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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Migracja komérkowa jest wazna dla wielu proceséw fizjologicznych, jest réwniez przyczyna
przerzutowania nowotwordéw oraz innych zjawisk patologicznych. W zwiazku z réznorodnoscia
strukturalng i funkcjonalng komdrek obserwuje sie réznorodne struktury formowane przy
blonie komérkowej, ktére moga rozpoczaé badz utrzymad ruch komdérki. W artykule opisano
12 takich struktur: lamellipodium, lamellum, filopodium, mikrowypustki, bleby, lobopodium,
inwadopodium, podosomy, pofatdowania grzbietowe i obwodowe, pseudopodium oraz uro-
podium. Oméwiono cechy charakterystyczne dla danej struktury, mechanizm powstawania
i wystepowanie. Gléwnym biatkiem strukturalnym prawie wszystkich wymienionych struktur
jest aktyna, jej polimeryzacja wypycha btone komérkowa w strone kierunku ruchu. Wyksztat-
cenie konkretnej protruzji zalezy od tego jakie biatka wiazace aktyne reguluja proces asocjacji
G aktyny do filamentéw, np. Arp2/3 warunkuje powstawanie rozgatezionych filamentéw, dzieki
czemu powstajg plaskie szerokie lamellipodia, a fascyna umozliwa tworzenie dtugich wiazek,
dzieki czemu powstaja filopodia. Istnieje jednak niezalezny od aktyny, ameboidalny sposéb
poruszania sie komérek, w ktérym gtéwna role odgrywa miozyna, a na powierzchni komérki
pojawiajg sie pecherzykowate struktury nazywane blebami. Cze$¢é struktur jest zwigzana z ak-
tywno$cia proteolityczna, szczegblnie inwadopodia i podosomy, dzieki czemu komérki moga
degradowad biatka macierzy zewnatrzkomdrkowej i przedostawac sie w glab tkanek. Struktury
te nie tylko pozwalajg na wysuniecie ciata komérki do przodu, aby umozliwi¢ migracje, ale
moga réwniez odgrywaé pewna role w percepcji $rodowiska, stuzy¢ jako mechanosensory,
wchodzi¢ w interakcje z innymi komérkami. Kontrola powstawania struktur protruzyjnych
ma duze znaczenie w onkologii, immunologii i medycynie sercowo-naczyniowe;j.

migracja - lamellipodium « lamellum - filopodium - mikrowypustki  bleby - lobopodium - inwadopo-
dium - podosomy - pofatdowania grzbietowe - pofatdowania obwodowe - pseudopodium - uropodium -
biatka wiazace aktyne

Summary

Cell migration is essential to many physiological processes; however, it is also a cause of cancer
metastasis formation and other pathological phenomena. Due to structural and functional
variety of cells, a variety of structures formed by the cell membrane, which are designed to
initiate or maintain cell movement, are observed. The work describes 12 such structures: lamel-
lipodium, lamellum, filopodium, microspikes, blebs, lobopodium, invadopodium, podosomes,
dorsal and peripheral ruffles, pseudopodium and uropodium. We described a characteristics of
the structure, mechanism of its formation and occurrence. The key structural protein of almost
all of these structures is actin, its polymerization pushes the cell membrane in the direction
of movement. Formation of a specific protrusion depends on the actin binding proteins which

392

® Postepy Hig Med Dosw (online), 2018; 72



Kuzan A. i wsp. — Struktury protruzyjne i retrakcyjne...

regulate the process of G actin association to the filaments. For example, Arp2/3 determines
the formation of branched filaments, which results in the formation of wide, flat lamellipo-
dium, and fascin enables the formation of long bundles, which results in filopodia formation.
On the other hand, there is also an actin-independent way of movement, called amoeboid, in
which myosin plays a central role and on the cell surface appear vesicular structures called
blebs. Some structures are associated with proteolytic activity, particularly invadopodia and
podosomes, through which the cells can degrade extracellular matrix and penetrate deeper
into the tissues. These structures not only allow the extension of the cell body to enable migra-
tion, but they can also be involved in the environment perception, serve as mechanosensors
and interact with other cells. The control of the formation of protrusive structures is of great
importance in oncology, immunology and cardiovascular medicine.
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Wykaz skrotow: ~ ABP - biatka wiazace sie z aktyna (actin binding proteins), ADF - czynnik depolimeryzujacy ak-

tyne (actin depolymerizing factor), ADF/kofilina - rodzina biatek wiazacych aktyne, zawierajaca
biatka kofiline-1, kofiline-2 oraz ADF, AFAP110 - 1 biatko zasocjowane z filamentami aktyny
o masie 110 kD, znane réwniez jako AFAP1 (actin filament-associated protein 1), Arp2/3 - biatko
spokrewnione z aktyna 2/3 (actin related protein 2/3), cAMP - cykliczny AMP, CDR - koliste pofat-
dowania grzbietowe (circular dorsal ruffles), ECM - macierz pozakomoérkowa (extracellular matrix),
EGF - czynnik wzrostu naskdrka (epidermal growth factor), ERM - spokrewnione biatka: ezryna,
radyksyna i moezyna umocowujgce mikrofilamenty do btony plazmatycznej, np. w mikrokosm-
kach (ezrin, radixin, moesin), FAK - kinaza ogniskowo-adhezyjna (focal adhesion kinase), FHOD1
- 1 biatko zawierajace domene FH1/FH2 (FH1/FH2 domain-containing protein 1), Gab1 - biatko
oddziatywajace z receptorem insulinowym (GRB2-associated binder 1), GDI - biatko hamujace
spontaniczna dysocjacje GDP oraz uwalniajace z btony biatko G (guanine nucleotide dissociation
inhibitor), GEF - biatko wymieniajgce nukleotydy guanylowe w centrum aktywnym biatka G
(guanine nucleotide exchange factor), HGF — hepatocytowy czynnik wzrostu (hepatocyte growth
factor), ICAM-1, -2, -3 — czasteczka adhezji miedzykomérkowej -1, -2, -3 (intercellular adhesion
molecule), IRS - biatko fosforylowane przez kinaze tyrozynowa receptora insuliny (insulin receptor
substrate), JNK - kinaza N-kor\cowego odcinka c-Jun (c-Jun N-terminal kinase), mAbp1 - ssacze
biatko wigzace aktyne 1, substrat kinazy Src (mammalian actin-binding protein 1), mDIA - biatko
efektorowe matych biatek G rodziny Rho (mammalian homologue of Drosophila diaphanous),
MMP - metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej (matrix metalloproteinases), MT1-MMP
— transmembranowa metaloproteinaza 1, inaczej zwana MMP 14, MTOC - centrum organizacji
mikrotubul (microtubule organizing center), NCK - biatko adaptorowe oddziatujgce z biatkami IRS,
PDGF - czynnik wzrostu pochodzacy z ptytek krwi (platelet-derived growth factor), PGCs — komorki
rozrodcze ryby Danio (zebrafish primordial germ cells), PI(3, 4)P2 - difosforan-3, 4-fosfatydylo-
inozytolu, PI3K - kinaza-3-fosfatydyloinozytolu (phosphatidyl-3-inositol kinase), PIP2 - fosfaty-
dyloinozytolo- 4, 5-bisfosforan, PIP3 - fosfatydyloinozytolo-3, 4, 5-trifosforan, PRs — obwodowe
pofatdowania btonowe (peripheral ruffles), Rac — mate biatko G z rodziny Rho, Cdc42 - biatka
z rodziny Rho hydrolizujace GTP, Ras — mate biatko G kodowane przez protoonkogen ras bedacy
homologiem wirusowego onkogenu zidentyfikowanego w wirusie miesaka myszy (rat sarcoma),
Rho - biatko nalezace do rodziny matych biatek G (Ras homologous), ROCK - kinaza zalezna od
Rho (Rho kinase), RSV - wirus miesaka Rousa (Rous sarcoma virus), SCAR/WAVE - biatka nalezace
do rodziny biatek WASP (WASP family verprolin homologous protein), Src — biatkowa kinaza tyro-
zynowa, Tapp1 - biatko zawierajagce tandemowo domeny homologiczne do plekstryny 1 (tandem
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PH (pleckstrin homology)-domain-containing protein-1), TGF-B — transformujacy czynnik wzrostu
{3 (transforming growth factor 8), Tks5/Tks4 — substrat kinazy tyrozynowej z czterema/piecioma
domenami SH3, VASP - fosfoproteina stymulujgca wazodylatacje (vasodilator-stimulated pho-
sphoprotein), VEGF - czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego (vascular endothelial growth
factor), WASP - biatko syndromu Wiskott-Aldrich (Wiskott-Aldrich syndrome protein), WAVE —
biatko homologiczne do werproliny (verprolin-homologous protein), WIP — biatko oddziatujace

