kofAcowej domeny wigzania akty-
ny (CH1-CH2), takiej samej jak w spektrynie, a-aktyninie
i wielu innych biatkach, $Srodkowej domeny ztozonej z 24
segmentow spektrynowych o dtugosci 110 reszt kazda, C-
koncowej domeny bogatej w reszty cysteiny i domeny od-
dziatujgcej z dystroglikanem, ktére kotwiczg dystrofine w
sarkolemmie [128,129].

W badaniach in vitro oddziatywania dystrofiny, izo-
lowanej z blony organu elektrycznego (specjalny organ
elektryczny, ktory skitada sie z wielu zmodyfikowanych
komdrek miesniowych, ktére sg sptaszczone i utozone jed-
na na drugiej) Torpedo marmorata z aktyng zaobserwowano
hamowanie tego oddziatywania przez PI1(4,5)P2[130], pod-
czas gdy w przypadku oddziatywania wielosktadnikowego
kompleksu dystrofina-glikoproteiny, izolowanego z mies$ni
krélika z F-aktyng nie zaobserwowano zadnej zmiany, wiec
moze to roznice w sekwencji dystrofiny sg przyczyng od-
miennej wrazliwos$ci na PI(4,5)P2[131].

Wykazano, ze fragment dystrofiny obejmujacy drugi
segment domeny ztozonej z powtdrzen spektrynowych od-
dziatuje z fosfolipidami. Badania wykazaty, ze poprawnie
sfatdowany fragment (117 reszt) wigze lipidy ze znacznie
wiekszym powinowactwem niz nieco krétszy fragment
bez stabilnej struktury przestrzennej. Analizy oddziatywan
wspomnianych powyzej fragmentéw z liposomami meto-
da powierzchniowego rezonansu plazmonowego wykazaty
najstabsze oddziatywanie w przypadku liposoméw PC, sil-
niejsze dla liposoméw PC/PE, natomiast najlepiej badane
fragmenty wigzaty liposomy PC/PS czy PE/PS. Oddziaty-
wanie narastato wraz z sitg jonowa roztworu. Poprawnie
sfatldowany fragment oddziatywat z filmem lipidowym o
sktadzie zblizonym do wewnetrznej powierzchni btony
plazmatycznej, nie obserwowano natomiast oddziatywan
pomiedzy niesfatldowanym fragmentem a monowarstwa
lipidowa [132], O wysokim powinowactwie catej dystrofiny
do btony moga $wiadczy¢é mutanty dystrofiny, pozbawio-
ne domeny wigzania dystroglikanu, ktére migruja do btony
plazmatycznej [133,134], podobnie jak dystrofina syntetyzo-
wana w komorkach COS, pozbawionych DG réwniez loka-
lizuje sie przy btonie [135].

Badania majace na celu okreslenie wtasciwosci reszt tryp-
tofanu oraz ich dostepnosci w dwdch rekombinowanych
polipeptydach obejmujacych drugie powtdrzenie spektry-
nowe wskazujg na to, ze w obecnosci matych liposoméw,
obdarzonych tadunkiem ujemnym, charakterystyka fluore-
scencji zmienia sie znacznie w przypadku natywnego frag-
mentu, co Swiadczy o tym, ze reszty tryptofanu znajdujg sie
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w bardziej hydrofobowym $rodowisku, natomiast stosun-
kowo niewielkie zmiany obserwuje sie dla fragmentu nie-
kompletnie pofatldowanego. Doswiadczenia z wykorzysta-
niem wygaszaczy zwigzanych z btong wyraznie wskazujg
na to, ze reszty tryptofanu sa zlokalizowane na powierzchni
dwuwarstwy lipidowej. Cztery z pieciu reszt tryptofanu
sg usytuowane w trzeciej helisie segmentu, tak wiec moz-
na wywnioskowac, ze segment lezy wzdtuz powierzchni
btony. Poniewaz nie obserwuje sie zmian fluorescencji w
testach z liposomami, w sktad ktérych wchodzg tylko obo-
jetne fosfolipidy, mozna sie spodziewac ze prawdopodob-
nie elektrostatyczne oddziatywania odgrywajg role w za-
poczatkowaniu formowania kompleksu, ktdre potem moga
by¢ stabilizowane zar6wno przez oddziatywania hydrofo-
bowe, jak i elektrostatyczne [136].

Powinowactwo fragmentu do duzych jednowarstwowych
liposomoéw o matym stopniu krzywizny btony jest znacznie
mniejsze w poréwnaniu do matych jednowarstwowych o
duzej krzywiznie. Jest to prawdopodobnie spowodowane
powstawaniem duzych odstepéw pomiedzy polarnymi gto-
wami czasteczek lipidow w zewnetrznej warstwie matych,
jednowarstwowych liposoméw, ktére pozwalajag na pene-
tracje hydrofobowej czesci dwuwarstwy liposomdéw przez
tancuchy boczne tryptofanu. W przypadku duzych jedno-
warstwowych liposoméw wprowadzenie PE i cholesterolu
wptywa na wzrost powinowactwa fragmentu dystrofiny do
btony, poniewaz w obecnosci tych lipidow dochodzi do mo-
dyfikacji upakowania tancuchdéw acylowych [137],

Ostatnie badania wykazaty, ze dwie subdomeny dystro-
finy, region obejmujacy segmenty 1-3 i region obejmuja-
cy segmenty 20-24, charakteryzujg sie znaczaco réznymi
wiasciwosciami w wigzaniu lipidéw. Region 1-3 potozony
blisko N-koncowej domeny wigzania aktyny silnie od-
dziatuje z lipidami anionowymi, podobnie jak segment 2,
co wykazywano juz wczesniej [132,136]. Przeciwnie, dla
segmentu 23 i regionu 20-24, zlokalizowanego w poblizu
C-koncowego fragmentu bogatego w reszty cysteiny, nie
zaobserwowano oddziatywania z lipidami. Region obej-
mujacy segmenty 1-3 i sam segment 2 sa znacznie mniej
stabilne i tatwiej ulegajg rozfatdowaniu w poréwnaniu do
segmentu 23 iregionu obejmujacego segmenty 20-24, kt6-
re wykazujg duzg stabilno$¢ konformacji. Na podstawie
takich wynikow stwierdzono, ze dwie badane subdome-
ny tworzg dwie podjednostki specyficzne strukturalnie,
a réznice w ich oddziatywaniach z lipidami, stabilnosci i
szybkosci faldowania mogg dostarcza¢ pewnych wskazo-
wek dotyczacych ich biologicznej funkcji. Przeciwstawne
wiasciwosci tych dwdéch subdomen $wiadczg o tym, ze
segmenty spektrynowe w obrebie dystrofiny nie moga
funkcjonowaé¢ zamiennie [138].

BIALKA ZAWIERAJACE DOMENE BAR

Biatka zawierajagce domene BAR tworzg rodzine biatek
zdefiniowang dzieki obecnosci homologicznej, a-helikalnej
domeny o dtugosci od 250 do 280 reszt aminokwasowych.
Nazwa rodziny pochodzi od jej pierwszych cztonkéw: biatka
Binl, amfifizyny i biatka Rvsl67 (BAR). Uwaza sie, ze biatka
rodziny BAR biorg udziat w wielu réznorodnych procesach
komoérkowych, miedzy innymi w: endocytozie, polaryzacji
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komarek, regulacji szkieletu komdrkowego, fuzji komarek,
przekazywaniu sygnatdéw czy apoptozie [139],

Dotychczasowe obserwacje wykazaly, ze domena BAR
wiaze liposomy o matej krzywiznie btony in vitro i prze-
ksztatca je w tubule o duzym zakrzywieniu btony [140],
poza tym sama domena charakteryzuje sie zakrzywionym
ksztattem (ksztatt banana), w zwigzku z czym moze dziataé
jako sensor wzgledem bton o okreslonej krzywiznie i réw-
nocze$nie w sposéb aktywny wpitywaé na ich krzywizne
[141]. Porédwnania strukturalne ujawnity dodatkowo podo-
bienstwo domeny BAR do biatek wigzacych GTP-azy, stad
nastepng funkcjg jakag moga petni¢ te biatka jest wigzanie
GTP-az [142]. Domena BAR zostata wykryta wsrod wielu
biatek zwigzanych z dynamika btony, dlatego moze funk-
cjonowacé jako jedno z gtéwnych potgczen pomiedzy btona-
mi a aktynowym szkieletem komorkowym [143],

Strukturalna analiza amfifizyny muszki owocowej
(Ryc. 8) wykazata, ze domene BAR tworzy dimer w ksztat-
cie banana, uformowany przez dwa monomery. Kazdy z
monomeréw zawiera trzy diugie a-helisy w formie super-
helisy. Zakrzywienie dimeru jest spowodowane tym, w jaki
spos6b dwa monomery wzajemnie sie krzyzuja oraz przez
zakrzywienie helis 2 i 3. Opierajgc sie na danych struktural-
nych oraz wynikach eksperymentdéw wigzania liposomow
i tubulacji, zaproponowano ogdlny mechanizm wiazania
domeny BAR do btony oraz zakrzywiania biony przez te
domene. Wykazano, ze zasadowe reszty zlokalizowane na
koAcu (K161 i 163) i wewnatrz wklestej powierzchni dimeru
(R65, 68, 140 i K137) sg kluczowe dla wigzania i tubulacji
btony. Elektrostatyczne oddziatywania pomiedzy dimerem
a ujemnie natadowanymi lipidami btony, takimi jak PS czy
P1(4,5)Py w zestawieniu ze sztywnoS$cig struktury domeny
BAR s3g prawdopodobnie czynnikami wystarczajagcymi do
wygiecia btony.

Analiza mutacyjna amfifizyny potwierdza te hipoteze,
bowiem zamiana par reszt aminokwasowych obdarzonych
dodatnim tadunkiem (KiR) na reszty kwasu glutaminowe-
go redukuje wigzanie domeny BAR do liposoméw i hamuje
tubulacje liposomdéw [141,144] (Ryc. 8).

Domena BAR czesto wystepuje w zestawieniu z drugg se-
kwencjg wigzacg btone, taka jak: amfipatyczna a-helisa, do-
mena PH lub domena PX (domena homologiczna do phox)
[141,142]. Wstepne badania grupy amfifizyn i endofilin su-
geruja, ze krétki odcinek sekwencji, przylegty do N-konca
domeny BAR, jest rowniez wazny dla wigzania lipidéw i
formowania tubuli [145]. Ta sekwencja na N-koncu tworzy
amfipatyczng helise, wydtuzajac jeszcze helikalny rdzen na

Rycina 8. Struktura domeny BAR amfifizyny (kod PDB-1URU) [141]. Szczegdty
jak w opisie Ryc. 3.
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koncach dimeru. W potaczeniu z domeng BAR ten motyw
zostat oznaczony jako N-BAR i wystepuje w jednej z pod-
grup rodziny biatek BAR, do ktorej zaliczamy amfifizyny,
endofiliny i nadryny. Ostatnie dane wskazujg na to, ze do-
mena N-BAR jest wymagana tylko do wigzania liposomow
i to niezaleznie od stopnia ich krzywizny, ale formowanie
tubuli w jej obecnosci jest bardziej efektywne [141]. Uwaza
sie, ze dodatkowa domena PH lub PX, wigzgca specyficz-
ne fosfatydyloinozytole w biatkach zawierajagcych domene
BAR, pozwala na kierowanie tych biatek do mikrodomen
btonowych o specyficznej krzywiznie btony i sktadzie lipi-
dowym [139],

PODSUMOWANIE

Aktynowy szkielet komdrkowy jest dynamiczng siecig
tworzong przez ponad 100 regulatorowych i strukturalnych
biatek, ktéra pozwala komorce na regulacje jej ksztattu czy
tworzenie i rearanzacje takich struktur, jak: filopodia, po-
taczenia adhezyjne, pecherzyki endo- i egzocytarne. For-
mowanie filamentéw aktynowych jest zwigzane zaréwno z
btong plazmatyczna, jak i btonami wewnatrz komérki, dla-
tego wazne jest zrozumienie w jaki sposob powstajg i funk-
cjonuja rézne potaczenia aktyna-btona.

Oprécz powyzej scharakteryzowanych, mozna wymie-
ni¢ jeszcze wiele innych biatek szkieletu komédrkowego
oddziatujgcych z lipidami. Nalezg do nich aneksyny, od-
dziatujgce z ujemnie natadowanymi fosfolipidami. Anek-
syny biorg udziat w regulacji przekazywania sygnatow
zwigzanej z jonami Ca2oraz w licznych procesach, takich
jak: organizacja i stabilizacja domen btonowych, transport
pecherzykowy, endo- i egzocytoza czy inicjacja procesu na-
prawy btony plazmatycznej [146,147]. Innym przykitadem
sg biatka WASP, N-WASP i WAVE, odpowiedzialne za
regulacje polimeryzacji aktyny. Biatka te zawierajg zasado-
wg domene odpowiadajacg za wigzanie PI(4,5)P2[148,149].
Réwniez kompleks Arp2/3, odgrywajacy kluczowa role w
kontrolowaniu dynamiki aktyny [150], zawiera sekwencje
penetrujgcg hydrofobowy region btony lipidowej [151]. Ko-
lejnym przyktadem sg biatka MARKS, ktore wykorzystujg
dwa ro6zne miejsca do oddziatywania z btong. Zwigzana z
N-koricem reszte mirystylowa i grupe 13 reszt zasadowych
oddziatujgcych elektrostatycznie z anionowymi lipidami
btony [152], Do biatek oddziatujacych z fosfolipidami moz-
na takze zaliczyé miozyny zaréwno ,konwencjonalne", jak
i ,niekonwencjonalne" [153,154],

Jak wida¢ z powyzszego przegladu, coraz wiecej danych
wskazuje na wielkg role, jakag odgrywajg oddziatywania
biatek szkieletu btony i komorki z lipidami. Moga one pet-
ni¢ zaréwno funkcje w utrzymywaniu mechanicznych wta-
$ciwosci btony, jak i w regulacji oddziatywan pomiedzy po-
szczegblnymi elementami szkieletu. Bezposrednie wigzanie
biatek z lipidami moze mie¢ niebagatelne znaczenie biolo-
giczne, sugeruje sig, ze moze stabilizowaé¢ oddziatywanie
pomiedzy szkieletem btonowym a dwuwarstwg lipidowa,
ale réwniez moze wzmagaé¢ zdolno$¢ szkieletu btonowego
do rearanzacji a tym samym wptywac na zdolno$¢ btony do
odksztatcen, odpowiada¢ za tworzenie domen btonowych,
utatwia¢ oddziatywania z docelowymi biatkami integral-
nymi czy tez stanowi¢ alternatywe w sytuacjach, gdy tych

218

biatek brakuje lub nie funkcjonuja poprawnie. Molekular-
na podstawa tych oddziatywan jak na razie nie zostata do
konca wyjasniona. Zrozumienie fizjologicznej roli oddzia-
tywania biatko-lipid jest ciggle ograniczone, wiele pytan
pozostaje jeszcze bez odpowiedzi, dlatego tez dalsze wni-
kliwe badania w tej dziedzinie, z wykorzystaniem hodowli
komérkowych, izolowanych bton czy tez systemdéw mode-
lowych sg niezbedne.
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The interactions of actin cell and membrane skeleton proteins with lipids
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ABSTRACT

The results of many studies indicate that many cytoskeletal proteins interact with lipids, or are regulated by phosphoinositides. Proteins may
associate with membranes through specific domains, amphipathic helices and undefined motifs that interact through electrostatic or hydro-
phobic interactions. The interaction between specific proteins and certain lipids affect stabilization of lipid microdomains, which may provide
an anchor for cytoskeletal proteins. In vitro, proteins that sever or depolymerize actin filaments, such as gelsolin, villin, cofilin and profilin,
are inactivated by PI(4,5)P,. Conversely, proteins like e.g. vinculin, talin, a-actinin, ezrin, N-WASP, WAVE that promote actin polymerization
and link actin filaments to each other, are activated by this lipid. The major components of red blood cell membrane skeleton: spectrin and
protein 4.1, also their nonerythroid counterparts interact with lipids, and those interactions may be regulated by phosphoinositides.
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Biatka Sledzgce koniec plus mikrotubul oraz ich
udziat w organizacji wrzeciona mitotycznego

STRESZCZENIE

Bialka $ledzace koniec plus mikrotubul (+TIPs) stanowig zréznicowang grupe biatek, kt6-
rej przedstawicieli zidentyfikowano u wszystkich badanych organizméw eukariotycz-
nych. Cechuja sie one unikatowg zdolnos$ciag do lokalizowania sie na dynamicznie rosngcym
koAcu mikrotubul, co czyni je doskonatymi regulatorami tam zachodzacych zjawisk oraz
proceséw, w ktérych obserwuje sie duzg dynamike mikrotubul. Przyktadem takiego procesu
jest mitoza, w czasie ktérej nastepuje wytworzenie wrzeciona podziatowego — maszynerii
komérkowej zbudowanej z mikrotubul. Biatka grupy +TIP odgrywajg znaczaca role w jego
formowaniu. Do ich gtéwnych funkcji nalezy kontrolowanie tempa wzrostu mikrotubul, do-
starczanie innych biatek do konca plus mikrotubuli oraz udziat w oddziatywaniu mikrotu-
bul zinnymi elementami wrzeciona. W artykule opisano budowe gtéwnych przedstawicieli
tej grupy, zwracajac szczegdlng uwage na strukture domen umozliwiajgcych wigzanie konca
plus mikrotubuli. Przedstawiono takze mozliwe mechanizmy $ledzenia kornca plus, wptyw
+TIPs na dynamike mikrotubul oraz lokalizacje motoréw molekularnych.

WPROWADZENIE

Wrzeciono podziatowe jest strukturg powstajgcg podczas podziatu komorki
i odpowiedzialng za prawidtowy rozdziat materialu genetycznego do komo-
rek potomnych. Mikrotubulom budujagcym wrzeciono podziatowe towarzyszy
wiele biatek regulujgcych jego powstawanie i dziatanie. Celem artykutu jest za-
poznanie Czytelnika ze szczeg6lng grupa biatek zwigzanych z mikrotubulami
—biatkami sledzacymi koniec plus mikrotubul (+TIPs). Termin ,$ledzenie kon-
ca plus mikrotubuli" nalezy rozumie¢ jako zdolno$¢ rozpoznawania i wigzania
—samodzielnie lub za po$rednictwem innych biatek —konca plus mikrotubuli
oraz pozostawanie w jego rejonie podczas ich wydtuzania badz skracania. +TIPs
nie sg tylko biernie transportowane przez polimeryzujgcg mikrotubule, ale moga
regulowac szybko$¢ wzrostu mikrotubuli oraz bra¢ udziat w jej oddziatywaniu z
innymi strukturami komérkowymi.

POWSTAWANIE | BUDOWA WRZECIONA MITOTYCZNEGO

Giéwny budulec wrzeciona podziatowego stanowiag mikrotubule. Sa to cylin-
dryczne polimery o $rednicy ok. 25 nm, zbudowane z heterodimerdw a,p-tubu-
liny, taczacych sie w dtugie liniowe protofilamenty, ktére w liczbie od 9 do 17, a
najczesciej 13, budujg Sciane cylindra. Mikrotubula powstaje jako ptaski arkusz,
sktadajacy sie z protofilamentéw, skierowanych w tym samym kierunku i od-
dziatujacych ze sobg lateralnie. Arkusz ten zostaje nastepnie zwiniety, a boczne
brzegi, taczac sie ze sobg, zamykajg sciane cylindra. Ze wzgledu na przesuniecie
protofilamentéw wzdtuz dtuzszej osi cylindra, w miejscu potaczenia przeciwle-
gtych krawedzi tworzy sie nieciggtos¢ strukturalna, zwana szwem.

Mikrotubule sg strukturami polarnymi, ktére na jednym koncu zwanym
»,koncem minus" majg wyeksponowane podjednostki tubuliny a, na drugim za$
—,.koncu plus” tubuliny p. Konce te réznig sie dynamika wzrostu: zaréwno pro-
ces wydtuzania, jak i depolimeryzacji mikrotubul odbywa sie gtéwnie na koncu
plus. Heterodimery tubuliny przytgczajgce sie do mikrotubuli z otaczajgcego
Srodowiska zawierajg GTP, ktorego hydroliza nastepuje krotko po przytaczeniu
do polimeru. Po hydrolizie GTP nastepuje zmiana konformacji protofilamentow
oraz formowanie struktury dojrzatej mikrotubuli. Na konfcu plus $wiezo spoli-
meryzowanych mikrotubul obserwuje sie strefe zawierajaca tubuline ze zwigza-
nym GTP o strukturze luzniejszej niz pozostata czes¢ filamentu.

Formowanie wrzeciona rozpoczyna sie od duplikacji centrosomu w fazie S
cyklu. W pierwszym etapie podziatlu — profazie (Ryc. 1A) — centrosomy mi-
grujg wokét jadra, umieszczajac sie po jego przeciwnych stronach (Ryc. IB). Po
peknieciu otoczki jadrowej wyrastajgce z centrosomoéw wigzki mikrotubul ule-
gaja wydtuzaniu i tgczg sie z kinetochorami (Ryc. IC). Powstaje w ten spos6b
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X Chromosom ® Centrosom
) Chromatyda = Mikrotubula
* Kinetochor

Rycina 1. Organizacja wrzeciona podziatowego na roznych etapach mitozy, a
—mikrotubula kinetochoralna, b —mikrotubula miedzybiegunowa, ¢ —mikro-
tubula astralna. Znakami i oznaczono odpowiednie kofnce mikrotubul.

dojrzate wrzeciono o bipolarnej budowie, w ktérym kazdy
kinetochor potgczony jest z dwoma, potozonymi na biegu-
nach wrzeciona centrosomami, a wszystkie chromosomy
ustawione sg w jednej ptaszczyznie, tworzac tzw. plytke
metafazalng (Ryc. 1C) [1]. Wrzeciono metafazalne utwo-
rzone jest z wigzek mikrotubul, ktére podzieli¢ mozna na
3 gtowne populacje [2]: (@ mikrotubule kinetochoralne,
taczace centrosomy ze zlokalizowanymi w czesci réwni-
kowej chromosomami, (b) mikrotubule miedzybiegunowe,
tworzace wiazki naktadajgce sie koncami plus w czesci cen-
tralnej wrzeciona oraz (c) mikrotubule astralne, tgczace cen-
trosomy z korteksem cytoplazmy (Ryc. ID). Wsp6lng cechg
tych populacji mikrotubul jest zakotwiczenie koicem minus
w centrosomach. Dwie pierwsze grupy majg gtéwny wkitad
w wytworzeniu sit niezbednych do rozdziatu siostrzanych
chromatyd iich transportu do przeciwlegtych biegunéw ko-
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morki. Funkcjg mikrotubul astralnych jest natomiast stero-
wanie potozeniem centrosoméw w komdrce, a wiec i catego
wrzeciona podczas podziatu. W kolejnym etapie, anafazie,
obserwuje sie znaczne skrécenie mikrotubul kinetochoral-
nych transportujgcych siostrzane chromatydy w kierunku
przeciwlegtych centrosoméw oraz wydtuzenie mikrotubul
astralnych (Ryc. ID) [2].

Jak wida¢ z powyzszego i, podkre$imy, bardzo pobiez-
nego i schematycznego opisu — podstawowg role w pro-
cesie funkcjonowania wrzeciona podziatlowego odgrywajg
dwa czynniki: dynamika polimeryzacji/depolimeryzacji
mikrotubul oraz obecno$é¢ biatek odpowiedzialnych za
przestrzenne roztozenie elementéw wrzeciona w komorce.
Obie te wtasciwosci zapewniaja biatka motoryczne, gtownie
kinezyny i dyneiny, cho¢ na r6znych etapach proponuje sie
takze udziat miozyn. Poniewaz postuluje sie takze, ze koniec
plus mikrotubul stanowi centrum aktywnos$ci komdrkowej
[3], wptyw zjawisk na koncu mikrotubul nie ogranicza sie
do podziatu komarki.

Rozwazmy co sie dzieje, jesli w poblizu tego miejsca za-
braknie jakiego$ biatka lub innego sktadnika maszynerii
komorkowej. W wielu wypadkach zostanie on dostarczo-
ny przez biatka motoryczne. Ale istnieje takze inny system
spetniajacy podobng funkcje: sg to biatka wigzace koniec
plus mikrotubul (+TIPs). Biatka te nie sg motorami moleku-
larnymi, tzn. nie poruszajg sie kosztem hydrolizy ATP, jak
klasyczne motory. Energia potrzebna do ich ruchu pocho-
dzi z opisanej powyzej hydrolizy GTP w podjednostce p tu-
buliny, wystepujacej podczas polimeryzacji mikrotubul. Ta
wiasciwos$é ogranicza dziatanie takich biatek do proceséw,
w ktorych dynamika mikrotubul jest znaczna, jak na przy-
ktad mitoza, ale jak zobaczymy p6zniej +TIPs potrafig same
regulowaé dynamike polimeryzacji mikrotubul.

Udziat biatek zwigzanych z koncem plus mikrotubuli w
mitozie zostat potwierdzony w szeregu badaniach przepro-
wadzanych in vivo na liniach komérkowych. Obserwowano
wplyw tych biatek na polimeryzacje mikrotubul oraz ich
oddziatywania z chromosomami i centrosomami. W komor-
kach linii S2 z Drosophila melanogaster po obnizeniu syntezy
biatka EB1, przy uzyciu interferujgcego RNA, obserwuje sie
szereg zmian w budowie i dziataniu wrzeciona mitotyczne-
go [4]. Pierwsze zaburzenia, w postaci silnego skrocenia mi-
krotubul astralnych, pojawiajg sie w czasie profazy. W cza-
sie metafazy obserwuje sie szereg defektéw wystepujacych
z rézng czestoscig: brak mikrotubul astralnych, odtgczenie
chromosomdw od mikrotubul, brak potgczenia mikrotubul
kinetochoralnych z centrosomem oraz zmniejszenie odle-
gtosci miedzy biegunami wrzeciona. Podobnych obserwa-
cji dokonano, badajac komérki embrionalne z Drosophila
melanogaster po mikroiniekcji przeciwciat przeciwko EBI.
Obserwowano takze zaburzenia rozdziatlu chromosomoéw
w czasie anafazy [4], Nieprawidtowos$ci w przebiegu mito-
zy stwierdzono takze w komérkach HelLa po zastosowaniu
SiRNA przeciwko CLIP170. W takich komodrkach zaburzone
jest wytwarzanie potgczen kinetochor-mikrotubula [5], Ob-
nizenie ekspresji gendw biatek CLASP1 i CLASP2 w tej linii
komdrkowej powoduje z kolei opdznienie przebiegu mito-
zy, skrocenie wrzecion oraz formowanie sie w niektérych
komérkach wrzecion wielobiegunowych [6],
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Tabela 1. Gtdwni przedstawiciele biatek +TIP u kregowcéw, ich homologi w organizmach modelowych oraz domeny charakterystyczne.

Domena charakterystyczna

Kregowce Drosophila
melanogaster

CH EB1, EB2, EB3 EB1
TOG XMAP215 Msps
CAP-Gly CLIP170 D-CLIP190
Sekwencje bogate w APC E-APC
reszty serynowe

CLASP1/2 -

BUDOWA BIALEK SLEDZACYCH
KONIEC PLUS MIKROTUBUL

Omawiana grupa biatek jest wysoce niejednorodna i
znajdujemy w niej przedstawicieli rodzin tak odlegtych, jak
kinezyny irodzina EB. Do najcze$ciej wymienianych biatek
posiadajacych zdolnos$¢ Sledzenia konca plus naleza: biatka
rodziny EB (ang. End Binding), XMAP215, CLIP, APC, dyne-
ina oraz kinezyna MCAK (Tab. 1) [7-10].

Biatka rodziny EB sg homodimerami, ktérych mono-
mery zbudowane sg z dwoéch domen, potozonych odpo-
wiednio na koAcu aminowym i karboksylowym, o se-
kwencjach aminokwasowych zachowanych ewolucyjnie i
potaczonych tacznikami o strukturze nieuporzadkowanej
(Ryc. 2A). Koniec aminowy stanowig dwie domeny CH
(homologi do kalponiny), ktére wystepuja powszechnie
wsérod biatek oddziatujgcych z aktyng. W tym przypad-
ku domeny te odpowiedzialne sg za zdolno$¢ wigzania

o
(L L L L
.

@)

<

Rycina 2. Budowa domenowa biatka EB1. A) CH-domena homologii do kalpo-
niny, CC —domena dimeryzacyjna (ang. coiled-coi\), EBH —domena homologii
do biatek wiazacych koniec plus, EEY, charakterystyczna sekwencja na korcu
karboksylowym. B) Model struktury domenowej EB1 peinej dtugosci. Domeny
CH zwigzane sa z domeng dimeryzacyjng elastycznymi tacznikami, na rysunku
oznaczonymi kropkowanymi liniami. Czerwone elipsy odpowiadajg sekwencjom
EEY. C) Struktura krystalograficzna domeny CH. Pokazano takze pozycje Lys89.
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Homologi PiSmiennictwo
Saccharomyces Saccharomyces pombe
cerevisiae
Bimlp Mal3p M
Stu2p Alpl4p, Dislp [8]
Biklp Tiplp [
Kar9 - [10]
Stulp - 9]

mikrotubul przez biatka EB. Kazda z domen CH ma bu-
dowe globularng i jest uformowana z sze$ciu [11] lub
osmiu [12] a-helis (Ryc. 2B). Centralne miejsce w struk-
turze zajmuje hydrofobowa helisa cr3. Helisy a3, a4 i a6
utozone sg réwnolegle i potgczone petlami [12]. Reszty
aminokwasowe helis a4 i a6 sg czesciowo eksponowane
do roztworu, tworzac potencjalne miejsce oddziatywan
z biatkami. Mutacja Lys89 (Ryc. 2B), znajdujacej sie w
bliskosci hydrofobowej czeSci domeny, powoduje utrate
zdolno$ci wigzania domeny CH z mikrotubulg. Wykaza-
no takze, ze podwyzszenie sity jonowej ostabia oddziaty-
wanie z mikrotubulg. Fakty te wskazujg na mieszany cha-
rakter oddziatywania biatek EB z mikrotubulg: czeSciowo
hydrofobowy, a w duzej mierze elektrostatyczny [11] .

C-koncowa czes$¢ EB1 zbudowana jest z superhelikalnego
fragmentu warunkujacego dimeryzacje (Ryc. 2A) oraz do-
meny charakterystycznej dla biatek rodziny EB (EBH), klu-
czowej dla oddziatywania z innymi biatkami. W kazdym z
monomerdw wystepujg w tej czesci struktury dwie a-heli-
sy, dtuzsza i krotsza, utozone antyréwnolegle i potaczone
krotka petla [12]. W wyniku dimeryzacji tak zbudowanych
podjednostek powstaje struktura okreslana jako ,,wigzka
czterech helis" (ang. four-helix bundle). fafAcuchy boczne
aminokwasow tworzacych ten uktad tworzg hydrofobowy
rdzen wigzki stabilizujgcy budowe dimeryczng biatka i sg
sekwencjami zachowanymi w ewolucji [13]. Inne sekwencje
aminokwasowe zachowane w ewolucji tworzg powierzch-
nie, sktadajaca sie z czesci hydrofobowej oraz polarnej, kté-
rajest odpowiedzialna za oddziatywania z innymi biatkami,
np. supresorem nowotworzenia APC. Ostatnie aminokwa-
sy domeny C-koncowej stanowig fragment o nieuporzad-
kowanej i elastycznej strukturze, zakonczony sekwencja
EEY (Glu-Glu-Tyr)(Ryc. 2B). Sekwencja ta bierze udziat w
oddziatywaniu z biatkami zawierajgcymi domeny CAP-
Gly, takimi jak pl50(glued) [13]. Taka budowa domenowa
biatek EB czyni je doskonatymi posrednikami (biatkami
adapterowymi) oddziatywania innych +TIPs z koficem plus
mikrotubuli. Gtéwny przedstawiciel tej rodziny — biatko
EB1 oraz jego homologi — posiada wiele partnerow biatko-
wych oddziatujagcych za jego posrednictwem z mikrotubulg
(zob. takze Ryc. 6).

Inng dobrze okre$long strukturg zwigzang ze zjawi-
skiem $ledzenia konca plus mikrotubuli jest bogata w
reszty glicyny domena CAP-Gly (ang. cytoskeleton-asso-
ciated protein Gly-rich domain). Zawiera ona hydrofobowy
fragment o zachowanej w ewolucji sekwencji GKNDG
(Gly-Lys-Asn-Asp-Gly-), zawierajagcy charakterystyczne
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Rycina 3. Oddziatywania motywu EEY/F, wystepujacego na koricu karboksylo-
wym biatek z rodziny EB, z biatkiem z rodziny CAP-Gly. Ujemnie natadowane
reszty kwasu glutaminowego tworzg wigzania elektrostatyczne i mostki solne
z resztami Lys68 lub Arg90, a takze wigzania wodorowe z Asn69. Wystepujaca
w motywie EEY reszta tyrozyny oddziatuje hydrofobowym wigzaniem z resztg
Phe52. Wszystkie te reszty aminokwasowe zlokalizowane sa w hydrofobowej
szczelinie. Rycine przygotowano na podstawie pliku PDB 2HL3, w ktérym poda-
ne sa wspdtrzedne atoméw biatka pl50(glued) potaczonego z peptydem obejmu-
jacym sze$¢ ostatnich reszt aminokwasowych EB1 [44].

reszty glicyny, biorgce udziat w formowaniu petli w glo-
bularnej cze$ci biatka. W grupie +TIPs, domena ta zostata
zidentyfikowana na koncu aminowym biatek z rodziny
CLIP oraz w zblizonej do niej strukturalnie duzej pod-
jednostce kompleksu dynaktyny — pl50(glued). Wa-
runkuje ona ich oddziatywanie z EB1 oraz tubuling [14].
Oddziatywanie to polega na wigzaniu motywu EEY/F
przez sekwencje GKNDG (Ryc. 3). Biatka z grupy CLIP
oraz pl50(glued) zawierajg dodatkowo sekwencje odpo-
wiedzialng za dimeryzacje przez tworzenie struktury su-
perhelikalnej. W czesci C-terminalnej CLIP170 zlokalizo-
wane sg dwie domeny wigzace jon cynku oraz- podobnie
jak w rodzinie EB —sekwencja EEY/F [15].

Sposréd +TIPs na szczeg6lne wyréznienie zastuguja
biatka z rodziny XMAP215. Oprdcz biatek EB jako jedy-
ne posiadaja one zdolno$¢ samodzielnego $ledzenia konca
plus mikrotubuli. Biatka te zbudowane sg ze zmiennej
liczby, utozonych liniowo, wigzacych tubuling domen
TOG (Ryc. 4A). Domeny te zbudowane sg z powtorzen
HEAT [16], z ktérych kazde utworzone jest przez dwie
utozone antyréwnolegle helisy potgczone petlg (Ryc. 4B).
Powtdrzenia te utozone sg w taki sposdb, ze domena jako
catos¢ jest wydtuzona, a reszty aminokwasowe petli eks-
ponowane sa wzdtuz diuzszych bokow. Reszty lizyny
utozone wzdtuz jednego z tych bokéw tworzg dodatnio
natadowang powierzchnie (Ryc. 4B), w ktorej obecne sg
rowniez aminokwasy nadajgce jej charakter hydrofobo-
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Rycina 4. Budowa i mechanizm $ledzenia korica plus mikrotubul przez biatka z
rodziny XMAP. A) Biatko XMAP215 kregowcéw sktada sie¢ z 5 domen TOG. B)
Struktura domeny TOG2 biatka XMAP215 z Drosophila melanogaster. C) Mecha-
nizm $ledzenia konca plus przez biatko XMAP215, stabilizujagce ostatni przyta-
czony do protofilamentu heterodimer. Po uformowaniu sie dojrzatej struktury
mikrotubuli biatko dzieki jednowymiarowej dyfuzji wraca na koniec plus.

wy. Mutacje w obrebie tej struktury skutkujg utratg przez
domene TOG zdolnosci wigzania tubuliny [12,17].

Do trudnych do klasyfikacji +TIPs nalezy grupa niespo-
krewnionych ze sobg biatek, ktérych wspdling cechg jest wyste-
powanie sekwencji bogatych w aminokwasy zasadowe oraz
seryne (Tab. 1). W sktad tej grupy wchodzi m.in. supresor no-
wotworzenia APC, biatka z rodziny CLASP oraz melanofilina
[18]. Lokalizacje na koncach plus mikrotubul zaohserwowano
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Polimeryzacja

() Tubulinaa

(O  coP wbiina
Q0 P uwbuina

Kycina 5. Mechanizmy siedzenia korica plus. Biaika +11r moga lokalizowac sie
na koricu plus, rozpoznajac charakterystyczng strukture rosngcego konca (A),
kopolimeryzujac z dimerami tubuliny (B), przytaczajac sie do miejsca wigzania
tworzonego przez inne biatko (C) lub by¢ dostarczone przez kinezyny (D). W
wyniku zmiany struktury mikrotubuli w czasie wzrostu +TIPs oddysocjowuja
od mikrotubuli (E).