z WASP (WASP-interacting protein).

WSTEP

Migracja komérkowa jest gléwnym mechanizmem
w wielu fizjologicznych procesach, takich jak morfo-
geneza, angiogeneza, gojenie ran, dziatanie systemu
odpornosciowego, a takze w niektdrych patologicznych
procesach, np. ekspansja nowotworu czy rozrost blaszek
miazdzycowych. Kazdy rodzaj komdrek ma inng charak-
terystyke, inng sztywno$¢ btony, morfologie, nieco inng
konstrukcje cytoszkieletu. To wymusza inny sposéb
poruszania sie. Typ migracji jest determinowany réw-
niez przez sktad macierzy zewnatrzkomérkowej, przez
ktéra migruja. Niektére komdrki poruszaja sie dzieki
pecherzykowatym wypustkom, inne dzieki palczastym
badz wachlarzowatym protruzjom. Niektére komérki
moga sie poruszaé pojedynczo, inne w grupach. W arty-
kule skupiono sie na ruchu indywidualnej komérki.
Wyrdznia sie trzy typy migracji pojedynczych komérek:

« ameboidalny,
¢ mezenchymalny i
« lobopodialny.

Syntetycznie rodzaje migracji przedstawiono w tab.1;
kazdemu rodzajowi przypisuje sie charakterystyczne
struktury protruzyjne, ktére sg podstawg rozrézniania
tych typéw. Dla ruchu ameboidalnego sa to pecherzyko-
wate struktury zwane blebami, dla mezenchymalnego
lamellipodia i filopodia, a dla ostatniego typu lobopodia.
Wyrdznia sie réwniez mikrowypustki, faldy grzbietowe
i obwodowe, inwadopodia, podosomy oraz pseudopodia.
Niektdre z tych struktur sg wyksztalcane typowo przez
komérki hodowarne tylko w sztucznych dwuwymiaro-
wych warunkach (2D), podczas gdy te same komdrki
moga migrowa w zupetnie inny sposéb w warunkach
in vivo oraz hodowlach przestrzennych (3D). Dodatkowg
komplikacja dla badaczy jest to, ze na jednej komdrce
moze sie pojawial jednocze$nie kilka struktur, np. lamel-
lipodia, filopodia i bleby [17]. Do§¢é prosta w poréwnaniu
do struktur protruzyjnych wydaje sie struktura retrak-
cyjna, gdyz do niej zalicza sie jedynie uropodium.

Prace nad opisem biochemii i biomechaniki tych struk-
tur trwaja juz prawie 40 lat. Niestety w zwigzku z bra-
kiem jednoznacznych definicji w literaturze przedmiotu,
czy tez przez problemy metodologiczne i pojawiajace sie
artefakty, pojawiajg sie do$¢ duze problemy w nomen-
klaturze (lobopodia nazywa sie czasem wymiennie
blebami, podobnie filopodia mikrowypustkami, a lamel-

lipodia pofatdowaniami grzbietowymi, natomiast pseu-
dopodia to w niektérych pracach ogdlne okreslenie
wszystkich struktur protruzyjnych). Motywacja do pod-
jecia niniejszej pracy byto usystematyzowanie obecnego
stanu wiedzy na temat tych struktur. Warto zaznaczy¢,
ze poznanie mechanizméw rzadzacych powstawaniem
struktur umozliwiajacych migracje ma ogromne zna-
czenie kliniczne, moze pomédc w opracowaniu strategii
terapeutycznych i diagnostycznych w przypadku nowo-
tworéw, infekeji i wielu innych choréb.

LAMELLIPODIUM

Lamellipodium jest strukturg charakterystyczna
dla komérek poruszajacych sie ruchem mezenchymal-
nym (takich jak fibroblasty czy keratynocyty), ale pojawia
sie réwniez w komérkach kulistych, dla ktérych bardziej
typowym jest ruch ameboidalny, np. w leukocytach [52,
61]. Wystepuje typowo w hodowlach komérkowych 2D,
ale obserwuje sie ja réwniez w wolno poruszajacych sie
komérkach hodowanych w warunkach 3D. Wystepuje
na froncie zaréwno pojedynczej komdrki, jak i na czole
komérek poruszajacych sie ruchem kolektywnym [54].
Strukture po raz pierwszy opisat Abercrombie ponad 40 lat
temu jako cienka, obloniong warstwe cytoplazmy umiej-
scowiong na frontalnej cze$ci migrujacej komérki [1].
Grubosé typowego lamellipodium wynosi okoto 200 nm,
a szeroko$¢ waha sie w granicach 1-5 um [63]. Stezenie
aktyny w tym obszarze jest stosunkowo wysokie, okoto
450 uM F aktyny i okoto 95 uM G aktyny [42]. Jest to region
komérki, w ktérym szczegdlnie intensywnie zachodzi
polimeryzacja aktyny [63], a powstajace filamenty two-
rza gesta sie¢ bedacg stosunkowo sztywnym szkieletem
umozliwiajagcym komérce migracje. Niezaczapeczko-
wane dodatnie korice znajduja sie w lamellipodium tylko
na przestrzeni 0,1-0,2 mikrometra od krawedzi wiodacej
komérki, podczas gdy wolne ujemne kofice (zaczapeczko-
wane lub nie) sg dopiero za obszarem 1 mikrometra od
krawedzi wiodacej [61]. Schematycznie strukture przed-
stawiono na ryc. 1, panel A; zdjecie komdérki z zaznaczo-
nym lamellipodium na ryc. 2.

SzczegStowe badania wykazaty, ze oprécz aktyny lamel-
lipodium buduja rézne biatka, w zalezno$ci od odle-
glodci od blony komérkowej. W przypowierzchniowej
warstwie znajduja sie gtéwnie: Arp 2/3 (biatko spokrew-
nione z aktyng 2/3, actin related protein 2/3), filamina,
Irsp53 (substrat receptora insuliny, insulin receptor tyro-
sine kinase substrate), profilina, profilaktyna, GEF (biatko
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Ryc. 1. Schemat struktur protruzyjnych i retrakcyjnych: lamellipodium (A), blebs (B), filopodium (C), pofatdowanie grzbietowe (D), pseudopodium (E), lobopodium
(F), uropodium (G), inwadosom (podosom badz inwadopodium, H), rozeta podosoméw (1); A-G: widok z géry, H: widok z boku, I: widok z dotu; liniami falowanymi

zaznaczono macierz zewnatrzkomorkowa

wymieniajace nukleotydy guanylowe w centrum aktyw-
nym biatka G, guanine nucleotide exchange factor), ADF/
kofilina (rodzina biatek wiazacych aktyne, zawierajaca
biatka kofiline-1, -2 oraz ADF - czynnik depolimeryzu-
jacy aktyne), Scar/WAVE (biatka nalezace do rodziny bia-
tek WASP, WASP family verprolin homologous protein),
Cdc42/Rac (biatka z rodziny Rho hydrolizujgce GTP).
Natomiast w podpowierzchniowej warstwie gtéwnymi
biatkami sg: filamina, miozyna I, fascyna, ADF kofilina,
Abplp, Arp 2/3, a-actinina, kortaktyna, miozyna X [7, 61].
Funkgje niektérych z tych biatek syntetycznie uwzgled-
niono w tab. 2.

Model inicjowania tego rodzaju protruzji jest bardzo zto-
zony, a jego mechanizm, jest wyja$niany przez kilka teorii,
np. model sieci dendrytycznej [7]. We wszystkich gtéwna
role odgrywa Arp2/3, kompleks biatek odpowiadajacych
za rozgalezianie filamentéw pod katem 70°C, co determi-
nuje tworzenie sieci. Jest to réwniez ABP (biatko wigzace
aktyne, actin binding protein), ktére czapeczkuje ujemne
koftice i zabezpiecza sie¢ aktynowa w lamellipodium przed
depolimeryzacjg. Kompleks sktada sie z siedmiu podjed-
nostek, przy czym Arp 2 i 3 charakteryzuja sie znaczng
homologig w sekwencji i strukturze do G-aktyny, a inne
podjednostki (ARPC1-5) majg charakterystyczng, uni-
kalng strukture [39]. Arp2/3 jest aktywowane przez biatka
z rodziny WASP, z ktérych najbardziej znanym jest WASP
(biatko syndromu Wiskott-Aldrich, Wiskott-Aldrich syn-
drome protein) i SCAR/WAVE, ktére majg wiele izoform
u ssakdéw. Czgstkami sygnalnymi do formowania lamelli-
podium jest Rac, ktére nalezy do Rho GTPaz [27]. Najpro-

$ciej ogblny przebieg procesu tworzenia lamellipodiéw
mozna przedstawi¢ w nastepujacy sposdb:

* Rac aktywuje Scar/WAVE i/lub dostarcza je do btony,

» C koniec Scar/WAVE oddzialuje z G aktyng i Arp 2/3
zlokalizowanym na innym filamencie,

« zmiana konformacji biatek,

» powstaje odgatezenie filamentu pod katem 70°,

+ dodatni koniec wydtuzanego filamentu jest utrzymy-

wany przy blonie przez VASP, zyksyne i inne biatka,

» podczas elongacji Arp2/3 oddysocjowuje od Scar/

WAVE, ale zostaje zasocjowany na skrzyzowaniu fila-

mentdw, gdzie zabezpiecza filament przed depolimery-

zacjg od ujemnego kotica,

+ dodatni koniec po jakim$ czasie zostaje zaczapeczko-

wany, podczas gdy inne, nowo rodzace sie filamenty

utrzymujg protruzje,

» oddysocjowanie Arp2/3 dalej od krawedzi wiodacej

pozwala na depolimeryzacje od ujemnego koica, co jest

utatwiane tez przez ADF/kofiline [69].

LAMELLUM

Jest to obszar za lamellipodium lezacy 3-15 um od kra-
wedzi wiodacej komérki (zaznaczono na ryc. 2), zbu-
dowany z dlugich, nierozgatezionych filamentéw
aktynowych o $rednicy 100-300 nm, przy czym proces
polimeryzacji i depolimeryzacji zachodzi prawie 10 razy
wolniej niz w obszarze lamellipodium [51,77]. Wolniej-
szy jest tez przeptyw cytoplazmy, jej predkos$é w zalez-
no$ci od typu komérki i jej stanu wynosi 0,05-2,5 mm/
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Ryc. 2. Komdrka linii BE, wybarwienie szkieletu aktynowego falloidyna,
z zaznaczeniem lamellipodium, lamellum, filopodium i mikrowypustek

min, podczas gdy w lamellipodium 0,5-7 mm/min [3].
W lamellum miozyna II oddziatuje z filamentami, co
powoduje skurcz ciata komérki i retrakcje cze$ci dystal-
nej komérki [12]. Dodatkowym elementem odrézniajg-
cym lamellum od lamellipodium jest brak aktywnych
Arp2/3 i ADF/kofiliny [63]. Istotng role odgrywa biatko
wimentyna, ktéra kontroluje szeroko$¢ lamellum, jej
brak zwieksza szeroko$¢ struktury [29]. Filamenty sta-
bilizuje tropomiozyna [66]. W lamellum, przynajmniej
w niektdrych komdrkach sg tworzone podosomy [60].

FILOPODIUM

Filopodium jest charakterystyczna, palczasta wypustka
tworzong przez wiazke 15-20 filamentéw aktynowych.
Struktura ma $rednice 0,1-0,2 um, a jej dtugo$¢ wynosi
od kilku do nawet kilkudziesieciu pum [21,34,51]. Sche-
matycznie strukture przedstawiono na ryc. 1, panel C;
zdjecie komérki z zaznaczonym lamellipodium przed-
stawiono na ryc. 2. Filopodium jest typowa struktura
protruzyjna, komérka wytwarza je w kierunku ruchu.

Uwaza sie nawet, ze moze odgrywaé pewna role w per-
cepcji $rodowiska [19,34].

Pierwotnie uwazano, ze protruzja wyrasta z lamellipo-
dium, dowiedziono jednak, ze filopodium moze sie poja-
wiaé niezaleznie od tej struktury [53,71].

W tworzenie filopodium jest zaangazowane, oprécz
aktyny, wiele innych biatek, z ktérych kazde spel-
nia swoista funkcje. Uwaza sie, ze gtéwnym biatkiem
odpowiadajacym za formowanie dlugich filamentéw
aktyny budujacych filopodia jest fascyna, ma tez odpo-
wiada¢ za ich stabilizacje [40]. Dzialanie fascyny opiera
sie na regulacji stopnia skrecenia filamentu, przez co
reguluje mozliwos$¢ przytaczania sie do aktyny innych
biatek, takich jak kofilina czy miozyna [68].

Za nukleacje filamentéw w filopodium odpowiadaja
m.in. forminy - biatka rekrutujace monomery aktyny do
tworzenia filamentu. Te same bialka, z udzialem VASP
i pokrewnych, tj. Mena i Evl (Ena/VASP proteins) sa odpo-
wiedzialne za elongacje tych wypustek [6, 21]. Ena/VASP
zabezpiecza dodatnie kotice filamentéw przed zaczapecz-
kowaniem, a takze wspiera dostarczanie monomeréw
do rosngcego kotica filopodium [53]. Forminy réwniez
odpowiadajg za tworzenie sie nierozgatezionych filamen-
téw. Jedno z tych biatek - mDia (biatko efektorowe matych
biatek G rodziny Rho, mammalian homologue of Droso-
phila diaphanous) uznano za gtéwny czynnik umozliwia-
jacy polimeryzacje aktyny w filopodiach. Oddysocjowanie
aktyny od filamentéw ,,pod” filopodium zapewnia kofi-
lina - biatko wigzace aktyne, ktére odpowiada za depo-
limeryzacje aktyny. Degraduje filamenty, w ten sposéb
generujac przy krawedzi wiodgcej nowe, niezaczapeczko-
wane filamenty [21,27]. Innym waznym biatkiem, warun-
kujagcym mozliwo$é ruchu pionowego filopodidw jest
miozyna X [79]. Arp 2/3, charakterystyczne dla lamellipo-
dium wystepuje réwniez w filopodium [30].