() Tubulina g

takze dla biatek motorycznych zwigzanych z mikrotubulami.
Ceche te wykazuja zaréwno motory poruszajace sie w kierun-
ku konca plus, jak i minus mikrotubuli. Lokalizacje na koncu
plus stwierdzono dla kinezyn drozdzowych Tea2 [19] i Kip2
[20], kinezyn z rodziny 13 depolimeryzujgcych mikrotubule
MCAK [21], a takze przedstawicieli rodziny 14 kinezyn: droz-
dzowej Kar3 oraz Ncd z Drosophila melanogaster [22]. Siedzenie
konca plus zostato takze wykazane dla dyneiny cytoplazma-
tycznej oraz miozyn z rodziny V [23].
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MECHANIZM SLEDZENIA KONCA PLUS

W duzej grupie biatek +TIP tylko dwa ich rodzaje moga
§ledzi¢ koniec mikrotubuli samodzielnie: biatka z grup EB
oraz XMAP. Biatka te wykorzystuja do tego celu r6zne me-
chanizmy.

(@) Treadmillingl Ten mechanizm $ledzenia wystepuje
dla biatek z rodziny EB. Polega on na cyklicznym przyita-
czaniu sie i dysocjacji +TIP od mikrotubuli. Biatka EB wig-
zg sie do rosngcego konca, a nastepnie odigczajg sie, gdy
zwigzany heterodimer tubuliny staje sie czeScig dojrzatej
mikrotubuli. Po dysocjacji z filamentu +TIP moze ponownie
zwigzac sie z koncem plus (Ryc. 5). Mozliwe sg dwa sposo-
by realizacji takiego $ledzenia konca mikrotubuli. Pierwszy,
to mechanizm specyficznego rozpoznawania konformacji
tubuliny na koncu plus, ktéra rézni sie od tej potozonej w
whnetrzu filamentu, miedzy innymi, z powodu braku hydro-
lizy GTP dla podjednostek p w czgsteczkach potozonych na
koncu. Zgodnie z tym mechanizmem biatko +TIP wigze sie
do heterodimerdw tubuliny, gdy staly sie juz one czescia
konca mikrotubuli (Ryc. 5A). Drugim sposobem $ledzenia
konica plus mikrotubuli jest mechanizm kopolimeryzacji,
polegajacy na wigzaniu wolnych heterodimeréw tubuliny
w roztworze, a nastepnie dotgczania catych komplekséw do
konca plus (Ryc. 5B). W obu przypadkach biatko +TIP dyso-
cjuje, gdy wskutek polimeryzacji przestaje ono by¢ czescig
konca mikrotubuli.

W przypadku biatka Mal3, bedacego drozdzowym ho-
mologiem EB1, za pomoca mikroskopii catkowitego we-
wnetrznego odbicia stwierdzono, ze rozpoznaje ono spe-
cyficzne cechy konca plus mikrotubuli [24], chociaz mecha-
nizm jego dziatania jest bardziej skomplikowany od tego
opisanego powyzej. Inne wyniki, otrzymane dla ludzkiego
(EB1) pokazuja, ze pojedyncza domena CH nie jest zdolna
do rozpoznania rosngcego konca mikrotubuli w nieobecno-
§ci innych +TIPs [12]. Tym wnioskom przeczy ostatnio opu-
blikowana praca [25], w ktérej przedstawiono dowody na
brak zaleznosci pomiedzy zdolnoscig tworzenia dimerycz-
nej struktury przez biatko EB ijego zdolno$cig do wigzania
mikrotubul.

(b) Surfing. W tym sposobie $ledzenia konca plus biatko
+TIP faczy sie z podjednostkami tubuliny potozonymi na
koncu filamentu, promuje polimeryzacje tubuliny i wedru-
je wraz z rosngcym koncem (Ryc. 4C). XMAP215 wykazuje
taki mechanizm dziatania [26], Biatko to jest polimerazg tu-
buliny, ktéra moze sie wigza¢ zar6wno z rosngcym, jak i kur-
czacym sie koncem mikrotubuli. Mechanizm przyspieszania
polimeryzacji przez XMAP215 polega na stabilizacji potaczen
pomiedzy nowo wigzacymi sie do konca plus mikrotubu-
li heterodimerami tubuliny a resztg filamentu (Ryc. 4C). W
czasie tego procesu XMAP215 stale $ledzi koniec tworza-
cego sie polimeru [26], Podczas oddziatywania z rosngcym
koncem, XMAP215 w ciggu kilku sekund dodaje ponad 300
heterodimerdéw tubuliny do konca plus, tj. 25 do kazdego z
protofilamentéw, bez dysocjacji z mikrotubuli, tzn. wykazu-
je cechy procesywnego dziatania. Szczeg6towy mechanizm
przemieszczania sie na koniec nowo utworzonego filamen-

ko dostownie znaczy bieganie w miejscu po niekonczacej si¢ tasmie;
chodzenie w Kieracie
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Rycina 6. Wybrane biatka, ktérych lokalizacja uzalezniona jest od EB1 lub jego
homologéw. APC — Adenomatous polyposis coli, CLASP1/2 — biatka wigza-
ce biatka CLIP 1i2, CLIP —rodzina biatek —tgcznikéw cytoplazmatycznych,
MCAK — zwigzana z centrosomami kinezyna z rodziny 13 depolimeryzujaca
mikrotubule, Ncd —Kkinezyna z rodziny 14 (z ang. non-claret disjunctional).

tu nie jest do konca poznany. Prawdopodobnie chodzi tu o
jednowymiarowgq dyfuzje +TIPu na powierzchni lub wzdtuz
protofilamentu mikrotubuli, podobnie jak w przypadku ki-
nezyn MCAK [27], KIF1A [28] i Ncd [29,30],

© Opisane powyzej sposoby wigzania konca plus dotycza

biatek zdolnych do samodzielnego jego $ledzenia. Duza cze$¢
+TIPs nie posiada tej cechy, amimo to wykazujg one lokalizacje
na koncu plus, co prowadzi do wniosku, ze zdolnos¢ Sledze-
nia tego konca jest zalezna od oddziatywan z innymi biatkami.
Budowa domenowa (Ryc. 2) biatek z rodziny EB umozliwia
im petnienie funkcji transporteréw dostarczajacych inne biatka
do konca plus. Przyktadem takiej aktywnosci jest udziat EBL w
lokalizacji CLIP170 u kregowcdw. In vitro CLIP170, przy braku
obecnosci innych czynnikéw, dekoruje mikrotubule na calej
dtugosci. W obecnos$ci EB1 obserwuje sie¢ natomiast lokalizacje
charakterystyczng dla +TIPs [31,32]. Kluczowym elementem
tego oddziatywania jest oddziatywanie domeny CAP-Gly z
sekwencja EEY biatka EBL, na co wskazuje utrata mozliwosci
$ledzenia konca plus przez CLIP170 po zamianie reszty tyro-
zynowej tego motywu na reszte alaninowg. Co ciekawe, wig-
zanie CLIP170 do konca plus mikrotubuli zalezne jest takze
od obecnosci reszty tyrozynowej w sekwencji EEY a-tubuliny,
czego nie obserwuje sie dla EB1. Obserwacje te wskazujg na
rozpoznawanie przez CLIP170 ztozonego miejsca wigzania,
zbudowanego z reszt aminokwasowych dwdch biatek: zawie-
rajgcej tyrozyne a-tubuliny oraz EB1 [31].

Takze dla innych biatek stwierdzono udziat EB1 w proce-
sie prowadzacym do ich lokalizacji na koncu plus (Ryc. 6). W
badaniach na liniach komo6rkowych obserwowano zaleznos$¢
zdolnosci $ledzenia korca plus przez kinezyne MCAK [33]
oraz Ncd [22] od obecnosci EBL. Informacje te stawiajg biat-
ka EB w centrum zainteresowania jako potencjalnie gtowny
sktadnik komplekséw biatkowych obecnych na koncu plus
mikrotubuli.

REGULACJA DYNAMIKI
POLIMERYZACJI MIKROTUBUL

Mikrotubule sg strukturami podlegajagcymi nieustannym
zmianom diugosci, ptynnie przechodzacymi miedzy fazami
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polimeryzacji i depolimeryzacji. Dynamiczna niestabilnos¢
mikrotubul stanowi podstawe formowania wrzeciona po-
dziatowego. Zmiany dtugosci mikrotubul moga nastepo-
wac samoistnie bez udziatu biatek innych niz heterodimery
tubuliny. Jednak w komdrce procesy te sg prawie zawsze
kontrolowane przez dodatkowe czynniki, poniewaz mi-
krotubule musza wytwarza¢ trwate polgczenia miedzy
strukturami komdrkowymi. Formowanie i funkcjonowanie
wrzeciona podziatowego nie stanowi wyjatku. Wydtuzanie
i skracanie mikrotubul odbywa sie na ich koncach, a szcze-
gélnie intensywnie na koncu plus, co stawia +TIPs w cen-
trum zainteresowania jako potencjalne regulatory tych pro-
cesow. Biatka tej grupy moga wywotywac dziatanie stabili-
zujace, hamujac czestos¢ katastrof 2mikrotubul, promowac
polimeryzacje, ale takze stanowié¢ czynnik depolimeryzu-
jacy. Poprzez wzajemne oddziatywania +TIPs mogg takze
modyfikowac¢ swoje funkcje.

W badaniach in vitro obserwuje sie wzrost szybkosci po-
wstawania mikrotubul w obecnosci EB1 ijego drozdzowych
homologdw, w szczegdlno$ci Mal3 (Tab. 1). Réwniez in vivo
stwierdzono, ze Mal3 obniza czestos¢ depolimeryzacji mi-
krotubul oraz podwyzsza czestos¢ ich nukleacji [34], co zga-
dza sie z obserwacja, iz biatko to umozliwia polimeryzacje
przy stezeniach tubuliny ponizej warto$ci krytycznej. Przy-
puszcza sie, ze obnizanie czestosci katastrof mikrotubul jest
zwigzane ze zdolnoscig wigzania sie EB1 do szwu mikro-
tubuli, co bezposrednio wptywa na jej stabilizacje, a takze
na tworzenie lub blokowanie miejsc wigzania innych biatek
[35], Z biatkami EB zwigzane jest takze pozornie paradok-
salne zjawisko rekrutowania za ich posrednictwem do kon-
ca plus mikrotubul biatek o dziataniu przeciwnym, tj. de-
polimeryzujacym, np. kinezyny MCAK [33]. Postulowano,
Ze jest to zwigzane z utrzymywaniem przez EB1 kinezyny
MCAK w formie nieaktywnej [33], na co wskazuje bezpo-
$rednie oddzialywanie EB1 z domeng katalityczng MCAK
[36]. Inni partnerzy biatkowi biatek EB mogg modyfikowac
jego wptyw na dynamike mikrotubul, co obserwowano in
vitro dla pl50(glued). Obecno$¢ N-koncowej domeny tego
biatka podwyzszyta zdolno$¢ EB1 do hamowania rozpadu
mikrotubul ponad 3 krotnie. Kompleks EBI-pl50(glued)
zwiekszat takze czesto$¢ wystepowania zjawisk zapobie-
zenia katastrof mikrotubul, czego nie obserwowano dla
pojedynczych sktadnikéw kompleksu [37], Inny partner
EB1, CLIP170, w warunkach in vitro powodowat czestsze
przechodzenie z fazy rozpadu do fazy wzrostu, a takze
promowal tworzenie zarodzi mikrotubul [38]. W komor-
kach ssakéw funkcje te sg prawdopodobnie zalezne od EBL,
poniewaz jak wspomniano wcze$niej, CLIP170 nie posiada
zdolnosci samodzielnego $ledzenia korica plus.

Kolejnym biatkiem +TIP wptywajgcym na wzrost mikro-
tubul jest XMAP215, ktéry w badaniach in vitro przyspieszat
polimeryzacje 10-krotnie [39]. Pierwotng hipotezg ttumacza-
cg znaczne przyspieszenie polimeryzacji byt ,,model matry-
cy". Postulowata ona, ze biatko XMAP215, wskutek obec-
nosci 5 domen wigzacych heterodimery tubuliny (Ryc. 5B),
stanowi matryce dla polimeryzacji tubuliny do oligomerow,
ktére nastepnie tgczg sie z koncem plus polimeryzujacej mi-
krotubuli [40], Nowe obserwacje wydaja sie nie potwier-

2ym terminem okre$la si¢ proces gwattownej depolimeryzacji mikro-
tubuli, podczas ktérej traci ona znaczng cze$¢ swojej dtugosci
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dza¢ tego mechanizmu. Wykazano, ze XMAP215 i tubulina
tworzg kompleks o stechiometrii 1:1, co wyklucza przyta-
czanie wielu czasteczek tubuliny w kazdym cyklu [26]. Co
wiecej, w modelu matrycy efektywno$¢ XMAP215 powinna
by¢ proporcjonalna do ilosci jego cykli asocjacji/dysocjacji.
Natomiast XMAP215 okazat sie by¢ procesywng polimera-
z3, ktora dysocjuje rzadko. Jak juz wspomnieliSmy, obecne
wyniki faworyzujg taki mechanizm dziatania tego biatka, w

Rycina 7. Oddziatywanie konca plus mikrotubuli z korteksem cytoplazmy. Wy-
tworzenie wigzania miedzy koricem plus mikrotubuli (A) a korteksem cytopla-
zmy (B) odbywa sie za posrednictwem dynaktyny (C), lokalizacja dynaktyny na
koricu plus jest zalezna od dyneiny (D) oraz CLIP170 (E). Po przytaczeniu kom-
pleksu dyneina-dynaktyna do korteksu mozliwy jest ruch motoru w kierunku
korica minus (F), powodujacy przesuwanie mikrotubuli wzgledem korteksu.
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ktorym dochodzi do stabilizacji potagczen pomiedzy Swie-
20 dodang na koncu plus czasteczka tubuliny i resztg poli-
meru, a nastepnie przemieszczenie sie XMAP215 do nowo
utworzonego konca [26],

FUNKCJE MOTOROW MOLEKULARNYCH
SLEDZACYCH KONIEC PLUS

Motory molekularne generujace ruch w strone korica mi-
nus mikrotubuli, takie jak cytoplazmatyczna dyneina oraz
kinezyny z grupy 14, np. Ncd, majg istotny wktad w two-
rzenie prawidtowego wrzeciona podzialowego. W przy-
padku obu wymienionych biatek obserwowano zmiany
w ogniskowaniu wigzek mikrotubul na centrosomach [5].
Stwierdzono takze udziat dyneiny w stabilizowaniu wrze-
ciona na etapie metafazy przez przeciwdziatanie sitom wy-
twarzanym przez kinezyne Eg5 [5].

Przedstawiony w pierwszej czesci artykutu mechanizm
formowania wrzeciona podziatowego opiera sie na modelu
»poszukiwania i chwytania™ (ang. search and capture) kine-
tochorow przez mikrotubule wyrastajgce z centrosomow.
Zaktada on przypadkowe pochwycenie chromosomu przez
ulegajgce ciggtym procesom wydtuzania i skracania mikro-
tubule. Postulowany jest réwniez alternatywny mechanizm
formowania wrzeciona, bazujgcy na obserwacji acentroso-
malnej nukleacji mikrotubul w poblizu chromosomow [41].
Mikrotubule te sa wigzane z mikrotubulami astralnymi oraz
transportowane wzdtuz nich, co doprowadza do skupienia
ich koncoéw minus w poblizu centrosoméw. Proces pochwy-
cenia i transportu odbywa sie za posrednictwem obecnych
na koncu plus mikrotubuli astralnej biatek motorycznych
poruszajgcych sie w kierunku minus. Zaréwno dla dyne-
iny, jak i Ncd zaobserwowano zdolno$¢ utrzymywania sie
na koncu plus mikrotubul, zalezng od partneréw biatko-
wych. W przypadku Ncd stwierdzono zanik tej aktywnosci
po zastosowaniu interferujagcego RNA przeciwko EB1 [22],
jednak jak dotad brak dowodéw na bezposrednie oddziaty-
wanie tego motoru z EBL. Co wazniejsze, w tej samej pracy
zaobserwowano, ze po obnizeniu poziomu EB1 w komoérce
powstajag zmiany w budowie wrzeciona identyczne z tymi,
ktére pojawiaja sie po wyciszeniu ekspresji genu Ncd.

Wytwarzanie przez motory molekularne sit stabilizuja-
cych wrzeciono odbywa sie w jego rownikowej czesci, w
miejscu naktadania sie koncami plus mikrotubul polarnych
(Ryc. ID). W rejonie tym kinezyna Eg5 wytwarza site roz-
suwajaca, réwnowazong przez przeciwstawne dziatanie
dyneiny [5] i Ncd [42], Ta funkcja dyneiny zalezna jest od
CLIP170, na co wptyw majg prawdopodobnie dwa czyn-
niki: a) dyneina nie ma zdolnosci wigzania dwoch mikro-
tubul, konieczne jest wiec oddziatywanie z biatkiem, ktore
zwigze drugg mikrotubule; b) motor ten generuje ruch w
strone minus inie jest w stanie samodzielnie przemieszczaé
sie na koniec plus, gdzie zachodzi opisywany proces. Inng
przypisywang dyneinie funkcjag w organizacji wrzeciona
jest jej udziat w oddziatywaniu mikrotubul astralnych z
korteksem (czeScig korowa, korg) cytoplazmy (Ryc. 6). Wy-
tworzenie takiego potgczenia za posrednictwem dynaktyny
umozliwia temu motorowi molekularnemu transport mi-
krotubuli wzgledem korteksu, a przez to wptywanie na po-
zycje centrosomu w komorce. Potwierdzeniem takiej funk-
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cji dyneiny jest obserwowana u drozdzy jej lokalizacja na
korteksie cytoplazmy i jej brak w nieobecnosci dynaktyny
[43]. Aby mozliwe bylo wytworzenie potgczenia mikrotu-
bula-kora cytoplazmy, niezbedna jest obecno$¢ dyneiny na
konicu plus mikrotubuli. Ta obecno$é¢, takze w przypadku
drozdzy, zalezna jest od CLIP170. Analizujac udziat tego
motoru w opisywanych procesach, nalezy zwrdci¢ uwage,
ze tak w przypadku CLIP170 ssakdw, jak ijego drozdzowe-
go homologu stwierdzono, ze $ledzenie koica plus odbywa
sie za posrednictwem innych biatek: EB1 w przypadku ssa-
kéw [32] lub kinezyny Kip2 w drozdzach [20].

Jak wida¢ na przedstawionych przyktadach biatka +TIP
uczestniczag w ztozonych procesach angazujgcych wiele
réznych biatek i przez to trudnych do badania. Do$wiadcze-
nia in vitro dostarczajg wielu ciekawych informacji, jednak
ograniczaja sie one zazwyczaj do badan pojedynczych bia-
tek, ktérych zachowanie moze by¢é modyfikowane w obec-
nosci innych elementéw tego skomplikowanego uktadu.
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Plus end tracking proteins and their role in mitotic spindle organization
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ABSTRACT

Plus end tracking proteins (+TIPs) form a diverse protein family, members of which were found in all eukaryotes. Their characteristic feature
is the ability of localisation on dynamically growing plus ends of microtubules. +TIPs perform many important functions during mitosis: they
control microtubule growth, the recruitment of other proteins to the microtubule plus end and promote the interaction of microtubules with
other elements of the spindle. In the article we describe the structure of main +TIPs groups, focusing especially on domains responsible for
plus end tracking. We also discuss several mechanisms for plus-end accumulation, the influence of these proteins on microtubule dynamics
and their importance in the spindle organization.
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STRESZCZENIE

ktyna jest wielofunkcyjnym biatkiem, obecnym we wszystkich komoérkach eukario-

tycznych. Wystepuje w cytoplazmie i w jadrze. W odréznieniu od aktyny cytoplazma-
tycznej, organizacja i funkcje aktyny jadrowej nie sa doktadnie poznane. Monomery aktyny
przemieszczajg sie pomiedzy cytoplazma a jadrem, scalajagc oba te obszary subkomérkowe.
W jadrze obserwujemy odmienng organizacje aktyny — obecno$¢ monomeréw, oligome-
réw i krotkich polimeréw, co moze by¢ wynikiem ograniczonej przestrzeni wewnatrz ja-
dra. Aktyna uczestniczy w organizacji struktury jadra, reorganizacji chromatyny, procesie
transkrypcji oraz przekazywaniu sygnatdw. Poziom, organizacja i funkcje aktyny jadrowe;j
sg kontrolowane, podobnie jak to ma miejsce w cytoplazmie przez ABPs, w tym réwniez
wystepujace jedynie w jadrze.

WPROWADZENIE

Aktyna to wielofunkcyjne biatko, powszechnie wystepujagce w komérkach
eukariotow. Jest elementem cytoszkieletu — struktury odpowiedzialnej za
utrzymanie izmiany ksztattu komorki, jej zdoIno$¢ do ruchu i wiele innych
podstawowych proceséw zyciowych. Aktyna uczestniczy w transporcie, cyto-
kinezie oraz w indukowaniu i przekazywaniu sygnatéw z otoczenia do wnetrza
komorki. Wielofunkcyjno$¢ aktyny jest mozliwa dzieki jej zdolnos$ci do polime-
ryzacji i oddziatywania z wieloma biatkami regulatorowymi. Monomery aktyny
(G-aktyna), w odpowiednich warunkach, taczg sie, tworzac filamenty (F-akty-
na). Formy te istniejg w dynamicznej rownowadze, kontrolowanej przez zmiany
zachodzace w $rodowisku komorki. Czynniki, takie jak jony metali (Ca2; Mg24)
oraz rodzaj przytgczanego nukleotydu (ADP/ATP) wplywajg na wiasciwosci
zaré6wno monomerow, jak i polimeréw aktyny. Dynamika polimeryzacji aktyny
i jej organizacja w cytoplazmie sg $cisle kontrolowane przez szereg oddziatywu-
jacych z aktyng biatek, objetych nazwg ABPs (ang. actin binding proteins), zalezg
tez od stanu fizjologicznego komorki oraz czynnikéw zewnetrznych [1].

Aktyna wystepuje w kilku izoformach roznigcych sie miedzy sobg niewiel-
ka liczbg aminokwasow. lzoformy aktyny zostaty sklasyfikowane na podstawie
punktu izoelektrycznego oraz lokalizacji w tkankach i w komérce. U kregowcow
aktyna wystepuje w postaci sze$ciu izoform: dwoch form w miesniach poprzecz-
nie prazkowanych (aktyny a z mies$ni szkieletowych iaktyny a z mieénia serco-
wego), aktyny a iy z miesni gtadkich oraz dwoch izoaktyn cytoplazmatycznych
—p iy. W Swietle opublikowanych badan, wydaje sie stkusznym stwierdzenie,
ze izoformy aktyny obok wspdlnych wiasciwosci i funkcji maja w komdrce spe-
cjalne zadania, czesto zwigzane z réznym subkomérkowym rozmieszczeniem
[2-5], Struktura i funkcja aktyny cytoplazmatycznej sq doktadnie poznane, zain-
teresowanych tg tematyka odsytamy do prac przegladowych i literatury w nich
zebranej [6-8].

Aktyna przez dtugi czas traktowana byta wytgcznie, jako biatko cytoplazma-
tyczne. Pierwsze doniesienie o obecnosci aktyny w jadrze komérkowym —to
opublikowana w 1978 roku praca Clark'a i Merriam [9], w ktorej opisano biat-
ko o wiasciwosciach charakterystycznych dla aktyny z mie$ni szkieletowych, w
frakcji jadrowej oocytéw zaby Xenopus laevis. Przez wiele lat uwazano jednakze,
iz wynikato to z zanieczyszczenia frakcji jadrowej cytoplazmg. W niniejszej pra-
cy podjeto probe zebrania najnowszych danych o organizacji i funkcji aktyny
jadrowej oraz o obecnych w jadrze biatkach wigzacych aktyne.

TRANSPORT AKTYNY JADROWEJ
Btona jadrowa stanowi bariere pomiedzy cytoplazma a wnetrzem jadra i jest

nieprzepuszczalna dla wiekszosci substancji komdérkowych. Ich przemieszcza-
niu stuzg pory jadrowe, tworzace kanaty przenikajace btone jadrowa. Wyréznia-
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my dwa gtdwne typy transportu poprzez te kanaty, bierng
dyfuzje matych biatek (do 60 kDa [10]) oraz transport ak-
tywny zachodzacy za pomocg obecnych w btonie jadrowej,
specyficznych receptoréw [11].

Aktyna, biatko o masie okoto 43 kDa, mieSci sie w gra-
nicach wielkosSci pozwalajgcej na przenikanie do wnetrza
jadra na drodze biernej dyfuzji, w czasie od okoto 30 minut
do kilku godzin [12]. Mozliwe jest tez przenoszenie aktyny
do jadra w kompleksie z innym biatkiem, takim jak kofilina,
ktora posiada sygnat lokalizacji jadrowej oraz domene wig-
zacg aktyne [13].

W sekwencji taficucha polipeptydowego aktyny wyste-
puja dwa funkcjonalne, bogate w leucyne, fragmenty - sy-
gnaty exportu z jadra (NES, ang. nuclear export sequence).
Wprowadzona do jgdra na drodze mikroiniekcji, monome-
ryczna aktyna zostaje szybko eksportowana do cytoplazmy.
Proces ten jest hamowany przez leptomycyne B, specyficzny
inhibitor eksportu jadrowego biatek zawierajacych sygnat
NES, co w konsekwencji powoduje wzrost stezenia aktyny
w jadrze. Czgsteczki aktyny z mutacjg w obrebie sekwen-
cji sygnatowej NES akumulujg sie w jadrze, czemu towa-
rzyszy obnizenie zdolnosci proliferacyjnych komorki [14].
Wykazano, ze w ,,usuwaniu™ aktyny z jadra bierze udziat
eksportyna 6 (Exp6), ktorg cechuje zdolnos$¢ do tworzenia
komplekséw z biatkami posiadajgcymi sygnat NES. Ludzka
eksportyna 6 wigze przede wszystkim aktyne, jednak obec-
no$¢ aktyny w kompleksie z profiling znacznie zwigksza
szybko$¢ eksportu aktyny [14,15],

Eksport aktyny z udziatem Exp6 nie funkcjonuje w du-
zych jadrach oocytow Xenopus. Biatko Exp6 jest nieobecne
w jadrze tych komérek — jego wprowadzenie powoduje
eksport aktyny i destabilizacje jadra. Dostarczenie drogg in-
iekcji do jadra Xenopus zardwno ludzkiej Exp6, jak i izoform
a-, (3 iy-aktyny, a nawet aktyny z drozdzy Saccharomyces
cerevisiae, powoduje ,usuwanie" wszystkich tych form ak-
tyny z jadra, co $wiadczy o zdolno$ci Exp6 do eksportu ak-
tyny niezaleznie od rodzaju izoformy [12,15],

Na podstawie aktualnych doniesien mozna przyjaé¢ na-
stepujacy, ogdlny model transportu aktyny do jadra [16].
Kofilina, tworzagc kompleksy z monomerami ADP-akty-
ny, transportuje je z cytoplazmy do wnetrza jadra. Dzieki
wyzszemu stezeniu ATP w jadrze (w poréwnaniu do cy-
toplazmy) nastepuje wymiana ADP na ATP w kompleksie
aktyny z kofiling i, w konsekwencji, ostabienie sity wigza-
nia kompleksu. Rozdysocjowanie kompleksu nastepuje
w wyniku fosforylacji kofiliny przez kinaze jadrowg LIM.
ATP-aktyna tworzy w jadrze krétkie polimery, niezbedne
w procesach tam zachodzacych. Wolne monomery aktyny,
po spetnieniu swoich funkcji, moga tworzy¢ kompleksy z
profiling, opuszczajace jadro na drodze eksportu z udzia-
tem biatka Exp6.

ORGANIZACJA AKTYNY JADROWEJ

Ograniczona przestrzen w jadrze wydaje sie ,,wymuszac"
organizacje aktyny. Filamenty aktynowe, osiggajace dtugos¢
okoto 3-5 gm, sg zbyt dtugie, aby zmiesci¢ sie w przestrze-
ni wewnatrzjgdrowej [17,18]. Badania polimeryzacji aktyny
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jadrowej invivo w komorkach nowotworu szyjki macicy
(HeLa), metodg FRAP (ang. fluorescent recovery after photo-
bleaching) wykazaty, ze 20% catkowitej puli aktyny jadrowej
prezentuje wiasciwosci bardzo dynamicznej, spolimeryzo-
wanej aktyny [19]. Poziom aktyny spolimeryzowanej w j3-
drze byt nieco nizszy niz w cytoplazmie. Aktyna wystepuje
w jadrze w formie krétkich polimeréw i oligomeréw zwig-
zanych ze strukturami jadrowymi, takimi jak btona jadro-
wa [19,20]. Poréwnanie poziomu aktyny filamentarnej (F),
monomerycznej (G) i obliczenie stopnia spolimeryzowania
aktyny wyrazonego stosunkiem F:G we frakcji cytoplazma-
tycznej, uzyskanej zhomogenatow watroby szczura i frakcji
nukleoplazmatycznej wyizolowanej z oczyszczonych jader
watroby szczura, wskazuje na niewielkie réznice tego pa-
rametru pomiedzy cytoplazma a nukleoplazmg [21]. Uzy-
skane wyniki wskazaty na okoto 5% poziom aktyny mono-
merycznej zardbwno w cytoplazmie, jak i nukleoplazmie (w
stosunku do aktyny catkowitej). Dane te uzyskano metoda
pomiaru aktyny, jako inhibitora DNazy | z trzustki wotu,
poréwnujac poziom jednostek inhibitora w miligramie biat-
ka cytoplazmy inukleoplazmy.

Organizacja aktyny jadrowej rézni sie w zalezno$ci od
typu komérki ijej stanu fizjologicznego. Duze jadro oocy-
tow Xenopus cechuje wysoki poziom aktyny, zorganizo-
wanej w wyrazne, rozgatezione filamenty, stabilizujace
strukture jadra [12]. Metodg powszechnie stosowang w
,0brazowaniu" filamentéw aktyny jest znakowanie ak-
tyny falloidyng skoniugowang z réznymi znacznikami
fluorescencyjnymi oraz obserwacje w mikroskopie elek-
tronowym. Jednakze wizualizacja aktyny filamentarnej
w jadrach komdrek somatycznych takimi metodami nie
powiodta sie [22], Moze to wynika¢ z kilku powoddw.
W jadrze utrzymywany jest niski poziom aktyny, Scisle
kontrolowany przez mechanizm eksportu [15], ktory za-
pobiega spontanicznemu tworzeniu sie filamentéw akty-
ny. Polimeryzacje ogranicza takze utrudniony dostep do
monomeréw aktyny, zwigzanych w kompleksach z ABPs.
Dominujg kompleksy aktyny z kofiling [16]. ABPs moga
takze zastania¢ miejsca wigzania falloidyny na diamen-
tach aktyny [22,23], Takim przyktadem sg filamenty ,de-
korowane" kofilina, ktére nie wykazuja powinowactwa
do falloidyny [24], Miejsca wigzania falloidyny mogg by¢
niedostepne takze ze wzgledu na tgczenie sie monomerow
aktyny w niekonwencjonalny sposob, zmieniajacy lokalnie
strukture filamentu [17]. Mozliwe jest takze, ze aktyna w
jadrze przybiera forme krétkich, niezwykle dynamicznych
oligomerdéw, utrudniajacych jej wykrywanie za pomoca
znakowanej fluorescencyjnie falloidyny [19,22].

W warunkach stresu, takiego jak szok cieplny [25], obec-
nos$¢ dimetylosulfotlenku (DMSO) [26] czy obnizenie pozio-
mu ATP [13,27], aktyna przemieszcza sie z cytoplazmy do
jadra komarki. Przemieszczenie aktyny do jadra w wyniku
stresu, powoduje powstawanie parakrystalicznych skupisk
(ang. rod-like structures) [28], kt6re mozna zaobserwowaé
omawiang wyzej metodg znakowania falloidyng. Skupiska
te zidentyfikowano jako kompleksy aktyny z kofiling (ang.
actin/cofilin rods) [25]. Podobne agregaty tworza sie rdwniez
w jadrach Amoeba, Dictyostelium i ludzkich komdérek HelLa
[26] w obecnosci DMSO iw mysich fibroblastach pod wpty-
wem szoku cieplnego [25] oraz po dezorganizacji cytosz-
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kieletu komorkowego w warunkach obnizonego poziomu
ATP [13,27].

Dla poznania form w jakich znajduje sie aktyna w jadrze,
stworzono nowe przeciwciata, skierowane przeciwko ,,nie-
konwencjonalnym™ formom aktyny, takim jak dimery akty-
ny, w ktérych monomery potgczone sg ze sobg w odmienny
od klasycznego sposéb, czy wobec aktyny w kompleksie z
innymi biatkami np. profiling [20,29].

Proces polimeryzacji aktyny w cytoplazmie zaczyna
sie od etapu tworzenia dimeréw aktyny. Utworzony w
pierwszej kolejnosci dimer LD [30] (ang. lower dimer), w
ktérym podjednostki aktyny potgczone sg ze sobg poprzez
reszty cystein 374, przeksztatca sie nastepnie w dimer
UD (ang. upper dimer), w ktérym monomery potgczone
sg ze sobg poprzez reszty lizyny 191 jednej podjednostki
z resztg cysteiny 374 drugiej podjednostki. W nastepnej
fazie procesu polimeryzacji z dimeréw UD utworzony
zostaje filament aktynowy [31]. Dimery aktyny UD i LD
migrujg w elektroforezie w warunkach denaturujacych z
rézng szybkoscia, tworzac ,,gérny" i, dolny" prazek, stad
ich nazwa [30,31]. W niektdrych przypadkach LD moze
by¢ whudowywany w rosngcy filament aktynowy, zmie-
niajac jego wtasciwosci strukturalne. Zjawisko to ma zna-
czenie w regulacji dynamiki cytoszkieletu aktynowego,
np. w komérkach, ktorych funkcja wymaga duzej ruchli-
wosci [17]. Mozliwe, ze podobny mechanizm regulacji
dynamiki filamentéw aktynowych ma miejsce w jadrze
komorki. Celem uzyskania dodatkowych informacji o
wiasciwosciach aktyny jadrowej, wyprodukowano mo-
noklonalne przeciwciata skierowane wobec dimeréw LD,
ktére nazwano 1C7 [29], Drugi typ uzyskanych przeciw-
ciat monoklonalnych, nazwanych 2G2, jest skierowany
przeciw kompleksowi aktyny z profiling [32], Reaguja one
z aktyng jadrowg i cytoplazmatyczng [20,32]. Przeciw-
ciata 1C7 rozpoznajg takze aktyne jadrowa, ale obraz jej
rozmieszczenia w jadrze jest odmienny od uzyskiwanego
przy zastosowaniu przeciwcial 2G2. Moze to Swiadczy¢
o odrebnych funkcjach tych dwéch form aktyny w jadrze
[20,29]. Opisane przeciwciata, ktére rozpoznajg ,niekon-
wencjonalne" formy aktyny moga dostarczy¢ nowych in-
formacji o organizacji i funkcjach aktyny jadrowej.

Aktyna wystepuje w okreslonych obszarach jadra ko-
morkowego. Jej rozmieszczenie odpowiada petnionym
funkcjom i zmienia sie w zaleznos$ci od aktywnosci trans-
krypcyjnej komorki. Wykorzystanie mikroskopu elektro-
nowego do obserwacji rozmieszczenia aktyny w jadrach
komoérek HelLa, wskazuje na lokalizacje aktyny gtéwnie
w obszarze zdekondensowanej chromatyny oraz w jader-
kach [33], Jaderko sktada sie z trzech morfologicznie roz-
nych obszaréw. Centra fibrylarne (FCs, ang. fibrillar cen-
ters), gdzie znajdujag sie rybosomalne RNA, polimeraza
RNA iczynniki transkrypcyjne, otoczone sg gestym ob-
szarem fibrylarnym (DFC, ang. dense fibrillar cotnponent).
Geny ulegajgce transkrypcji znajdujg sie na granicy tych
dwdéch obszaréw. Trzeci, wyrdzniany morfologicznie w
jaderku obszar ziarnisty (GC, ang. granular component)
jest miejscem tworzenia sie rybosoméw. Aktyna znajduje
sie we wszystkich trzech wymienionych obszarach jader-
ka [33],

234

W limfocytach ludzkich, podobnie jak w komdrkach
HelLa, aktyna znajduje sie gtdwnie w obszarze zdekonden-
sowanej chromatyny, na granicy z heterochromatyng oraz
w centrach fibrylarnych jaderek [33]. Po stymulacji procesu
transkrypcji, aktyna jest nadal widoczna w centrach fibry-
larnych, obserwuje sie akumulacje aktyny i miozyny jadro-
wej | rbwniez w gestym obszarze fibrylarnym i w obszarze
ziarnistym jaderka. W jadrze, oprécz opisanych zmian, wi-
dzimy takze przemieszczanie aktyny i miozyny jadrowej | z
obszaru skondensowanej chromatyny do obszaru aktywnej
transkrypcyjnie, zdekondensowanej chromatyny [34-36].
Zaréwno aktyna, jak i miozyna jadrowa | sg obecne w miej-
scach transkrypcji [34], Mechanizm tego procesu przedsta-
wiono schematycznie na rycinie 1. Wiecej o roli miozyny | i
innych miozyn w jgdrze komdrkowym —w artykule Sob-
czak i wsp. w tym numerze ,,Postepéw biochemii".