Filopodia moga by¢ formowane w dwojaki sposdb: z rozga-
lezionych filamentéw dzieki dziataniu biatek ,,pakujacych”,
takich jak fascyna lub sg bezpo$rednio tworzone z nieroz-
gatezionych filamentéw dzieki biatkom (np. forminy) [27].
Najprostszy model inicjowania filopodium zaktada naste-
pujace kroki:

Tabela 1. Poréwnanie gtownych typow ruchu komérkowego: mezenchymalnego, ameboidalnego i lobopodialnego

Ruch mezenchymalny

Ruch ameboidalny Ruch lobopodialny

Arp2/3 i SCAR/WAVE, pod

Gtowne biatka kontrola Rac

miozyna II, Rho, ROCK, ezryna

aktyna, miozyna Il, ROCK i RhoA

Typ protruzji ptaskie pecherzykowe cylindryczne z pecherzykami
Zalezno$¢ od metaloproteinaz w ) .
tak nie nie
warunkach 3D
Strukturalna rola filamentéw ) .
tak nie nie
aktynowych
llo$¢ energii potrzebna do dua mata dusa

wytworzenia protruzji
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Tabela 2. Wybrane biatka wiazace aktyne zaangazowane w proces migracji

Zmiana ekspresji w ludzkich

ABP Funkcja Wystepowanie w strukturach nowotworach
rozgatezianie filamentéw, czapeczkuje lamellipodium, inwadopodium, podosomy, .
) L . L . . ) + phuc, piersi,
Arp2/3 ujemne korice i zabezpiecza sie¢ aktynowa pofatdowania grzbietowe i obwodowe, L
L . . ) - jelita grubego
w lamellipodium przed depolimeryzacja pseudopodium
Ena/VASP polimeryzacja aktyny na ujemnych koicach filopodium/lamellipodium + piersi
(dc42 aktywuje LIMK i N-WASP filopodium, lobopodium + piersi
Racl aktywuje LIMK i WAVE lamellipodium, lobopodium + piersi, prostaty
WAVEL23 nukleacja ﬁlament.ow, tworfeme zaczatkow  lamellipodium, pofatdowania grzbietowe i + phuc,piers,jelita grubego
polimeryzagji obwodowe
Kofilina tnie filamenty, generUJeIUJemne.konce, lamelipodium, inwadopodium + nerek, ko!c;y.stokomor.kowy skary,
czapeczkuje, depolimeryzuje jajnika, piersi
N-WASP podwyzsza aktywnos¢ Arp2/3 lamellipodium, inwadopodium, podosomy - piersi
- : S ) + jelita grubego,
Fascyna tworzenie wigzek F- aktyny filopodium, inwadopodium kolczystokomérkowy skary, piers
Rho A, C aktywacja ROCK1,2 i niektdrych DRF w’fokn,a haprezeniowe, korowa et + wiele rodzajow
komérki, lobopodium, uropodium
ROCK 1,2 fosforylagia MLC, MYPTI, CPI-17, LIMK wibkna naprezeniowe, korowa czesc +stercza

komérki, lobopodium, uropodium

Tropomiozyna stabilizacja filamentw

- piersi, neuroblastoma, + trzustki,

wtdkna naprezeniowe, lamellum ) ,
pré ’ kolczystokomdrkowy skéry

umozliwianie przestrzennego utozenia

+ stercza, piersi, ptug, jelita

Filamina filamentéw pod duzymi katami lamelipodium grubego, czerniak, neuroblastoma
taczy filamenty aktynowe z biatkami btony, ) N .
Ezryna requluje adhezje bleby, uropodia + piersi, jajnika, ptuc, mézqu
nukleacja i wydtuzanie isniejacych
Formina filamentéw, ochrona przed biatkami bleby, pseudopodium + jelia grubego, zotadka, pecherza

zapeczkujacymi

Oznaczenia dla kolumny o zmianie ekspresji w ludzkich nowotworach: ,,+”- podwyzszona ekspresja, ,,-’- obnizona ekspresja.

« PIP2 (fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan) uwalnia
Cdc42 (biatka z rodziny Rho hydrolizujace GTP) z kom-
pleksu inhibitorowego z GDI (biatko hamujace sponta-
niczna dysocjacje GDP oraz uwalniajace z btony biatko
G (guanine nucleotide dissociation inhibitor),

» Cdc42 asocjuje do btony,

+ Cdc42 i PIP2 wigze do N korica N-WASP,

+ eksponowany C koniec N-WASP wigze Arp2/3 i G
aktyne, zmieniajac konformacyjnie Arp2/3 i nastepuje
nukleacja nowego filamentu,

+wydtuzanie filamentu, Arp2/3 oddysocjowuje od
N-WASP, ale pozostaje przyczepiony do ujemnego
kotica filamentu,

* rosngcy dodatni koniec powoduje wysuwanie sie pro-
truzji filopodium; przy wydluzajgcym sie koticu jest
utrzymywany VASP, zasocjowany do btony, prawdopo-
dobnie przez zyksyne i inne biatka [69],

« forminy ochraniaja dodatni koniec filamentu przed
zaczapeczkowaniem i promujg wydtuzanie filamentu
bez rozgateziania [52].

Uwaza sig, ze filopodia spetniaja liczne, réznorodne
funkcje, w zaleznosci od typu komérki. W komérkach
nowotworowych szczegdlne znaczenie ma to, ze regu-
lujg zdolno$¢ do poruszania sie in vitro, maja tez tenden-
cje do metastazy in vivo, co przektada sie na inwazyjnosé
nowotworu [4,14]. Dzieki wystepowaniu na ich koniusz-
kach badz wzdtuz struktury integryn i/lub kadheryn
odpowiadajg réwniez za adhezje i interakcje miedzy
komdérkami. W innych typach komérek, szczegdlnie
w makrofagach bardzo wazng funkcja jest percepcja
srodowiska. Komérki te moga nawet wysuwac filopodia
w roli macek, ktére przyciagaja czastki w strone ciata
komérki. Réwniez w neuronach spetniaja funkcje sen-
soryczne, pozwalajac na analize otoczenia komérki [19].

WYNICOWANIE BLtONY PODOBNE DO FILOPODIUM
I MIKROWYPUSTKI

Przy opisie struktur migracyjnych warto réwniez wspo-
mnieé o podobnych strukturach - wynicowaniu btony
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podobnym do filopodium (filopodium-like membrane
evagination). Réznig sie od filopodium przede wszystkim
tym, ze nie sa tworzone przez wigzki filamentéw, najwy-
zej przez pojedyncze czastki F aktyny. Ich ksztalt wynika
z réwnoleglego utozenia czgstek IRSp53 [21]. Istotnym
biatkiem, ktéry buduje te struktury to fascyna-1, ABP,
ktéra tworzy $cisle upakowane wiazki aktyny [2].