Niewiele uwagi poswiecono dotychczas wystepowaniu
i identyfikacji izoform aktyny w jadrze. Na podstawie se-
kwencji aminokwasowej, zidentyfikowano w jadrze ko-
morkowym jedynie [3aktyne. Stanowi ona podjednostke
kompleksu remodelujagcego chromatyne [37] i uczestniczy
w transkrypcji, wchodzac w sktad kompleksu polimerazy
RNA 1, Il i Ill [38-40], Specyficzne monoklonalne przeciw-
ciala, skierowane przeciw P-cytoplazmatycznej i a-szkie-
letowej aktynie pozwolity na identyfikacje tych izoform w
jadrach mysich mioblastow. Wystepujg one w kompleksie
z emeryng w otoczce jadrowej [41]. Nasze wtasne badania
metoda Western Blott, wykazaty obecnos$¢ cytoplazmatycz-
nych izoform p iy aktyny w nukleoplazmie, wyizolowanej
z jader komaérek ludzkiego czerniaka A375 oraz mysich fi-
broblastéw 3T3. Zidentyfikowano je rowniez w mikrosko-
pie fluorescencyjnym, wykorzystujac odpowiednie prze-
ciwciata [42],

BIALKA ODDZIALUJACE Z AKTYNA
OBECNE W JADRZE

Stan spolimeryzowania aktyny jadrowej, podobnie jak
ma to miejsce w cytoplazmie, jest kontrolowany przez od-
dziatujgce z nig biatka regulatorowe (ABPs), posiadajgce
domeny wigzace aktyne (ABD, ang. actin-binding domains).
Cze$¢ z tych biatek jest stale obecna w jadrze, inne prze-
mieszczajg sie tam z cytoplazmy w odpowiedzi na zmiany
w Srodowisku komorki [43,44].

Wiele z biatek oddziatujgcych z aktyng filamentarng
posiada domeny wigzace aktyne, ztozone z dwéch regio-
now CH (ang. calponin homology). Domena CH wystepuje
w biatkach cytoszkieletowych i biatkach bioragcych udziat
w przekazywaniu sygnatéw w cytoplazmie. Biatka posia-
dajagce takie domeny wykazano takze w jgdrze komorki,
sg to: spektryna [33,45], a-aktynina [33,46], dystrofina [47]
i filamina A [33,48], Biatka wigzace F-aktyne, wystepujace
w jadrze, prawdopodobnie spetniajg inne funkcje niz w cy-
toplazmie. Biatka te lub ich fragmenty, powstate w wyniku
degradacji proteolitycznej, kragza pomiedzy cytoplazmg a
jadrem. Przyktad stanowi C-koncowy fragment filaminy
A, ktéry moze przemieszczac sie z cytoplazmy do jadra
wraz z receptorem androgenu, scalajac oba te obszary sub-
komaérkowe [49],
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W jadrze wystepuja takze znane biatka wigzace mo-
nomery aktyny, takie jak profilina [15,43] i tymozyna-fM
[18,20,43], biatka regulujgce polimeryzacje aktyny, takie
jak CapG [50,51] i kofilina [16,52,53] oraz biatka z rodziny
zelsolin: superwillina, ,flightless I" oraz zelsolina [54], Rola
niektérych ABPs w jadrze, takich jak N-WASP i Arp2/3
[55] oraz miozyna [36], wigze sie z procesem transkrypcji.
Wykryto tez obecno$¢ catego szeregu innych ABPs, takich
jak biatka c-Abl [56], tropomiozyng [33,57], DNaza I [58,59],
miopodyna i plastyna [43].

Niektdre z ABPs zawierajg sygnat lokalizacji jadrowej,
inne sa przenoszone do jadra w wyniku zmian w $rodowi-
sku komdrki [43]. Profilina itymozyna-[34 stanowig przy-
ktad biatek na tyle matych, ze moga wnika¢ do jadra na za-
sadzie biernej dyfuzji. Natomiast biatko CapG i kofilina
sg przenoszone do jadra w sposob kontrolowany, zalezny
od fosforylacji [60]. Biatko CapG przemieszcza sie do jadra
w formie ufosforylowanej, a kofilina po defosforylacji [60],

Na szczeg6lng uwage zastuguja ABPs, obecne jedynie w
jadrze komorkowym, takie jak biatka kompleksu remodelu-
jacego chromatyne [37], biatka ,,aparatu” transkrypcyjnego
[61] oraz hnRNP U (ang. heterogeneous nuclear ribonucleopro-
tein). Jest to jeden z kompleksow rybonukleoproteinowych,
zaangazowanych w transport, dojrzewanie oraz zapew-
nienie stabilnosci pre-mRNA [62], W jadrze aktyna wigze
sie takze z kompleksami laminy A [63], emeryny [64] i ne-
spryny [65]. Wszystkie te jadrowe biatka wigzgce aktyne
utrzymujg ja w odpowiedniej konformacji i organizaciji.

W jadrze komdrkowym, oprécz aktyny oraz ABPs, znaj-
dujg sie takze biatka podobne do aktyny (Arps, ang. actin re-
lated proteins), sklasyfikowane pod wzgledem identycznosci
sekwencji i podobieAstwa strukturalnego do aktyny. Arps
moga oddziatywac z aktyng i wptywac na jej konformacje,
np. wspomniany wczesniej Arp2/3 jest czynnikiem stymu-
lujgcym proces polimeryzacji aktyny [66], Arps mogg takze
petni¢ w jadrze komérkowym podobne funkcje jak aktyna,
np. uczestniczy¢ w regulacji wtasciwosci chromatyny [66].

FUNKCJE AKTYNY JADROWEJ

Funkcje aktyny jadrowej, podobnie jak cytoplazmatycz-
nej, wiaza sie bezposrednio z jej zdolnoscig do polimeryza-
cji, oddziatywania z ABPs oraz z innymi strukturami jadra.

Aktyna uczestniczy w tworzeniu struktur podtrzymuja-
cych architekture jadra. Aktyna, all-spektryna i inne biatka,
tworzg z emeryng kompleks w wewnetrznej btonie jadro-
wej. Brak funkcjonalnego kompleksu objawia sie zmianami
w ksztatcie otoczki jgdrowej, tak jak ma to miejsce w dys-
trofii mieSniowej Emery-Dreifuss (EDMD) [67]. Dystrofia
ta jest spowodowana mutacjg w genie emeryny, biatka po-
siadajgcego zaréwno domeny wiazace aktyne, jak i laminy
[67], W otoczce jadrowej mysich mioblastow emeryna two-
rzy kompleks z izoformami aktyny: p-cytoplazmatyczng i
a-szkieletowg. Podczas miogenezy wzrasta poziom kom-
pleksu aktyny z emeryng, co wskazuje na réwnolegtg re-
gulacje emeryny, aktyny i lamin podczas réznicowania sie
mioblastow w miotubule [41].
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Aktyna monomeryczna taczy sie z DNazg | w stosun-
ku 1:1, tworzac kompleks, w ktorym aktyna traci zdolno$¢
do polimeryzacji, a DNaza | zdolno$¢ do degradacji DNA
[58,68], Obecnos¢ w jadrze DNazy | i aktyny sugeruje po-
wstawanie naturalnego kompleksu DNaza-aktyna, chronia-
cego integralno$¢ komoérkowego DNA [21].

Na uwage zastuguje udziat aktyny jadrowej w procesie
transkrypcji. Aktyna uczestniczy we wczesnych etapach
tego procesu i oddziatuje bezposrednio z aparatem trans-
krypcyjnym [69], Jako element komplekséw remodelu-
jacych chromatyne, wptywa takze na regulacje struktury
chromatyny [70],

Aktyna wigze sie z polimerazg RNA | [40], polimerazg
RNA 11 [38] oraz polimerazg RNA 11l [39]. Wykazano, ze dla
funkcjonowania polimeraz zasadnicze znaczenie ma obecna
w jadrze [3-aktyna. Stanowi ona integralng czes¢ tworzacego
sie kompleksu ijest konieczna dla prawidtowego przebiegu
procesu transkrypcji. Monoklonalne przeciwciata skiero-
wane przeciwko [3aktynie redukujg aktywno$¢ wszystkich
trzech polimeraz [38,40,69],

Proces transkrypcji rozpoczyna sie w heterochromaty-
nie, gdzie nastepuje aktywacja transkrybowanego miej-
sca. Po rozluznieniu struktury chromatyny, zaktywowany
fragment chromosomu jest przemieszczany z rejonu pod-
btonowego w rejon euchromatyny, gdzie rozpoczyna sie
transkrypcja. Przemieszczanie to jest mozliwe dzieki od-
dziatywaniu aktyny z miozyng - biatek odpowiedzialnych
za powstawanie ruchu w komdrce. Uwaza sie, ze miozyna
jadrowa | (NMI, ang. nuclear myosin I) porusza sie wzdtuz
krotkich, dynamicznych polimerdw aktyny (Ryc. 1) [35,36].
Aktywnos$c¢ transkrypcyjna polimerazy RNA 11 jest kontro-
lowana przez polimeryzacje aktyny [55]. Biatko nakrywajga-
ce konce filamentéw aktyny, nalezace do rodziny zelsolin,
CapG [51] oraz biatka N-WASP i Arp2/3 [55] kontrolujg
polimeryzacje aktyny.

0 Monomer aktyny

Euchromatyna

Rycina 1. Udziat aktyny i miozyny w procesie transkrypcji. Aktyna stanowi
sktadnik komplekséw remodelujgcych chromatyne w strukture odpowiedniag
dla procesu transkrypcji. Aktyna i miozyna jagdrowa | (NMI) biorg udziat w
przemieszczaniu sie obszaréw chromatyny wewnatrz jadra. NMI kieruje sie do
miejsca aktywacji procesu transkrypcji, w rejon heterochromatyny. W oparciu
o oddziatywanie aktyny z NMI aktywny transkrypcyjnie region chromosomu
przemieszcza si¢ do wnetrza jadra, gdzie formuje sie aparat transkrypcyjny. NMI
porusza sie prawdopodobnie wzdtuz krétkich, dynamicznych polimeréw akty-
ny. Aktyna iNMI oddziatujg z polimerazag RNA. Aktyna, poprzez oddziatywanie
z biatkiem hnRNP, przytacza sie do rosnacego taicucha mRNA (opracowano na
podstawie [36,73,81]).
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Zaréwno aktyna, jak i miozyna jagdrowa | biorg udziat
w transkrypcji poprzez oddziatywanie z polimerazg RNA
I [40,71], Wptyw aktyny na strukture chromatyny jest tez
wynikiem jej oddziatywania z enzymami modyfikujgcymi
histony [44].

Rearanzacje chromatyny, poprzedzajgcag transkrypcje,
kontrolujg w komodrce oddziatywania lamin, biatek otoczki
jadrowej i kompleksy remodelujgce chromatyne. Komplek-
sy te, ztozone z wielu biatek, ktérych aktywnos$¢ zalezy od
obecnosci ATP, wptywajg na oddziatywanie DNA z histo-
nami [72], Jednym z takich kompleksow jest SWI/SNF (ang.
switch malting type/sucrose non-fermenting), zawierajagcy w
swojej budowie p-aktyne. Kompleks SWI/SNF uczestniczy
w regulacji gendw kodujacych biatka adhezyjne oraz biatka
macierzy zewnatrzkomaérkowej [37,72].

Wptyw aktyny jadrowej na strukture chromatyny jest tez
wynikiem jej oddziatywania z biatkiem hrp65, ktére tgczy
sie z acetylotransferazg histonu H3. Kompleks aktyny z pre-
mRNP przesuwa sie wzdtuz aktywnego genu i przeksztat-
ca chromatyne w strukture odpowiednig do transkrypcji.
Zniszczenie oddziatywania aktyny z biatkiem hrp65 uwal-
nia acetylotransferaze, co wptywa na obnizenie poziomu
acetylacji histonéw i zatrzymanie procesu transkrypcji
[73,74],

Aktyna krgzy miedzy cytoplazma ajadrem komérki, obie
pule sg ze sobg potgczone. Przypisuje sie jej role czasteczki
sygnatowej, jednoczacej cytoplazmatyczny ijadrowy szlak
przekazywania informacji. Zmiany w stopniu spolimeryzo-
wania aktyny cytoplazmatycznej, spowodowane zaburze-
niami rownowagi w komdrce, wptywaja na poziom aktyny
jadrowej. Poziom aktyny w jadrze jest $cisle kontrolowany,
jego zmiany moga by¢ sygnatem dla genomu komarki. Taki
mechanizm ma miejsce w przypadku szlaku sygnatowego
w odpowiedzi na stymulacje komoérek surowicg in vitro.
Aktyna jadrowa bierze udziat w regulacji biatka MAL (ang.
myocardin-related transcription factor-A), ktdre jest koaktywa-
torem czynnika aktywujacego transkrypcje w odpowiedzi
na stymulacje komdrek surowicg (SRF, ang. serum response
factor). Biatko MAL przemieszcza sie swobodnie pomiedzy
cytoplazma a jadrem w komodrkach niestymulowanych su-
rowicg, czyli takich, w ktérych nie zachodzi transkrypcja.
MAL w jadrze jest utrzymywany na niskim poziomie, po-
niewaz tworzy kompleks z aktyng jadrowg i w takiej posta-
ci jest eksportowany do cytoplazmy. W wyniku stymulacji
komaérek surowicg, nastepuje polimeryzacja aktyny w cyto-
plazmie, a wiec zwiekszone zapotrzebowanie na monome-
ry. Obniza sie poziom aktyny jadrowej, czego konsekwencja
jest akumulacja MAL w jadrze, co z kolei umozliwia akty-
wacje transkrypcji genéw [75], Mechanizm ten wskazuje jak
zwiekszenie stopnia spolimeryzowania aktyny w cytopla-
zmie, prowadzace do obnizenia ilosci aktyny w jadrze, staje
sie sygnatem aktywujgcym proces transkrypcji.

We wszystkich opisanych powyzej procesach aktyna
petni funkcje regulatora tworzenia i aktywnosci komplek-
sow biatkowych. Posredniczy w dynamicznych oddziaty-
waniach biatko-biatko. Dziata jako allosteryczny regulator
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wieloczasteczkowych kompleksoéw, jakim jest takze aparat
transkrypcyjny [69],

UWAGI KONCOWE

Podstawowe wiasciwosci aktyny cytoplazmatycznej ija-
drowej, takie jak zdolno$¢ do polimeryzacji i jej regulacja
przez ABPs sg wspdlne dla aktyny w obu tych obszarach
subkomdrkowych. Monomery aktyny przemieszczajg sie
pomiedzy cytoplazma a jadrem, scalajac oba te obszary [76].
Prace ostatnich lat wskazujg jednak na odmienng organiza-
cje aktyny w jadrze, to jest na obecnos¢ jedynie monomerdw,
oligomeréw i krotkich polimerédw, co wynika z ograniczonej
przestrzeni wewnatrz jadra [77]. Wymienione formy aktyny
uczestniczg w procesach zachodzacych w jadrze, takich jak
organizacja struktury jadra, rearanzacja chromatyny, proces
transkrypcji oraz przekazywanie sygnatéw. Cze$¢ z tych
proceséw wymaga powstania ruchu, czyli wspotdziatania
aktyny z miozyna, podobnie jak ma to miejsce w cytopla-
zmie. Aktyna w jadrze moze odgrywac role allosterycznego
regulatora wieloczasteczkowych komplekséw biatkowych.

Niewiele wiadomo o obecnych w jadrze izoformach ak-
tyny iich roli w stanach patologicznych komorki, szczeg6l-
nie w patologii nowotworowej. Komérki nowotworowe, w
odréznieniu od normalnych, wykazuja zmieniong morfo-
logie jadra. Wiele typoéw nowotworéw charakteryzuje sie
tez odmienng liczbg jaderek i chromosomoéw. Odpowiedz
mechanizmow regulujacych transkrypcje, zwtaszcza zwiga-
zanych z wrazliwo$cia komérek na radio- czy chemiotera-
pie, jest istotnym czynnikiem prognostycznym w leczeniu
danego typu nowotworu [78], Zmiany poziomu aktyny i
jej izoform w jadrze moga mie¢ znaczenie diagnostyczne.
Zalezno$¢ wzrostu poziomu (3-aktyny od wzrostu wspot-
czynnika inwazyjnosci komérek nowotworowych, wskazu-
je na role tej izoformy w patologii nowotworowej [4,79,80].
Badania zmian iloSciowych ijakosciowych izoform aktyny
w jadrze icytoplazmie komdrek nowotworowych w porow-
naniu z normalnymi, winny wnies$¢ istotne informacje dla
zrozumienia molekularnego mechanizmu takich procesow,
jak wzrost nowotworu czy jego zdolnosci do tworzenia
przerzutéw. Wyniki tych badafn moga uczyni¢ z izoform
aktyny (szczegolnie izoformy [3) biatko docelowe dla pro-
jektowania lekow.
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ABSTRACT

Actin is multifunctional protein occurring in all eukaryotic cells. It appears in cytoplasm and in nucleus. Organization and functions of
nuclear actin are not well recognized to distinguish from cytoplasmic actin. Actin monomers are shuttling between cytoplasm and nucleus,
integrating both of those compartments. Monomers, oligomers and short polimers are observed as the result of the limited space within the
nucleus. Actin participates in nuclear structure organization, chromatin remodeling, transcription and signal transduction. Nuclear actin level,
organization and functions are under control of ABPs (similarly as it takes place in cytoplasm), including some proteins appearing only in
the nucleus.
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Miozyny w jadrze komorkowym

STRESZCZENIE

iozyny, zalezne od aktyny motory molekularne sa obecne niemal we wszystkich kom@r-

kach eukariotycznych, gdzie zaangazowane sa w szereg funkcji komérkowych, takich
jak skurcz mieéni, migracja iadhezja komérkowa, transportwewngtrzkomérkowy, endocytoza
czy sekrecja. W ciggu ostatniej dekady ukazato sie wiele prac o obecno$ci miozyn oraz aktyny
i oddziatujacych z nig biatek w jadrze komdrkowym. Dotychczas stwierdzono tam obecnos$¢
jadrowej izoformy miozyny IC (NMI), miozyny VI, miozyny XVIB i miozyny XVIIIB. Zgro-
madzone dane wskazujg na udziat NMI i miozyny VI w procesie transkrypcji i, by¢ moze, w
transporcie wewnatrzjagdrowym. Lektura dotychczasowych doniesief, podsumowanie ktérej
przedstawiono w niniejszej pracy, niewatpliwie wskazuje, ze petne zrozumienie roli miozyn
w jadrze i mechanizméw jej tam dziatania wymaga dalszych badan.