Mikrowypustki (microspikes lub ribs) sg to najmniejsze
wyrdznialne wypustki na powierzchni btony komdérko-
wej. Ich cecha charakterystyczna jest to, ze s zakotwi-
czone w lamellipodium, tzn. F aktyna, ktéra je buduje
siega gteboko w lamellipodium. Jest to cecha wyrdz-
niajgca te strukture od filopodium, gdyz ten ostatni nie
jest zakotwiczony w lamellipodium, a tylko na nim bie-
rze swéj poczatek. Uwaza sie, ze mikrowypustki moga
sie jednak przeksztalca¢ w filopodium i na odwrdét [21].
Mikrowypustki zaznaczono na ryc. 2.

BLEBY

Bleby sg strukturami pecherzykowatymi, podobnymi
do tych, ktére powstaja w komérce ulegajacej apop-
tozie. Ich schemat przedstawiono na ryc. 1, panel
B, a zdjecie komérki wyksztatcajacej bleb zamiesz-
czono na ryc. 3. Bleb to protruzja generowana przez
aktomiozynowg kore, bez udziatu filamentéw akty-
nowych [62]. Powstawanie tych struktur jest fizjo-
logicznym procesem towarzyszacym poruszaniu sie
komoérek czy cytokinezie. Co istotne, do wytworze-
nia blebu potrzeba mniej energii niz do powstawania
lamellipodium [16].

Blebing charakteryzuje komérki o niskiej adherentno-
$ci, zaokraglone lub elipsoidalne, bez wiékien napreze-

niowych [62]. Pojawianie sie blebéw przypisuje sie do
$rodowisk przestrzennych (3D), szczegdlnie w komér-
kach nowotworowych, embrionalnych i macierzystych,
niemniej jednak zaobserwowano pojawianie sie takich
struktur réwniez w ramach poruszania sie komérki
na ptaskim podtozu (§rodowisko 2D), np. u Dictyostelium
discoideum i Entamoeba histolytica. Niektére komdérki, np.
pierwotne komérki rozrodcze ryby Danio (PGCs, zebra-
fish primordial germ cells) poruszajg sie wytacznie za
posrednictwem blebéw [46,82].

Regulacja kierunkowosci ruchu ameboidalnego jest nie-
wyjasniona, ale uwaza sie, ze umiejscowienie blebéw
jest §cisle zwigzane z gradientem chemoatraktanta [62].
Jednak niektére komérki, np. komérki czerniaka A375,
tworzg bleby na calej powierzchni, wigc nie sa zdolne
do ruchu kierunkowego [37]. Mechanizm powstawania
blebu zaktada [37,51,53]:

+ odrywanie blony komdrkowej od sieci biatek podbtono-

wych jako efekt dziatania aktomiozyny,

* powstaje ci$nienie hydrostatyczne wewnatrz komdérki,

« odksztatcenia sfatldowari btony powstatych podczas
skurczéw i skracania sieci aktynowo-miozynowej,

« naptyw lipidéw do podstawy pecherzyka,

« fuzja pecherzykéw aparatu Golgiego z btong komér-
kowg,

« ezryna taczy cytoszkielet aktynowy z btong i innymi
biatkami taczacymi aktyne z btong,

« inne biatka wigZzgce aktyne np. z rodziny ERM zostaja
zgromadzone w blebie, tam przy btonie z aktyna i ABP
tworza nowg kore aktynowa.

Powrét btony do stanu pierwotnego, czyli retrakcja
blebu trwa okoto 2 min i zachodzi po tym jak aktyna

Ryc. 3. Przyktad komérek wyksztatcajacych bleby, komérki linii LS174T, wybarwienie szkieletu aktynowego falloidyna
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polimeryzuje na powierzchni przybtonowej pecherzyka
za po$rednictwem bialek, tj. forminy mDia lub FHOD1 (1
biatko zawierajace domeneFH1/FH2, FH1/FH2 domain-
-containing protein 1) oraz Racl (biatka z rodziny Rho
hydrolizujace GTP) [16,53]. W komdrkach poruszajacych
sie retrakcja nie musi zachodzié, po wysunieciu blebu
ciato komérki moze sie przesungé w kierunku ruchu
wskutek skurczu tylnej czesci komdrki [16].

To, ze bleby nie sg zwigzane z elongacja filamentéw
tlumaczy to, ze leki blokujace migracje in vitro (przez
blokowanie tworzenia lamellipodium czy filopodium)
nie dziatajg in vivo (gdy komérki poruszaja sie w sposéb
ameboidalny, przez wytwarzanie blebéw) [81].

Wiadomo, ze komérki nowotworowe moga przeksztat-
cal typ migracji z ameboidalnego do mezenchymal-
nego, co wigze sie ze zmiang morfologii i aktywno$ci
wielu biatek [48]. Komérki nowotworowe poruszajgce sie
w sposéb ameboidalny sa szczegblnie niebezpieczne ze
wzgledu na to, ze migruja znacznie szybciej niz komérki
poruszajace sie w sposéb mezenchymalny. Co wiecej,
wiele komdrek moze sie przestawiaé na typ ameboidalny
pod wptywem takich czynnikdw jak ograniczenie prze-
strzeni i zmniejszona adhezja [36] czy zwiekszona kurcz-
liwo$¢é miozyny [55].

LOBOPODIA

Lobopodia to niewielkie uwypuklenia spowodo-
wane ci$nieniem wewnatrzkomérkowym wystepujace
u ameby o podtypie Lobosa [50]. Struktury te zostaly
jednak zaobserwowane réwniez w fibroblastach, gdy
te migruja w specyficznych warunkach [16]. Lobopodia
fibroblastéw sa duzymi, cylindrycznymi, tepo zakoriczo-
nymi protruzjami z bocznymi matymi blebami (ryc. 1,
panel F). Wskutek indukowanej migracji wytwarzaja sie
z blebdéw (przez ich wydtuzenie) i w odréznieniu od filo-
podiéw i lamellipodiéw powstaja i funkcjonuja niezalez-
nie [25].

Mechanizm ruchu zaktada, ze komdrki z pomoca kurcz-
liwej aktomiozyny poruszajg sie w tréjwymiarowej
macierzy zewnatrzkomérkowej. Stwierdzono, ze aktyna
i miozyna przez oddzialywanie moga kontrolowac ci$nie-
nie wewnatrz migrujgcej komdrki, ich skurcz powoduje
wzrost ci$nienia i powstawanie pecherzykéw lobopodial-
nych. Bleby sg tu strukturami dzialajacymi na zasadzie
koriczyn, ktére ,,przepychaja sie” przez wiékna macierzy
zewnatrzkomdrkowej [49]. Poréwnujgc z innymi struktu-
rami, lobopodia fibroblastéw charakteryzuja sie niskim
poziomem biatek wiazacych aktyne oraz niewielka ilo-
$cig korowej F-aktyny [5]. Lobopodialny, lamellipoidalny
oraz ameboidalny ruch mozna rozréznié opierajac sie
na dwéch istotnych cechach: aktywnosci miozyny II,
ROCK (kinaza zalezna od Rho) i RhoA oraz stopnia adhe-
zji komérki do macierzy. Wedtug Petrie i wsp. lobopo-
dium wyksztatca sie gdy aktywno$¢ RhoA jest duza,
macierz zewnatrzkomdérkowa ma liniowg elastycznosé,
a sygnalizacja za posrednictwem Rac1, Cdc42 i PIP3 jest

niespolaryzowana. Wraz ze spadkiem aktywnos$ci RhoA,
ROCK i miozyny II oraz gdy elastyczno$¢ macierzy staje
sie nieliniowa, komérka zaczyna zatracaé lobopodia
i poruszaé sie typowym ruchem mezenchymalnym, za
pomocg lamellipodiéw [50].

INWADOSOMY (PODOSOMY | INWADOPODIA)

Inwadosomy to struktury bogate w aktyne, wytwarzane
na ,,brzusznej” powierzchni komdrki, kontaktujacej sie
z macierza, mogace ja degradowac i penetrowa¢. Ksztat-
tem sg zblizone do filopodidw, jednak znacznie réznig
sie od nich wla$ciwo$ciami, budowa i wystepowaniem
w innej cze$ci komérek. Gtéwnymi biatkami budujacymi
inwadosomy, poza aktyna, sg kortaktyna, N-WASP, biatka
adaptorowe Tks4 i Tks5 (substrat kinazy tyrozynowe;j
z czterema/piecioma domenami SH3, Tks5 wcze$niej
znana jako Fish) oraz transmembranowa metaloprote-
inaza MT1-MMP (membrane-type metalloproteinase 1;
inaczej zwana MMP-14) [45]. MT1-MMP ma tu podsta-
wowe znaczenia dla inwazji ze wzgledu na réznorodno$é
substratéw jakie trawi. Sg to m.in. prometaloproteinazy
(np. pro-MMP-2, MMP-13), kolagen typu I, 11, 111, zela-
tyna, fibronektyna, fibryna, lamininy 11 5, witronektyna
i inne [26]. Funkcja inwadosomdw jest przede wszystkim
umozliwianie wytworzenia drogi komdrce przez ECM
(macierz pozakomdrkows, extracellular matrix), regu-
lujg réwniez przyczepno$¢ komdérki, a takze stuzg jako
mechanosensory podczas przeciskania sie przez biatka
macierzy [45].

Rozréznia sie ogdlnie dwa rodzaje takich mikrodomen:
podosomy i inwadopodia (ryc. 1, panel H). Uproszczone
rozréznienie miedzy tymi strukturami polega na tym,
ze struktury zagtebiajace sie w ECM u komérek nowo-
tworowych to inwadopodia, a w komdrkach zdrowych
to podosomy [45]. Na czym polega pokrewiefistwo podo-
soméw i inwadopoddéw pod wzgledem strukturalnym
i czynno$ciowym nie jest wyjasnione [70]. Niektdrzy sg
zdania, ze sa to struktury identyczne, inni spodziewajg
sie réznic i wykazuja je do§wiadczalnie. Wykazano m.in.,
ze inwadopodia gtebiej penetrujg ECM i sg dtuzej stabilne
niz podosomy. Mozna przeczytaé réwniez catkiem inne
rozréznienie strukturalne, jakoby podosomy rozciagaty
sie w gére od brzusznej powierzchni komérki do cyto-
plazmy, podczas gdy inwadopodia miatyby odwrotny
,kierunek”, rozciagatyby sie ,,pod” komédrka, zaglebiajac
sie w ECM [57].

Podosomy i rozety podosomow

Termin powstat w 1985 r., kiedy zaobserwowano roze-
towo rozmieszczone punkty przyczepu komérki do
macierzy zawierajace winkuline i a-aktynine w fibrobla-
stach transfekowanych RSV (wirusem miesaka Rousa,
Rous sarcoma virus) [45,72]. Badania nad strukturq
i funkcja trwaly do$¢ intensywnie, ale dopiero w 2010
r. udalo sie po raz pierwszy opisaé powstawanie podo-
soméw w 3D, wykazujac, ze struktury te zaglebiaja sie
w ECM wedtug podobnego mechanizmu jak inwadopo-
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dia. Kontrola ich powstawania i funkcje in vivo nie sa
jeszcze doktadnie zbadane [45]. Wytwarzane sg m.in.
przez trombocyty, osteoklasty, miocyty naczyri krwiono-
$nych, aktywowane komdrki §rédbtonka naczyniowego
(zaréwno tetnic, zyt jak i naczyfi wlosowatych), makro-
fagi i komdérki dendrytyczne [44,45,57,70], przy czym
podosomy wilasciwie nie pojawiaja sie w nieaktywowa-
nych komérkach nabtonka naczyniowego, ale po stymu-
lacji VEGF (czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego,
vascular endothelial growth factor) czy TGF-p (transfor-
mujacy czynnik wzrostu B, transforming growth factor
B) liczba komdrek wytwarzajacych podosomy wzrasta
nawet do 40% [57].

Podosomy sg obtonionymi aktynowymi rurkowatymi
strukturami otoczonymi 250-500 nm pier§cieniem
zbudowanym z winkuliny i taliny, wystepujace najcze-
$ciej za krawedzig wiazaca komérki [70]. Majg szeroko$é
0,5-2 um i dtugoéé nie mniejszg niz 2 um [45,57]. Pier-
$cieti biatek adhezyjnych i proteolitycznych, otaczaja-
cych wigzke F-aktyny, jest zorientowany prostopadle do
substratu i btony komdrkowej. W rdzeniu oprécz aktyny
znajdujg sie réwniez biatka odpowiadajace za organi-
zacje aktyny, takie jak N-WASP, VASP, Arp2/3 i kortak-
tyna [58].

W niektérych komérkach wystepuja klastry podoso-
mdéw, struktury wielkosci 4-10 mikrometréw, najczesciej
pierscieniowo utozone, zwane rozetami podosomdéw
(podosome rosettes) [57] (ryc. 1, panel I). Pojedyncze
podosomy w klastrze w sposdb ciagly rosna i kurcza
sie. Sgsiednie podosomy sa potaczone siecig aktynowo-
miozynowa, w sposéb ktéry wydaje sie skoordynowany,
co powoduje powstawanie zjawiska falopodobnego [44].

Liczba zaréwno pojedynczych podosoméw, jak i rozet
ztozonych z podosoméw wyraznie wzrasta po stymula-
¢ji czynnikami, takimi jak VEGF, TGF-f czy estry forbolu,
choé uwaza sie, ze czynniki i mechanizmy prowadzace
do powstawania pojedynczych podosoméw muszg sie
rézni¢ od tych wywotujacych powstawanie rozet [57].
Odkryto, ze biatka, takie jak mAbp1 (ssacze biatko wig-
zace aktyne-1, substrat kinazy Src, mammalian actin-
-binding protein 1), JNK (kinaza N-koficowego odcinka
c-Jun, c-Jun N-terminal kinase) i FAK (kinaza ogniskowo-
-adhezyjna, focal adhesion kinase), integryna a6p1 sa
zaangazowane w tworzenie rozet, a nie w pojedyncze
struktury [57].

Podosomy czy tez rozety podosoméw sg konieczne do
przekroczenia btony podstawnej oraz §rédbtonka naczy-
niowego [44]. Wykazano, ze rozety podosoméw for-
mowane w $§rédbtonku naczyniowym sa krytycznymi
regulatorami angiogenezy. Komérki §rédbtonka stymulo-
wane VEGF nadekspresjonuja integryne a6f1. Natomiast
wigzanie tej integryny z lamining blony podstawnej
blokuje powstawanie rozet i angiogeneze [57]. Zaburze-
nia w formowaniu podosoméw powoduja nieprawidto-
wosci w rozwoju zarodkowym, u dojrzatych osobnikéw
w chorobach dotyczacych uktadu odpornosciowego i/

lub sercowo-naczyniowego (stymulacja miazdzycy przez
migracje miocytéw z medii do intimy) [45].