WPROWADZENIE

Miozyny tworzg ogromng nadrodzine zaleznych od aktyny biatek motorycz-
nych, ktére wykorzystujg energie uzyskang z hydrolizy ATP do wytwaorzenia sity
iruchu. Miozyny utozsamiane sg przede wszystkim z aparatem skurczu miesnia,
gdzie tworzg filamenty grube oddziatujgce z zawierajacymi aktyne filamentami
cienkimi [1], Na poczatku lat 70. Pollard i Korn pokazali, ze w jednokomérkowym
organizmie Acanthamoeba castellanii wystepuje odmienne od miozyn miesniowych
biatko, nie tworzgce filamentéw, nazwane miozyna I [2]. Poczatkowo badacze zaj-
mujacy sie skurczem miesni nie dowierzali tym doniesieniom, dopiero zsekwen-
cjonowanie genu miozyny | iwykazanie obecnosci w amebach miozyny podobnej
strukturalnie i funkcjonalnie do miozyn miesniowych, kodowanej przez osobny
gen zmienito ich poglady [3]. Zapoczatkowato to nowy okres rozwoju wiedzy
na temat miozyn. Obecnie znanych jest ponad 250 sekwencji ciezkich tancuchow
miozyn, ktére na podstawie réznic w sekwencji domeny motorycznej podzielono
na ponad 30 klas/rodzin. Wszystkie dotychczas poznane miozyny zbudowane sg
wedtug podobnego schematu, a mianowicie z N-koricowej globularnej domeny
motorycznej, w ktorej znajdujg sie miejsca wigzania i hydrolizy ATP oraz miej-
sce wigzania aktyny; helikalnej szyjki —ztozonej z jednego lub wiecej motywow
1Q, ktore stanowig miejsce wigzania tancuchow lekkich; oraz C-koncowej pateczki
—najbardziej zréznicowanej domeny w czasteczce miozyn. afdcuchami lekkimi
sg z reguty specyficzne biatka o masie czasteczkowej 16-25 kDa lub czasteczki
kalmoduliny. Miozyny podobne strukturalnie i funkcjonalnie do miozyn miesnio-
wych tworzg rodzine Il i zwane sg rowniez miozynami konwencjonalnymi. Pozo-
state rodziny miozyn, numerowane kolejno w miare ich odkrywania, to miozyny
niekonwencjonalne. Miozyny wystepuja praktycznie we wszystkich organizmach
eukariotycznych [4]. I chociaz do tej pory funkcje wiekszosci nowoodkrytych mio-
zyn pozostaja niewyjasnione, to wiadomo, ze zaangazowane sg one niemal we
wszystkich procesach, takich jak: migracja [5], adhezja komdérkowa [6], transport
organelli komdrkowych i mRNA [7,8], endocytoza [9], sekrecja [10] czy podziaty
komadrkowe [11]. Kolejnym przetomem w badaniach nad tg grupg biatek moto-
rycznych byto odkrycie w 1997 r. jadrowej izoformy miozyny | [12]. Po ponad
10. latach wiemy, iz w jadrze poza miozyng | wystepujg takze miozyny VI, XVI i
XVIII, wcigz jednak nie znamy mechanizméw funkcjonowania tych biatek moto-
rycznych w tej najwiekszej organelli komorkowej. Ponadto, poza miozynami w
jadrze obecna jest aktyna i caty szereg biatek z nig oddziatujacych, o czym infor-
muje praca Migockiej-Patrzatek i Malickiej-Btaszkiewicz w tym numerze ,,Poste-
péw Biochemii”. Niniejsza praca ma za zadanie przyblizenie stanu wiedzy o roli
miozyn w jadrze.

MIOZYNA |
Miozyna | to najwczes$niej odkryta miozyna niekonwencjonalna [2]. Pierwot-
nie wyizolowano jg z Acanthamoeba castellanii, wiec sgdzono, ze podobne biatka

wystepujg tylko u pierwotniakéw; szybko jednak zweryfikowano ten poglad.
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Dzisiaj znamy ponad 30 izoform miozyny | obecnych u
zwierzat, pierwotniakéw igrzybéw, przy czym u cztowieka
znaleziono osiem z nich [13]. Miozyna ta zostata oznaczona
numerem |, poniewaz w przeciwienstwie do miozyny mie-
Sniowej sktada sie tylko z jednego tancucha ciezkiego, nie
tworzy wiec filamentow, lecz funkcjonuje w formie mono-
merycznej.

tancuchy ciezkie miozyn | majg mase 110-140 kDa, a ich
cechg charakterystyczng jest brak w domenie motorycznej
N-kofAcowego fragmentu o dtugosci ok. 80 reszt amino-
kwasowych (Ryc. 1). Szyjka obejmuje od jednego do szesciu
motywdéw 1Q, najczesciej wigzacych kalmoduline. W obre-
bie pateczki miozyny | zawierajg rejon bogaty w zasadowe
reszty aminokwasowe, nazywany TH1 (ang. tait homolo-
gy 1), ktory jest odpowiedzialny za oddziatywanie z fosfoli-
pidami i wigzanie bton [14]. W ogonku mozna tez odnaleZ¢
ok. 100-aminokwasowy segment homologiczny do domeny
plekstrynowej [15]. Na podstawie réznic w sekwencji ami-
nokwasowej domeny motorycznej, iloSci motywow 1Q oraz
dtugosci i budowy ogonka, biatka te dzieli sie na cztery gru-
py. Miozyny | nalezace do podrodziny tzw. ,,ameboidalnej"
zawierajg w pateczce rdwniez domene bogatag w glicyne,
proling i alanine (domene GPA), zwang takze domeng TH2
(ang. tait homology 2) i tworzgcg drugie, niezalezne od nukle-
otydu, miejsce wigzania aktyny, oraz domene SH3, nazywa-
ng niekiedy domeng TH3 (ang. tait homology 3), wystepujaca
w wielu biatkach cytoszkieletu i prawdopodobnie uczest-
niczacag w oddziatywaniach biatko-biatko. Regulacja aktyw-
nosSci miozyn | zachodzi poprzez fosforylacje reszt seryny
lub treoniny mieszczacych sie w domenie motorycznej lub
przez wigzanie jonow wapnia do taricuchow lekkich [16].

Pomimo wielu prac, rola miozyn I w komdrce nadal po-
zostaje stabo poznana, by¢ moze ze wzgledu na trudnosci w
identyfikacji specyficznych partneréw, z ktérymi biatko to
oddziatuje oraz w utworzeniu zwierzat transgenicznych z
wyciszonym (ang. knockout) jej genem. Przyczyng tego naj-
czesciej jest obecnos$¢ kilku miozyn | w danym organizmie
i/lub komérce. Po raz pierwszy przejmowanie funkcji jed-
nej izoformy miozyny | przez inng zostato pokazane w ko-
morkach nabtonka jelita myszy, gdzie przy braku miozyny
la zostaje ona zastgpiona miozyng Id, ktorej synteza wzrasta
[17]. Miozyny I wystepujg w bogatych w aktyne strukturach
kortykalnych, takich jak filopodia, lamellipodia, mikrodo-
meny btonowe oraz w krawedzi wiodacej komérki. Uwa-
za sie, ze biatka te petnig istotng funkcje w transporcie or-
ganelli i bton, formowaniu pseudopodiéw, chemotaksji, a
takze w utrzymywaniu struktury i dynamiki cytoszkieletu
aktynowego i struktur podbtonowych [16]. U nizszych eu-
kariontow wykazano, ze miozyny klasy | sg zaangazowane
w aktywacje kompleksu Arp2/3 i tworzenie rozgatezionej
sieci aktynowej [18].

Unikalng izoforme miozyny | zidentyfikowano w jadrze
komorkowym [12] inazwano jadrowg miozyna | (NMI, ang.
nuclear myosin 7). Rézni sie ona od cytoplazmatycznej mio-
zyny Ic dodatkowg ztozong z 16 reszt aminokwasowych
wstawkg na N-koncu biatka (Ryc. 1; [19]). Wstawka ta jest
niezbedna dla jagdrowej lokalizacji NMI, to znaczy dla jej
transportu lub akumulacji w jadrze, a usunigcie jej zmienia
lokalizacje biatka na wytgcznie cytoplazmatyczng. Sekwen-
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Rycina 1. Schemat budowy miozyn wystepujacych w jadrze komaérkowym. 1Q,
szyjka miozyny; TH1, domena pateczki miozyny | wigzaca lipidy; GPA, dodat-
kowe miejsce wigzania aktyny w pateczce miozyny; SH3, domena homologiczna
do kinazy Src; coiled-coil, domeny umozliwiajaca tworzenie superhelisy; PDZ,
domena PDZ; SI, mata wstawka; LI, duza wstawka.

cjawstawki nie przypomina jednak zadnego ze znanych sy-
gnatéw lokalizacji jadrowej (NLS, ang. nuclear localization si-
gnal). Jadrowa i cytoplazmatyczna miozyna Ic sg kodowane
przez ten sam gen zlokalizowany na chromosomie 11. Ana-
liza struktury tego genu wykazata obecno$¢ alternatyw-
nego miejsca startu translacji zlokalizowanego w obrebie
eksonu -1, ktéry koduje 6 aminokwaséw w zgodnej ramce
odczytu z eksonem 1. Gen kodujacy NMI jest sekwencjg za-
chowang w ewolucji: niemal identyczne sekwencje kodujgce
wstawke odnaleziono w genomie ssakow (cztowieka, psa,
krowy, myszy iszczura), a podobne (35-60% identycznosci)
takze u innych kregowcow (kury, ropuchy Xenopus tropicalis
i ryb: Danio rerio, Fugu rubripes i Tetraodon nigroviridis) [20].
Réwniez u roslin stwierdzono w jadrze obecnos¢ biatka od-
dziatujgcego z przeciwciatem skierowanym przeciwko NMI
[21]. U myszy NMI wystepuje powszechnie we wszystkich
badanych tkankach, z wyjatkiem komdérek na koncowych
etapach spermatogenezy, a najwyzszy poziom jej syntezy
zaobserwowano w ptucach [20].

Wydaje sig, ze gtdwng rolg NMI jest uczestnictwo w
transkrypcji. Juz pierwsze badania z wykorzystaniem mi-
kroskopii elektronowej wykazaty, ze w mysich fibroblastach
biatko to jest zlokalizowane w nukleoplazmie, a takze w ja-
derku w obrebie struktur (gesty sktadnik widknisty —ang.
dense fibrillar component) zwigzanych z transkrypcjg rDNA
[12]. Stymulacja transkrypcji w limfocytach za pomocg fito-
hemaglutyniny prowadzi do zmiany rozmieszczenia NMI
oraz aktyny z obszaru chromatyny skondensowanej w Kie-
runku aktywnej transkrypcyjnie chromatyny luznej [22], Za
pomocag mikroskopii konfokalnej pokazano takze kolokali-
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zacje NMI z polimerazg RNA typu Il (RNAPII). Kolokaliza-
cja ta jest zalezna od tego czy w komarce aktualnie zachodzi
proces transkrypcji, poniewaz zanika po inkubacji komaorek
z substancjami hamujgcymi transkrypcje, takimi jak a-ama-
nityna lub aktynomycyna D [19]. Zastosowanie przeciwcia-
fa skierowanego przeciwko NMI wykazato, ze wraz z biat-
kiem tym ko-immunoprecypitacji z frakcji jadrowej komo-
rek HeLa ulega duza podjednostka RNAPII, co wskazuje,
ze wystepujg one w tym samym kompleksie biatkowym.
Whniosek taki potwierdza rdwniez obecnos¢ NMI w prepa-
racie zawierajagcym RNAPII, oczyszczong z frakcji jadrowej
[23]. Co wiecej, przeciwciato przeciwko NMI hamuje trans-
krypcje z udziatem RNAPII w tescie in vitro, zaréwno wyko-
rzystujgcym ekstrakt jadrowy [19], jak tez z oczyszczonymi
podstawowymi elementami ,,maszynerii" transkrypcyjnej,
czyli z matryca DNA zawierajagcg promotor, czynnikami
transkrypcyjnymi TBP, TFIIB i TFIIF oraz trifosforanami
nukleotydéw [23], Natomiast dodanie oczyszczonej NMI
stymuluje transkrypcje w tym samym tescie, co wskazu-
je bezposrednio na jej udziat w tym procesie. R6wniez in
vivo przeciwciato anty-NMI, wprowadzone do komérek za
pomoca mikroiniekcji, zmniejsza ilos¢ nowo powstajacych
transkryptéw w jadrze. Szczegétowa analiza wykazata, ze
NMI nie jest niezbedna do utworzenia kompleksu preini-
cjacyjnego, lecz do inicjacji transkrypcji, a doktadnie —do
utworzenia pierwszego wigzania fosfodiestrowego, ponie-
waz w obecnosci przeciwciata zaburzone jest powstawanie
RNA o dtugosci 2 nukleotydow oraz dtuzszych [23].

Inne badania wykazaty, ze NMI petni istotng funkcje
réwniez w transkrypcji zaleznej od polimerazy RNA typu
I (RNAPI). Jak juz wspomniano, NMI jest obecna w jaderku
i ulega redystrybucji po stymulacji transkrypcji [22], W nie-
zwykle interesujacej pracy Philimonenko i wsp. pokazali, ze
zahamowanie funkcji NMI za pomocg przeciwciata wpro-
wadzonego do jader komdrek Hela, prowadzi do zabu-
rzenia syntezy pre-rRNA [24], Podobne wyniki osiggnieto
obnizajac poziom syntezy NMI za pomocg interferujgcego
RNA (RNAI), natomiast nadprodukcja NMI w komdrce po-
woduje zalezny od dawki wzrost poziomu pre-RNA. Row-
niez in vitro dodanie rekombinowanej NMI ponad 7-krot-
nie aktywowato transkrypcje zalezng od RNAPI, natomiast
przeciwciato anty-NMI hamowato ten proces.

Dalsze doSwiadczenia dowiodty jednak, ze NMI nie od-
dziatuje z RNAPI bezposrednio, lecz poprzez czynnik ini-
cjujacy transkrypcje TIF-1A [24], Jak wykazano wcze$niej,
wiekszos¢ RNAPI obecnej w komorce jest transkrypcyj-
nie nieaktywna [25], poniewaz do kompleksu inicjujacego
transkrypcje moze zosta¢ wiaczona tylko frakcja zwiazana
z TIF-1A. Ich oddziatywanie jest niezbedne, aby polimeraza
mogta sie zwigza¢ z promotorem rDNA. Co wiecej, ko-im-
munoprecypitacja pokazata, ze kompleks RNAPI z TIFIA
powstaje tylko, gdy w komérce zachodzi transkrypcja, a
jego ilos¢ zmniejsza sie po inkubacji z aktynomycyng D [24],
Oddziatywanie TIFIA z NMI obserwowano niezaleznie od
stanu aktywnosci transkrypcyjnej komorki, jednakze two-
rzenie tego wigzania jest mozliwe tylko, jezeli TIFIA jest
ufosforylowany na Ser 649, kluczowej dla regulacji tworze-
nia kompleksu inicjacyjnego. Wydaje sie wiec, ze w trans-
krypcji zaleznej od RNAPI istotne jest oddziatywanie poli-
merazy zarowno z NMI, jak tez z TIF-1A (Ryc. 2).
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Jadro komorkowe

Rycina 2. Schemat udziatu jadrowej miozyny | (NMI) i aktyny w tworzeniu
kompleksu inicjujacego transkrypcje przy udziale polimerazy | (Pol-1). TIF-1A,
czynnik transkrypcyjny; P, miejsce fosforylacji; 18S, 5,85 i 28S, podjednostki ry-
bosomalnego RNA.

Jaka doktadnie role odgrywa NMI w procesie transkryp-
cji? Uwaza sie, ze biatko to, z uwagi na swoje oddziatywanie
z TIF-1A, moze by¢ zaangazowane na etapie inicjacji trans-
krypcji. Potwierdzajg to wyniki doswiadczeA immunopre-
cypitacji chromatyny pokazujgce, ze zaréwno NMI, jak i TI-
F1A oddziatujg z promotorem, ale nie z rejonem kodujgcym
rDNA [24]. Przytgczanie polimerazy do kompleksu NMI z
TIF-1A moze by¢ utlatwione dzieki oddziatywaniu NMI z
aktyng, ktora wigze sie bezposSrednio z RNAPI [26], W ko-
lejnych pracach pokazano jednak nieco odmienne rezulta-
ty: NMI znajdowano zar6wno na obszarze promotora, jak
tez w rejonie kodujagcym [27] oraz miedzygenowym rDNA
[28]. Roznice te prawdopodobnie wynikajg z zastosowania
przez autor6w prac roznych przeciwciat przeciwko NMI,
CO sugeruje, ze biatko to przyjmuje odmienng konformacje
zaleznie od rejonu DNA, z ktérym oddziatuje [28]. Zjawisko
to moze by¢ zwigzane réwniez z przeksztatceniem struk-
tury innego skitadnika kompleksu transkrypcyjnego, przy-
puszczalnie RNAPI, ktérej zmiana konformacji jest niezbed-
na przy przejSciu z fazy inicjacji transkrypcji do elongacji.
Takze wyniki uzyskane w tescie transkrypcji in vitro wska-
zujg, ze NMI odgrywa istotng role na etapie p6zniejszym
niz inicjacja, poniewaz w obecnosci przeciwciata anty-NMI
zmniejsza sie ilos¢ powstajacego pre-mRNA o petnej dtugo-
§ci, natomiast ilo$¢ transkryptéw o dtugosci 3 nukleotydow
pozostaje niezmieniona [27], Percipalle i wsp. sugeruja, ze
NMI petni istotng funkcje w przebudowie chromatyny, po-
niewaz wraz z WSTF (ang. Williams syndrome transcription
factor) oraz ATPazg SNF2h wchodzi w skfad kompleksu
modyfikujgcego chromatyne WICH [27], Zmiany struktury
chromatyny stanowig jeden z mechanizméw regulujgcych
dostep aparatu transkrypcyjnego do promotoréw genow,
a takze sg niezbedne na etapie elongacji transkrypcji [29],
Wykazano, ze NMI, WSTF i SNF2h oddziatujg zaréwno
z RNAPI, jak tez z rejonem promotorowym i kodujacym
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rDNA. Ponadto, obnizenie syntezy NMI oraz WSTF za
pomocg RNAI zmniejsza synteze pre-RNA in vitro, a prze-
ciwciata skierowane przeciwko WSTF obnizajg transkryp-
cje zalezng od RNAPI na chromatynie, lecz nie na matrycy
nagiego DNA [27]. Ten ostatni rezultat jest jednak kontro-
wersyjny, poniewaz we wczesniejszych pracach pokazano,
ze przeciwciato anty-NMI hamuje transkrypcje na obu tych
typach matrycy [24], co sugeruje, ze funkcja NMI polegajgca
na wspotdziataniu z WICH w przebudowie chromatyny nie
jest jej jedyna rolg w transkrypcji.