Inwadopodia

Termin invadopodia zaproponowat Chen pod koniec lat
80 ub. wieku [15], nazwa jest zarezerwowana dla komé-
rek nowotworowych. Maja ksztalt palczasty, ich szero-
ko$é wynosi 0,5-2 um, a dtugo$é 2 um lub wiecej, czesto
sa umiejscowione, w przeciwieristwie do podosoméw,
pod jadrem komdrkowym [45]. Wykazano ich obecnos$é¢
m.in, w nowotworze gruczotu sutkowego, stercza, jelita
grubego, ptuc i w czerniaku [78]. W warunkach 2D ich
obecnos¢ koreluje ze stopniem inwazyjnosci. Jednak
hodowane w warunkach 3D oraz in vivo sa niezbedne
réwniez do wzrostu komdrek [45].

Zablokowanie gtéwnych biatek budujacych badz regula-
toréw tworzenia inwadopodidw, tj. Tks5, Tks4, kortak-
tyna blokowato przerzutowanie w kilku modelach raka
u myszy, co sprawia, ze czynniki blokujace te biatka sa
potencjalnym celem terapeutycznym w leczeniu cho-
rych z nowotworami, a konkretnie w hamowaniu prze-
rzutowania [78]. Uproszczony mechanizm powstawania
inwadopodium przedstawia sie nastepujaco:

Komérki po stymulacji czynnikami, takimi jak EGF
(czynnik wzrostu naskérka, epidermal growth factor),
PDGF (czynnik wzrostu pochodzgcy z ptytek krwi, pla-
telet-derived growth factor) czy TGF-f wytwarzaja
przyczep ogniskowy (focal adhesion) z biatkami ECM za
posrednictwem integryn, Src (biatkowa kinaza tyrozy-
nowa) i FAK. Nastepnie zachodzi:

« Uwolnienie Src i wigzanie sie go z Tks5, przylaczanie do
regionéw komdrki zawierajacych PI(3, 4)P2 (difosforan-3,
4-fosfatydyloinozytolu).

» Rekrutacja i aktywacja biatek regulujgcych polimery-
zacje, m.in. Arp2/3 i WIP (biatko oddziatujace z WASP,
WASP-interacting protein).

« Fosforylacja biatek budujacych inwadopodia, m.in. kor-
taktyny, Tks5, fascyny, AFAP110 (biatko zasocjowane
z filamentami aktyny-1 o masie 110 kD, znane réwniez
jako AFAP1, actin filament-associated protein 1).

« Sekrecja MMP, gtéwnie MMP-2 i MMP-9 przez inwado-
podium, prezentacja transmembranowej metaloprote-
inazy MT1-MMP na koricu struktury [45].

POFALDOWANIA BLONOWE: GRZBIETOWE | 0BWODOWE

Rozréznia sie dwie podstawowe struktury przypo-
minajgce faldy: grzbietowe oraz obwodowe/peryfe-
ryjne. Okreéla sie je jako struktury, ktére sg zdolne do
pionowego, réwnolegtego do substratu rozciggania
sie od powierzchni grzbietowej lub obrzeza komdrki.
Faldy grzbietowe znajduja sie poza krawedzig wiodgcg
komérki, przewaznie bezpo$rednio za lamellum. Naj-
cze$ciej maja kolisty ksztalt, nazywa sie je wtedy koli-
stymi pofatdowaniami grzbietowymi (CDR, circular
dorsal ruffles) badZ tez makropinosomami; maja dtugo$é
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>0,2-10 um i wystepuja na réznych typach komérek, m.in.
na makrofagach. Obwodowe pofatldowania (PRs, periphe-
ral ruffles) natomiast znajduja sie w obszarze lamellipo-
dium i sg typowo wachlarzowate [35,67]. Struktury te
przedstawiono schematycznie na ryc. 1 (panel D).

PRs sg stosunkowo trwate, tworzone po okoto 1 min od
stymulacji, a proces formowania, rozbudowy i przebudo-
wywania trwa dopdki czynnik stymulujacy jest obecny
w otoczeniu. CDR sg natomiast bardziej dynamiczne, ale
przejéciowe, pojawiaja sie tylko na 30-45 min po stymula-
cji, po tym czasie, nawet jesli czynnik wzrostu jest w oto-
czeniu, komérka nie wytwarza kolistych pofatldowan
grzbietowych. Uwaza sie, ze funkcja CDR jest nie tylko
inicjowanie ruchu komérek, ale réwniez makropinocy-
toza, degradacja ECM, polaryzacja komérki oraz interna-
lizacja receptoréw kinaz tyrozynowych [10,47,67].

Pofatdowania blonowe sa zwigzane z mezenchymalnym
typem migracji. Podczas migracji kierunkowej w warun-
kach 2D tworzy sie wylgcznie falda obwodowa, natomiast
w warunkach 3D formuja sie obie te struktury. Podstawo-
wymi biatkami sg biatka WAVE (biatko homologiczne do
werproliny, verprolin-homologous protein) 1, niezbedne
do wytworzenia faldy grzbietowej i WAVE 2, niezbedne
w formowaniu fatdy obwodowej [67]. Falda grzbietowa
uczestniczy w degradacji macierzy w migracji przez biatka
ECM za po$rednictwem metaloproteinaz. Zwlaszcza meta-
loproteinaza-2 (MMP-2) jest aktywna w tym obszarze,
oddziatuje z WAVE-1 na brzegach pofaldowania grzbieto-
wego, co umozliwia penetracje tkanki [24,67].

Koliste pofatdowania grzbietowe sa formowane w obec-
noéci duzych stezen czynnikéw wzrostu, takich jak
naskérkowy czynnik wzrostu, hepatocytowy czynnik
wzrostu (HGF, hepatocyte growth factor), ptytkopo-
chodny czynnik wzrostu [33,83]. Wystepujace w pofal-
dowaniach kinazy tyrozynowe wiaza ligand, nastepuje
szybka internalizacja powstatego kompleksu, a zawar-
to$¢ ulega lizosomalnej degradacji. Prawdopodobnie ten
mechanizm ma chroni¢ komérke przed nadmierng sty-
mulacjg czynnikami wzrostu. Argumentem za tg teoriag
jest to, ze tworzenie CDR jest uposledzone w niektérych
komdrkach nowotworowych [33].

Formowanie pofaldowari btonowych jest zjawiskiem nie-
zwykle skomplikowanym, w ktérym bierze udziat duza
ilo§¢ biatek oraz innych czynnikéw. Nie wyja$niono
jeszcze jaka jest organizacja cytoszkieletu aktyno-
wego w tych strukturach ani jak powstajg. W zdarze-
niu tym biorg udziat gléwne regulatory: Rac1, Gabl
(biatko oddziatywajace z receptorem insulinowym), NCK
(biatko adaptorowe oddziatywajace z biatkami IRS), PI3K
(kinaza-3-fosfatydyloinozytolu, phosphatidyl-3-inositol
kinase), kompleksy sktadajace sie z wielu biatek m.in.
Arp 2/3, WAVEL. Odkryto takze kilka nowych, regulujg-
cych powstawanie CDR: PI3K, mAbp1 czy Tapp1 (biatko
zawierajgce tandemowo domeny homologiczne do plek-
stryny-1, tandem PH (pleckstrin homology)-domain-
-containing protein-1) [24].

Zeng i wsp. badali role pofatdowan brzegowych w ruchli-
wosci komdrkowej za pomoca fibroblastéw NIH 3T3
wysiewanych na substracie poliakrylamidowym. Wyka-
zali, iz powstawanie CDR zwigksza trwato$¢ kierunkowe;
migracji komdérek, jednak nie wptywa na szybko$¢ ich
poruszania [83].