Kolejnym istotnym pytaniem jest czy NMI funkcjonu-
je w jadrze samodzielnie, czy tez dzieki oddziatywaniu z
aktyng. W cytoplazmie wszystkie miozyny peinig swojg
funkcje poprzez wspétdziatanie z aktyna, trudno wiec sobie
wyobrazi¢, aby w jadrze bylo inaczej. Teze te potwierdza
fakt, ze aktyna jest niezbedna w transkrypcji zachodzacej z
udziatem wszystkich trzech polimeraz RNA, oddziatuje z
polimerazg oraz z nowo powstajgcymi czasteczkami RNA,
a przeciwciata przeciwko aktynie hamujg transkrypcje na
chromosomach politenicznych Chironomus tentans. Diugo
jednak brakowato bezposrednich dowod6éw na wspoétdzia-
tanie aktyny z miozyng w jadrze, natomiast pokazano pew-
ne réznice w ich funkcjonowaniu. Aktyna bowiem wigze sie
z RNAPI bezposrednio, natomiast NMI, jak juz wspomnia-
no, poprzez TIF-1A. Pojawity sie wiec sugestie, ze oba biat-
ka peinig w transkrypcji niezaleznie role strukturalng [26].
Istnieje réwniez alternatywna mozliwos¢, ze oddziatywanie
NMI z aktyng moze utatwia¢ wigzanie TIF-1A z polimerazg
i dzieki temu by¢ istotne w procesie tgczenia roznych czesci
maszynerii transkrypcyjnej w jeden duzy, skiadajacy sie z
wielu podjednostek kompleks biatkowy (Ryc. 2). Aktomio-
zyna w jadrze moze tez by¢ odpowiedzialna za wytwo-
rzenie sity i petni¢ funkcje motoru molekularnego ,,nape-
dzajacego" transkrypcje i uczestniczagcego w przesuwaniu
takich duzych kompleksow biatkowych wzgledem réwnie
wielkiej czasteczki DNA. Aktywno$¢ motoryczng posiada
rowniez sama polimeraza RNA, lecz prawdopodobnie nie
jest ona jedynym motorem molekularnym zaangazowa-
nym w transkrypcje. Potwierdzajg to wyniki doSwiadczen
przeprowadzonych przez Ye i wspétautoréow, ktorzy po-
kazali, ze w transkrypcji RNAPI niezbedne sg filamenty
aktynowe, a $rodki hamujace polimeryzacje aktyny, takie
jak cytochalazyna D i latrunkulina B, zmniejszajg synteze
pre-rRNA in vitro w stopniu zaleznym od dawki [28]. Na
proces transkrypcji wptyw majg takze biatka regulujace stan
rownowagi pomiedzy F-aktyna (spolimeryzowana) i G-ak-
tyng (monomeryczng) oraz mutacje aktyny indukujgce lub
hamujace polimeryzacje [28]. Aktyna w jadrze nie wystepu-
je w postaci dtugich, stabilnych filamentéw podobnych do
tych obserwowanych w cytoplazmie, lecz tworzy krétsze i
bardziej dynamiczne struktury [30]. Wiadomo, Ze miozyny
oddziatuja witasnie z filamentami aktynowymi, a nie z ak-
tyng globularng. Wykazano réwniez, ze w obecnosci ATP
zmniejsza sie wigzanie aktyny oraz NMI1 z TIF-1A i RNAPI,
a wiec oddziatywanie miozyny z aparatem transkrypcyj-
nym jest zalezne od wigzania i hydrolizy nukleotydu [28],
Ponadto, mutacje NMI, zaburzajgce jej zdolno$¢ do wigza-
nia sie z aktyng lub do hydrolizy ATP, powodujg ostabienie
jej oddziatywania z RNAPI oraz z rDNA (ale nie z TIF-1A).
Prowadzi to do zmniejszenia ilosci polimerazy zwigzanej z
rejonem kodujgcym pre-RNA, lecz nie z obszarem promo-
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tora rDNA. Wydaje sie wiec, ze zalezna od aktyny aktyw-
no$¢ motoryczng NMI jest niezbedna dla jej oddziatywania
z RNAPI i rDNA oraz w elongacji transkrypcji [28],

Znaczenie oddziatywania pomiedzy NMI i aktyng oraz
aktywnosci motorycznej miozyny dla translokacji udo-
kumentowano jeszcze w dwdch innych publikacjach, w
ktoérych badano transport fragmentow chromosomow we-
whnatrz jadra. Praca Fiu i wsp. pokazuje, ze po stymulacji
jadrowego receptora estrogenowego (ERa) za pomocg 17p~
estradiolu dochodzi do szybkiego przemieszczania sie re-
jonow regulatorowych znajdujacych sie na dwéch réznych
chromosomach i oddziatywania tych obszaréw w obrebie
tzw. granul interchromatynowych (ang. interchromatin gra-
nules), zawierajgcych czynniki niezbedne w elongacji trans-
krypcji oraz obrébce postranskrypcyjnej pre-mRNA [31].
Prowadzi to do zwiekszonej ekspresji genéw regulowanych
przez receptor estrogenowy. Oddziatywanie pomiedzy
chromosomami nie jest obserwowane po mikroiniekcji do
jadra ludzkich komorek raka piersi (MCF7) przeciwciata lub
siRNA skierowanego przeciwko NMI, a takze przeciwko
aktynie. Efekt przeciwciata oraz wyciszenia ekspresji genu
NMI byt znoszony dzieki nadprodukcji w komérce NMI
dzikiego typu, natomiast nie wéwczas, gdy komorki trans-
fekowano zmutowanymi formami NMI, kt6re nie wigzg sie
z aktyng lub ATP. NMI peini wiec istotng funkcje w przebu-
dowie okreslonych rejonow jadra, co stanowi nowy sposob
regulacji transkrypcji przynajmniej niektérych genéw doce-
lowych receptoréw jadrowych [31].

Rowniez praca Chuanga i wsp. sugeruje, ze NMI moze
uczestniczy¢ w transporcie pewnych fragmentéw chromo-
somow po stymulacji transkrypcji [32]. Pokazali oni, ze w
komorkach jajnika chomika chifnskiego CHO DG44 nieak-
tywne rejony chromosomoéw, zlokalizowane najczesciej na
obszarach peryferyjnych blisko btony jgdrowej, po aktywa-
cji sa przemieszczane w kierunku centrum jadra. Ruch ten
odbywa sie na znacznych odlegtosciach 1-5 pm, z predko-
$cig 0,1-0,9 pm/min, prostopadle do btony jadrowej oraz
jest zalezny od oddziatywania pomiedzy aktyna i NMI.
Mutacja miozyny zaburzajgca jej zdolno$¢ do przesuwa-
nia filamentow aktynowych w tescie in vitro prowadzi do
znacznego opdznienia transportu, czego nie obserwowano
po indukcji syntezy zmutowanej formy NMI zachowujacej
jednak aktywno$¢ motoryczng. Z kolei nadprodukcja akty-
ny z mutacjg uniemozliwiajaca jej polimeryzacje powoduje
catkowite zahamowanie translokacji, a wprowadzenie akty-
ny z mutacjg stabilizujgcg filamenty przyspiesza transport.
Prawdopodobnie wiec mechanizm tego ruchu bezposred-
nio wymaga zaangazowania F-aktyny i miozyny [32],

Wydaje sie rowniez, ze NMI moze uczestniczy¢ w nie-
zaleznym od transkrypcji transporcie wewnatrz jadra oraz
w eksporcie jadrowym. Zarowno NMI, jak i aktyna ulegaja
precypitacji z biatkiem S6, bedgcym sktadnikiem matej pod-
jednostki rybosomu oraz wspdlnie z nim wystepujg w rejo-
nach peryferyjnych jadra i w porach jagdrowych, a zahamo-
wanie funkcji miozyny za pomoca przeciwciata powoduje
akumulacje biatka S6 w rejonie jaderka [33]. NMI petnitaby
tu funkcje transportowg, analogiczng do roli wielu miozyn
w cytoplazmie. Pewne dane wskazujg wiec, ze rola NMI w
jadrze nie ogranicza sie jedynie do jej funkcji w transkrypcji.
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Sugeruje to réwniez obecno$¢ NMI zaré6wno na aktywnych,
niemetylowanych genach rDNA, jak tez na genach mety-
lowanych, w ktérych transkrypcja zostata epigenetycznie
wyciszona [28], Rola NMI w jadrze wydaje sie wiec by¢
ztozona i z pewnoscig konieczne sg dalsze prace dotyczace
wyjasnienia mechanizmu jej tam dziatania.

MIOZYNA VI

Jedng z najbardziej interesujgcych miozyn niekonwencjo-
nalnych jest miozyna VI. Uczestniczy ona w wielu waznych
procesach biologicznych, takich jak np.: migracja, transport
wewnatrzkomoérkowy, podziat komérkowy. Po raz pierw-
szy zostata opisana u Drosophila [34]; obecnie uwaza sie, ze
powszechnie wystepuje u wyzszych eukariontéw [35]. Wy-
kazano, ze mutacje w genie miozyny VI prowadzg do zabu-
rzen stuchu, destabilizacji architektury aparatu Golgiego, a
takze mogg prowadzi¢ do kardiomiopatii przerostowej [35].
Natomiast podwyzszenie poziomu ekspresji genu tego biat-
ka obserwowano w zto$liwych formach nowotworow jajni-
ka [36] i prostaty [37],

Jej tancuch ciezki o m. cz. ok. 140 kDa (Ryc. 1) zawiera
unikalng wstawke (53 reszty aminokwasowe). Do tafcucha
ciezkiego miozyny VI moga przytaczaé sie dwie czasteczki
kalmoduliny (Yafncuchy lekkie): jedna czasteczka do klasycz-
nego motywu 1Q w szyjce, druga —do wstawki. W nastep-
stwie przytaczenia sie kalmoduliny do wstawki zachodzg
zmiany w strukturze biatka, warunkujgce unikalny ruch
miozyny VI w kierunku konca filamentu aktynowego.
W C-koricowym rejonie domeny helikalnej pateczki znajdu-
je sie natomiast fragment, ktéry wykazuje wysokie prawdo-
podobienstwo tworzenia superhelisy. Dlatego przypuszcza
sie, ze czasteczki miozyny VI moga wystepowac w postaci
dimerdw, aczkolwiek ta kwestia wcigz pozostaje niewyja-
$niona [38], Znajdujaca sie w pateczce domena globularna
odpowiedzialna jest za oddziatywania z biatkami, bedacymi
wiasciwymi partnerami miozyny VI. W jej obrebie wyroz-
niono dwie wstawki [39], ktére w wyniku alternatywnego
splicingu warunkujg istnienie 4 izoform biatka. Ich wyste-
powanie wydaje sie by¢ tkankowo specyficzne, a dtugosé
poszczegblnych wstawek zréznicowana gatunkowo. Do-
tychczas zidentyfikowano kilka biatek wigzacych sie z do-
meng globularng miozyny VI. Sa to na przyktad: Dab2 (ang.
disabled 2) —odpowiedzialne za wystepowanie miozyny VI
na pecherzykach optaszczonych klatryng [40], GIPC —wa-
runkujace jej obecno$¢ na pecherzykach nieoptaszczonych
(ang. uncoated vesicles) [41] oraz w tzw. regionie ciatka $rod-
kowego (ang. midbody region) podczas cytokinezy [11], opti-
neuryna — oddziatujgca z miozyng VI w obrebie aparatu
Golgiego [42] czy Sap97 —zlokalizowane na pecherzykach
synaptycznych [43], Za ich po$rednictwem miozyna VI za-
angazowana jest w procesy endocytozy, wydzielania biatek,
warunkuje utrzymywanie odpowiedniej struktury aparatu
Golgiego i jego funkcjonowanie, bierze udziat w podziale
komdrkowym [10].

Miozyna VI to motor procesywny, poruszajacy sie —jak
juz wczesniej wspomniano — w kierunku konca fila-
mentu aktynowego, najprawdopodobniej dzieki wspomnia-
nej wyzej wstawce [44], Wykazano, ze jej krok roboczy jest
zaskakujgco dtugi (ok. 30-36 nm dla formy dimerycznej)
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i zalezy od wielkos$ci przytgczonego tadunku [45], Mozna
przypuszczaé¢ zatem, ze miozyna VI jest kluczowym ele-
mentem dynamicznych procesdw organizacji architektury
komorkowej i transportu wewnatrzkomorkowego. W ba-
daniach prowadzonych na réznych liniach komérkowych
wielokrotnie pokazywano, ze miozyna VI wystepuje na pe-
cherzykach, w aparacie Golgiego i w pofatdowaniach btony
krawedzi wiodacej poruszajacej sie komarki.

W ostatnim czasie ukazaly sie dwa doniesienia opisujace
obecnos$¢ miozyny VI w jadrze komérkowym [46,47], Wyka-
zano, ze po wywotaniu uszkodzen DNA w komorce, ktore
aktywuja zalezny od czynnika transkrypcyjnego p53 szlak
prozyciowy, nastepuje dramatyczna zmiana lokalizacji mio-
zyny VI, a mianowicie jej przemieszczenie z cytoplazmy do
jadra komoérkowego i przestrzeni okotojgdrowej [46], Au-
torzy zaobserwowali réwniez, ze biatko p53 przytacza sie
do rejonéw promotorowych genu miozyny VI i aktywuje
jego ekspresje [46]. W kolejnej pracy pokazano natomiast, ze
miozyna VI oddziatuje z kompleksem polimerazy RNAPII i
kolokalizuje z nowo powstatymi transkryptami [47], Po za-
blokowaniu miozyny VI przy uzyciu swoistych przeciwciat
dochodzi do zahamowania transkrypcji w tescie transkrypcji
in vitro, aw warunkach in vivo —spada wydajnos¢ ekspresji
niektorych genéw, np. LDLR (ang. low-density lipoprotein re-
ceptor). Przypuszcza sie, ze to biatko motoryczne moze mo-
dulowac zalezng od polimerazy RNA typu Il transkrypcje
genow [47]. Réwniez w naszych badaniach wykazalismy,
ze miozyna VI wystepuje w jagdrze komoérkowym, gdzie, po
stymulacji komérek chlorkiem potasu lub inkubacji z inhi-
bitorem eksportu jadrowego —Ileptomycyng B, nasila sie jej
kolokalizacja z czynnikiem transkrypcyjnym Spl w jadrze
komérkowym. Ponadto, przeprowadzona przez nas anali-
za bioinformatyczna sekwencji aminokwasowej miozyny
VI ujawnita obecno$¢ w obrebie pateczki siedmiu przypusz-
czalnych sekwencji lokalizacji jadrowej (NLS, ang. nuclear
loacalization signal) i jeden prawdopodobny motyw eksportu
jadrowego (NES, ang. nuclear export signal).

Oczywistag wydaje sie konieczno$¢ prowadzenia dal-
szych badan, ktoére pozwolg wyjasni¢ role miozyny VI w
jadrze. Wcigz bowiem otwarte pozostajg pytania — jakie
moze petni¢ tam funkcje, jakie wystepujg tam izoformy, czy
i jak aktywnie uczestniczy w procesie transkrypcji genow,
czy wspdidziata z aktyng?

MIOZYNA XVI

Klase XVI nadrodziny miozyn zidentyfikowano tylko u ssa-
kéw. Biatka te wystepujg w postaci dwoch izoform: MyoXVla
i MyoXVIb. Masa czgsteczkowa tancuchéw ciezkich tych
miozyn wynosi, odpowiednio, ok. 150 kDa i 210 kDa. Budo-
wa strukturalna prezentuje typowg dla nadrodziny miozyn
organizacje domenowg (Ryc. 1). Charakterystyczng cechg
tej klasy jest obecno$¢ na N konicu (jeszcze przed domeng
motoryczng) domeny ankirynowej, ktoéra sugeruje mozli-
wos$é oddziatywania z podjednostkami katalitycznymi la i
ly fosfatazy biatkowej 1 [48]. Fosfataza ta bierze udziat w
waznych procesach komérkowych, m. in.: transkrypcji, doj-
rzewaniu i transporcie RNA [49], W C-koncowej domenie
miozyny, pateczce, nie zidentyfikowano rejonu a-helikal-
nego, co sugeruje wystepowanie tych biatek w postaci mo-
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nomerycznej [50]. Analiza sekwencji ujawnita obecno$¢ w
pateczce miozyny XVIb motywédw bogatych w reszty proli-
nowe, umozliwiajagcych oddziatywanie z profiling, biatkiem
uczestniczacym w regulacji organizacji cytoszkieletu akty-
nowego [51].

Po raz pierwszy biatka tej klasy odkryto w komdrkach
nerwowych i wykazano, ze ich synteza zachodzi przede
wszystkim podczas rozwoju tkanki nerwowej [48],

Dominujacg izoforme, MyoXVlIb, zlokalizowano w ja-
drach komorek podczas interfazy [50]. Wykazano, ze za jej
jadrowg lokalizacje odpowiedzialny jest C-koncowy rejon
pateczki, obejmujgcy reszty aminokwasowe 1616-1912 [50].
Krétsza izoforma, XVla, nie posiada tego fragmentu, a jej
wystepowanie ogranicza sie tylko do cytoplazmy. Uzasad-
nionym wydaje sie przypuszczenie, ze biatka te sg zaanga-
zowane w rézne procesy. Pokazano, ze miozyna XVIb w ja-
drze znajduje sie pomiedzy miejscami okupowanymi przez
euchromatyne (pule aktywnej transkrypcyjnie chromatyny),
w ktorych obserwuje sie obecnos¢ profiliny oraz spolime-
ryzowanej aktyny; moze to wskazywaé na jej uczestnictwo
w regulacji procesu polimeryzacji aktyny jadrowej [50]. Co
wiecej, w rejonach lokalizacji tej izoformy wystepujg biatka
bedace markerami fazy S cyklu komérkowego; PCNA (ang.
proliferating celi nuclear antigen) i cyklina A. Wykazano takze,
ze nadprodukcja miozyny XVIb powoduje op6znienie prze-
biegu fazy S cyklu komoérkowego, podczas ktérej odbywa
sie replikacja genomowego DNA, poprzedzajgca podziat
komoérkowy. Ma to swoje nastepstwa w postaci wydtuzenia
sie cyklu proliferacji komérek [50], Jednakze w przeprowa-
dzonych badaniach nie zaobserwowano udziatu miozyny
XVIb w procesie mitozy [60]. Do okre$lenia precyzyjnej
funkcji jakg miozyny tej klasy petnig w komdrce, konieczne
jest przeprowadzenie kolejnych badan, aczkolwiek obecne
dane doswiadczalne moga sugerowac jej zaangazowanie w
procesie replikacji i naprawy DNA. Poza tym przypuszcza
sie, ze miozyna XVIb nalezy do grupy kluczowych czynni-
kéw regulujgcych (ang. key regulator) podczas embrionalne-
go rozwoju uktadu nerwowego [50].

MIOZYNA XVl

Do rodziny XVIII nalezg MysPDZ (miozyna XVIIIA) i
miozyna XVII1B oraz homologiczne biatka wystepujace u
Drosophila [52]. £ancuch ciezki miozyn XVIII przedstawia
typowg dla miozyn podstawowg organizacje strukturalng
(Ryc. 1). Zbudowany jest z domeny: motorycznej, jednej do-
meny 1Q, do ktdrej przytacza sie czgsteczka kalmoduliny,
oraz dtugiej pateczki podzielonej na czes¢ helikalng i C-konA-
cowq cze$¢ globularng. W czesci helikalnej mozna wyréz-
ni¢ region superhelisy, umozliwiajacy tworzenie dimerdw.
Po raz pierwszy miozyna tej klasy zostata zidentyfikowana
w komadrkach hematopoetycznych zrebu szpiku kostnego
uzyskanych z myszy szczepu C57BL/6 [53].

Miozyna XVIIIA zawiera, oprécz opisanych wyzej do-
men, N-koncowg domene PDZ; uwaza sie, ze domena ta
bierze udziat w wigzaniu kanatéw jonowych i receptoréow
btonowych oraz jest odpowiedzialna za wigzanie tych re-
ceptoréw z enzymami efektorowymi [53]. W budowie tan-
cucha ciezkiego miozyny XVIIIA zidentyfikowano réwniez
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rejon KE bogaty w reszty lizyny i kwasu glutaminowego,
ktory wskazuje na mozliwos$¢ jadrowej lokalizacji biatka.
Ze wzgledu na brak doniesien nie wiadomo czy miozyna
XVIIIA faktycznie wystepuje w jadrze komorkowym i jaka
moze petni¢ tam funkcje.

Kolejnym biatkiem klasy XVIII jest miozyna XVIIIB. Jej
sekwencja aminokwasowa wykazuje w ~ 40% homologie
do miozyny XVIIA [54]. Lancuch ciezki miozyny XVIIIB
ma mase okoto 250 kDa, nie zidentyfikowano w nim do-
men PDZ i KE charakterystycznych dla miozyny XVIIIA.
Natomiast na N- i C-konicu znaleziono unikalne sekwen-
cje, ktére nie wykazujg — oprécz motywu lokalizacji ja-
drowej (NLS) — homologii do zadnego znanego biatka.
Motyw lokalizacji jadrowej znajduje sie miedzy 2377-2338
resztg aminokwasowg tancucha ciezkiego [57], Poza tym,
w pateczce wyrdzniono domene FERM homologiczng do
taliny, ktora determinuje lokalizowanie sie biatek w btonie
plazmatycznej [52],

Wykazano obecno$¢ tego biatka w migsniach szkieleto-
wych, w sercu, jadrach oraz szpiku kostnym [55]. Wykaza-
no, ze miozyna XVIIIB petni wazng funckje w rozwoju raka
ptuc; uwaza sig, ze w tym procesie moze ona odgrywac role
czynnika supresorowego. W przeprowadzonych badaniach
pokazano, ze nadprodukcja miozyny XVI1IB hamuje po-
dziaty i wzrost komérek nowotworowych [55]. Wszystkie
badane linie wykazywaty obnizong ekspresje genu mio-
zyny XVIIIB, spowodowang gtownie czynnikami epigene-
tycznymi: metylacjg promotora i acetylacjg histondéw [56].
Jednakze, znaczenie tych obserwacji dla procesu kanceroge-
nezy pozostaje niejasne.

Interesujgce wydajg sie wyniki badan poswieconych lo-
kalizacji komdrkowej miozyny XVIIIB w komoérkach mio-
gennych i mie$niach szkieletowych. W mioblastach wyste-
puje ona w cytoplazmie, natomiast podczas réznicowania
mioblastébw w miotuby pewna pula biatka koncentruje
sie w jadrach komdrkowych [57]. W dojrzatych miesniach
szkieletowych biatko to rowniez wystepuje w jadrach ko-
moérkowych. Wiadomym jest, ze kazdy proces ré6znicowania
wigze sie nie tylko z reorganizacjg cytoszkieletu, ale takze z
aktywacjg specyficznych gendw. Dlatego przypuszcza sie,
ze miozyna XVIIIB, podobnie jak wcze$niej opisane miozy-
ny klas 1'i VI, moze by¢ zaangazowana w proces regulacji
transkrypcji genow; wyjasnienie tej kwestii wymaga prze-
prowadzenia dodatkowych badan.

PODSUMOWANIE

Od ponad dekady pojawiajg sie doniesienia o obecnosci
aktyny i biatek motorycznych nalezacych do nadrodziny
miozyn w jadrze komo6rkowym, a takze o ich zaangazowa-
niu w procesy transkrypcji i transportu wewnatrzjagdrowe-
go. Wykazano obecno$¢ w jagdrach miozyny IC (jej jadrowej
izoformy, NMI), VI, XVIb i XVIIIB. O ile do$¢ duzo wiado-
mo o roli miozyny | w jadrze, to wcigz niewiele jest publika-
cji poswieconych innym izoformom miozyn tam wystepuja-
cych. Nalezy zwr6cié¢ uwage, ze uzyskane dane pochodzg w
duzej mierze z badan na liniach komérek nowotworowych,
gdzie po pierwsze procesy transkrypcji s§ wzmozone, a po
drugie w komérkach tych zaobserwowano podwyzszone
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poziomy syntezy niektorych miozyn, np. VI w komérkach
raka jajnika czy prostaty [36,37].

Lektura dotychczasowych doniesien jednoznacznie pro-

wadzi do wniosku, iz petne zrozumienie roli i mechanizmu
dziatania miozyn w jadrze komérkowym wymaga z pew-
noscig dalszych badan.
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ABSTRACT

Myosins, actin-dependent molecular motors are expressed in almost all eukaryotic cells where are engaged in a panoply of cellular processes
such as muscle contraction, cell migration and adhesion, intracellular trafficking, cytokinesis, endocytosis and secretion. In recent years a
number of reports has been published revealing nuclear localization of myosins as well as actin and actin-binding proteins. Namely, nuclear
form of myosin IC (NMI), myosin VI, myosin XVIB and myosin XVIIIB were found in nucleus. NM1 and myosin VI seem to be involved in
gene transcription and possibly intranuclear transport. In this paper, current knowledge on the role of myosin motors in nucleus has been

presented.
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WSKAZOWKI

Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Biochemii" moga
mieé¢ charakter artykutéw monograficznych, krétkich not o najnow-
szych osiggnieciach i pogladach oraz listéw do Redakcji. Redakcja nie
ogranicza objetosci manuskryptéw, jakkolwiek w kazdym przypadku
zalecana jest zwiezto$¢ stylu, bez utraty jasnosci przekazu.

Autorzy odpowiadaja za prawidtowos$¢ i $cistos¢ podawanych infor-
macji oraz poprawno$¢ cytowanego pismiennictwa. Ujecie prac winno
by¢ syntetyczne, a przedstawione zagadnienia zilustrowane za pomoca
tabel i rycin (wykresy, schematy, reakcje, wzory chemiczne, fotogra-
fie), w uzasadnionych przypadkach kolorowych. W przypadku, gdy
Autorzy zamierzajg wiaczy¢ do swego artykutu ilustracje publikowane
przez autoréw cytowanych prac oryginalnych, do czego Redakcja za-
checa, nalezy uzyskac i przekaza¢ nam zgode na przedruk, zaré6wno od
autoréw, jak i z wydawnictwa. Niemniej konstruowanie oryginalnych
rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa jest row-
niez mile widziane. Przekazanie artykutu do redakcji jest rownoznacz-
ne z oSwiadczeniem, ze nadestana praca nie byta publikowana ani nie
zostata zgtoszona do publikacji w innym czasopismie, natomiast jezeli
zostanie ogtoszona w ,,Postepach Biochemii", jej publikacja w cato$ci
lub we fragmentach w innym czasopi$mie wymagac¢ bedzie uprzedniej
zgody Redakcji.

Redaktor Naczelny lub Redaktor Prowadzacy prace podejmuje de-
cyzje o przyjeciu lub odrzuceniu manuskryptu na podstawie wtasnej
opinii i opinii dwéch niezaleznych recenzentéw, w ciggu 6 tygodni od
momentu otrzymania artykutu. W przypadku, kiedy praca wymaga
poprawek odautorskich, Autorzy otrzymujg drogg elektroniczng opi-
nie recenzentéw i proszeni sa 0 przygotowanie poprawionej wersji
manuskryptu i odestanie go do Redakcji w ciggu 8 tygodni. Ostatecz-
ng decyzje o przyjeciu pracy podejmuje Redaktor Naczelny w ciggu 2
tygodni od otrzymania poprawionej wersji manuskryptu.

Autorzy sg zobowigzani do wykonania korekty autorskiej i poinfor-
mowania Redakcji o koniecznych zmianach, pocztg elektroniczng lub
faksem, w ciggu 3 dni od chwili otrzymania.

Kazdy z Autoréw otrzymuje jeden egzemplarz numeru ,,Postepow
Biochemii", w ktérym ukazat sig jego artykut.

WSKAZOWKI SZCZEGOLOWE:

Przed przystapieniem do napisania artykutu Autorzy sg prosze-
ni o zapoznanie sie z najnowszym numerem ,Postepéw Biochemii”,
aby przygotowac prace pod wzgledem edytorskim, jezykowym oraz
jakosci materiatu ilustracyjnego, ktére beda odpowiadatly aktualnym
wymogom Redakcji. Artykuty powinny by¢ pisane jezykiem nauko-
wym, lecz zrozumiatym dla niespecjalistow. Poprawno$¢ logiczna i
stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznaczno$¢ i czytelno$¢. Auto-
rzy winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze
ogranicza¢ stosowanie skrotow nawet, jesli bywajg uzywane w pra-
cach specjalistycznych. Kazda z prac nadestanych do Redakcji podlega
ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja zastrzega
sobie prawo dokonania skrécenia tekstu i wprowadzenia koniecznych
zmian, réwniez w materiale ilustracyjnym.

PRZYGOTOW ANIE MANUSKRYPTU:

Prosimy o nadsytanie prac pocztg elektroniczng. W wyjatkowych
przypadkach dopuszcza sie, przysytanie prac na dyskietce lub ptycie
CD. Tekst winien by¢ zapisany jako *.doc w formacie IBM PC, a pliki
zawierajace ryciny jako: *.tif, *.cdr, *.psd lub *.eps. Tekst powinien by¢
napisany z zachowaniem podwdjnego odstepu miedzy wierszami, z
uzyciem czcionki Times New Roman 12 lub Arial 12. Symbole i zna-
ki specjalne prosimy wstawia¢ komendg ,insert". W tek$cie prosimy
wskaza¢ miejsce umieszczenia figur i tabel.

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:

W skazany jest podziat artykutu na nienumerowane rozdziaty i pod-
rozdziaty.

Strona 1 (tytutowa) zawiera tytut artykutu, imiona i nazwiska Au-
toréw (ze wskazaniem autora korespondujgcego), tytut naukowy kaz-
dego z Autoréw iich miejsce pracy z adresem pocztowym, numerem
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telefonu iadresem poczty elektronicznej, stowa kluczowe (do 6), wykaz
stosowanych skrétéw (do 10) w porzadku alfabetycznyih (ograniczony
do niezbednego minimum) oraz skrécony tytut pracy (do 25 znakow).

Kolejno numerowane strony obejmujg streszczenie (do 150 wyra-
z6w), tekst pracy i piSmiennictwo. Na kolejnych stronach winny by¢
umieszczone tabele oraz tytuty i objasnienia rycin. Ostatnia strona win-
na zawiera¢ nastepujace informacje w jezyku angielskim: tytut artyku-
tu, imiona inazwiska Autoréw oraz miejsca pracy, stowa kluczowe (do
6) i krotkie streszczenie artykutu (do 150 wyrazow).

Pismiennictwo: Nalezy unika¢ nadmiernej liczby cytowan orygi-
nalnych prac, odsytajac czytelnikéw w miare mozliwosci do artykutéw
przegladowych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyzej 70 publika-
cji, w wiekszosci pochodzacych z ostatnich 10 tat. Wykaz pismiennic-
twa obejmuje prace w kolejnosci ich cytowania. W teks$cie, zaznacza
sie je liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np.
[3,7,9-26]. Spos6b cytowania prac oryginalnych (1) i przegladowych
(2), ksigzek (3), rozdziatéw z ksigzek jednotomowych (4), rozdziatow
z tomow serii opracowanych przez r6znych redaktoréow (5) wskazujg
ponizej podane przykfady:

1.Jiang QX, Wang ON, MacKinnon R (2004) Electron microscopic analysis ol Kv AP
voltage-dependent K' channes in an open conformation. Nature 430: 806-810

2. Toyoshima C, Inesi G (2004) Structural basis of ion pumping by Ca2+-ATPase of
the sarcoplasmic reticulum. Annu Rev Biochem 73: 269-292

3. Dotowy K, Szewczyk A, Pikuta S (2003) Btony biologiczne, Wydawnictwo Nauko-
we Slask, Katowice, Warszawa

4. Michalak M, Nakamura K, Papp S, Opas M (2000) Calreticulin and dynamics of
the endoplasmic reticulum lumenal environment, W: Pochet R (red) Calcium:
the molecular basis of calcium action in biology and medicine. Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht, Boston, London, str. 191-205

5. Darzynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja konca 5'
(KAPU) mRNA iU snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski J (red) Na pograniczu
chemii i biologii, t IV. Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu im. Adama Mic-
kiewicza w Poznaniu, Poznan, str. 143-179

Tabele winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem iewentualnie
takze niezbednymi objasnieniami umieszczonymi pod tabelg. Wielko$¢
tabel powinna by¢ dostosowana do szerokosci jednego tamu (8,5 cm)
lub strony (18 cm).

llustracje: ryciny winny by¢ zapisane jako: *.tif, *.cdr, *.psd, lub
*.eps. Ryciny powinny by¢ wykonane w skali 1:1. Wielko$¢ ryciny po-
winna by¢ dostosowana do szerokosci jednego tamu (8,5 cm) lub stro-
ny (18 cm). Na rycinach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz
postugiwac sie skrétami. Opisy na rysunkach powinny by¢ wykonane
czcionkg Arial 8 p. llustracje i tabele prosimy przesyta¢ w osobnych
plikach. Bitmapy (pliki tif, psd) powinny mie¢ minimalng rozdziel-
€z0$¢300 dpi dla obrazéw kolorowych i skali szaroéci (zdjecia czarno
biate) oraz 600 dpi dla ilustracji czarno-biatych (schematy, wzory struk-
turalne zawierajace tylko czern i biel).

Prace w formie elektronicznej prosimy przesyta¢ na adres:
postepy@nencki.gov.pl

W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem odpowiedniego opro-
gramowania, prosimy o przystanie pracy na dyskietce lub ptycie CD;
zabezpieczonej przed uszkodzeniem w czasie transportu, na adres:

Stawomir Pikuta

redaktor naczelny kwartalnika ""Postepy Biochemii®

Instytut Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Optata za druk: Zgodnie z decyzjg Zarzadu Gtéwnego Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego, od 1 stycznia 2006 roku, Towarzystwo
pobiera od Autoréw optate, pokrywajaca czeSciowo koszt druku arty-
kutu. Optata za wydrukowanie jednej strony artykutu wynosi 150 zi.
Szczego6towe informacje zamie$ciliSmy pod adresem:

www.postepybiochemii.pl/oplaty.htm
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Kilkuletnie starania o pozyskanie srodkéw finansowych z funduszy strukturalnych UE w okresie 2004-
2006 zakonczyty sie wielkim sukcesem Centrum Zaawansowanych Technologii ,,Biotechnologii, In-
formatyki Stosowanej i Medycyny - Kampus Ochota™. W ramach projektu Wyposazenie Laboratorium
Obrazowania Biologicznego i Medycznego, koordynowanego przez Instytut Biologii DoSwiadczalnej
PAN im. Marcelego Nenckiego, a wykonywanego wspolnie z Akademig Medyczng i Uniwersytetem
Warszawskim, zrealizowane zostaty inwestycje aparaturowe o wartosci ponad 15 milionéw ztotych.
Jest to najwiekszy tego typu projekt w ramach SPO WKP 1.4 w Polsce.

W ramach tego projektu do Laboratorium Mikroskopii Elektronowej Instytutu Nenckiego zakupiono
wysokorozdzielczy (0,2 nm) elektronowy mikroskop transmisyjny JEM 1400 (JEOL Co., Japonia 2008).
Ten elektronowy mikroskop cyfrowy jest sterowany z platformy Windows XP i jest wyposazony w
mikroanalizator rentgenowski (EDS INCA Energy TEM, Oxford Instruments) oraz system do tomografii
i kamere CCD MORADA (SiS-Olympus). Przy pomocy tego zestawu aparaturowego wykonaé mozna
petnozakresowg mikroanalize rentgenowska, zarowno jakosciowa, jak i iloSciowg, umozliwiajaca
obrazowanie rozktadu pierwiastkbw w preparacie biologicznym oraz odwzorowanie tomograficzne
3D. Jest to unikalny w Polsce mikroskop elektronowy dajgcy takie mozliwosci badawcze i jeden z
pierwszych na $wiecie.
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PROGRAM KONKURENCYJNO S C Projekt wspoétfinansowany przez b I I
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