PSEUDOPODIA

Mimo ze termin ,,pseudopodia” (pseudopod) jest cze-
sto stosowany do ogétu struktur migracyjnych komérek,
w tym artykule. Termin ten okresla okresowo wystepujace
struktury formowane w czasie ekspansji czota komdrki
(ryc. 1, panel E). Pseudopodia stanowig wypetniane aktyna
protruzje, charakterystyczne dla komérek szybko poru-
szajacych sie, takich jak §luzowce Dictyostelium discoideum
czy ludzkie neutrofile [59], a ich ruchliwo$¢ jest wynikiem
polimeryzacji aktyny i sieciowania filamentéw. Odgrywaja
znaczgca role w poruszaniu sie komdrek, nadajac im pred-
ko$¢, kierunek oraz trajektorie [75]. Pseudopodia powstaja
de novo prostopadle do powierzchni komérki badz sg
wynikiem ich podziatu. W takim wypadku wyksztalcaja
sie pod katem 55° w stosunku do istniejacych juz pseudo-
podiéw. Najnowsze doniesienia wskazujg, ze pseudopodia
moga powstawac z przeksztatcenia blebdw, jak réwniez
bleby moga by¢ uwalniane z bocznych czesci pseudopo-
diéw [73]. Potwierdza to zatozenie, ze miedzy réznymi
strukturami protruzyjnymi zachodzi wspétpraca na réz-
nych poziomach organizacji. Charakterystyczng cecha
pseudopodidéw jest samoorganizacja - poza inicjacja,
rearanzacje ksztattu tych struktur zachodza niezaleznie
od sygnatéw zewnetrznych [8].

Gléwna role w regulacji dynamiki aktyny w pseudopodiach
odgrywa powstawanie de novo oraz elongacja filamentéw
aktynowych. W procesie tym uczestniczy kilka kom-
plekséw biatkowych, sposréd ktérych najlepiej poznano
kontrolowany przez biatka z rodziny WASP/WAVE kom-
pleks Arp2/3 oraz forminy [65]. Czesto wykorzystywa-
nym modelem tworzenia pseudopodiéw jest migracja
komérek Dictyostelium w odpowiedzi na zewnatrzkomér-
kowy chemoatraktant - cykliczny AMP (cAMP). Gradient
cAMP moze w rézny sposéb wplywaé na formowanie
pseudopodiéw, w zaleznosci od ich inicjacji. Jesli docho-
dzi do podziatu pseudopodiéw gradient cAMP moze
powodowal przesuniecie maksymalnie o 50% w strone
gradientu. W kontrascie, kierunek pseudopodiéw
powstajacych de novo moze ulec zmianie nawet w 100%
pod wpltywem gradientu cAMP [76]. Zaproponowano
juz kilka mechanizméw odpowiadajacych za chemotak-
sje. Cecha wspdlna wszystkich $ciezek sygnatowych jest
gtéwna rola biatek Ras C i Ras G. Jednym z proponowa-
nych mechanizméw odpowiadajacych za formowanie
pseudopodiéw jest szlak PIP,-niezalezny [31]:

¢ Chemoatraktant cAMP wysyla sygnaly za posrednic-
twem pokrewnego biatka heterotrimerycznego GiC.

« Lokalnie aktywowane biatko posrednie G spotyka
w cytosolu kompleks biatkowy TorC2 (kompleks celu
rapamycyny, target of rapamycin complex 2).
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« Aktywowany TorC2 przed powrotem do cytosolu fosfo-
ryluje kinazy biatkowe PKBR1 i PKBA.

W sktad PKB wchodzi m.in. talina powiazana z formo-
waniem cytoszkieletu.

Jednak miozyna klasy I réwniez moze odgrywac istotna
role w procesie polimeryzacji aktyny wywotanej che-
moatraktantem. Wykazano, ze PIP, wigze si¢ z domena
TH1 podzbioréw klasy miozyny 1 i przyciaga je do btony
komérkowej, co wskazuje na istnienie mechanizmu
przekazywania sygnatu z PIP, do szkieletu aktynowego
za pomoca miozyny I [13]. Niejednoznaczne dane $wiad-
cza o skomplikowaniu proceséw odpowiadajacych za
ruchliwo$¢ komérek oraz o potrzebie dalszego zgtebia-
nia mechanizméw powstawania protruzji komérkowych,
takich jak pseudopodia.

Warto nadmienié, ze w zwigzku z problemami w okre$le-
niu rodzaju struktur, ktére obserwuja naukowcy in vivo
stworzono termin ,,inwazyjne pseudopodia”, ktére maja
mie¢ cechy tych wielu struktur, szczegdlnie filopodiéw,
lamellipodiéw i inwadosomdw [38].

UROPODIA

0 ile ekspansja frontalnej cze$ci komérki wymaga orga-
nizacji struktur cytoszkieletu de novo, o tyle zmiany
zachodzgce w ramach deadhezji strefy tylnej doty-
czg zorganizowanych wczesniej struktur cytoszkieletu
aktynowego i sg oparte przede wszystkim na aktywa-
cji miozyny [32]. Uropod jest strukturg przypominajgca
ogon komérki (ryc.1, panel G), w obrebie ktérej sa sku-
pione swoiste organelle, biatka cytoszkieletu oraz recep-
tory adhezyjne i sygnatowe [56]. Jest charakterystyczny
dla komérek migrujacych pod wptywem chemoatrak-
tantdw, takich jak §luzowce Dictyostelium discoideum,
Entamoeba histolytica, ale réwniez komdrek uktadu immu-
nologicznego: limfocytéw B i T, monocytéw, komérek
NK, granulocytéw czy komdérek dendrytycznych. Struk-
tura formuje sie w ciagu jednej minuty od chwili stymu-
lacji (w tym samym czasie na wiodgcej krawedzi komérki
uwydatniajg sie pseudopodia) [9]. Poza najistotniejszg
rola zwigzana z adhezja i ruchliwoscia, uropod moze
pelnié¢ réwniez inne funkcje, takie jak komunikacja mie-
dzy komdérkami [74] czy udziat w procesie apoptozy [20].
W sktad aktywnych organelli uropodu wchodzg retiku-
lum endoplazmatyczne, aparat Golgiego oraz mitochon-
dria [43]. Te ostatnie sg transportowane do uropodu
wzdtuz mikrotubul w czasie migracji leukocytu w pro-
cesie wymagajacym udziatu biatka sygnatowego G, oraz
rozszczepienia mitochondriéw [11].

Istotnym komponentem szkieletu uropodu jest two-
rzone z centrosomdw centrum organizacji mikrotu-
bul (MTOC, microtubule organizing center), ktére petni
istotng funkcje w organizacji szkieletu mikrotubulowego
i nadawaniu ksztattu komérkom. Mikrotubule bezpo-
$rednio umiejscowione w okolicy centrum sg stabilizo-
warne przede wszystkim za pomocg acetylacji, co moze
$wiadczy¢ o roli, jaka odgrywa ten zestaw mikrotu-

bul w transporcie pecherzykowym z udziatem dyneiny
badZ w dostarczaniu mechanicznego wsparcia dla uro-
podu [23]. Zaburzenia w formowaniu mikrotubul nie
wplywaja jednak negatywnie na formowanie uropodu.
Prawdopodobnie wynika to z aktywacji taticucha lek-
kiego miozyny i w jego nastepstwie skurczu pier$cienia
aktomiozyny i przerwania sieci powiazanych z mikro-
tubulami filamentéw po$rednich wimentyny [23].
Dochodzi do protruzji btony komdrkowej. Brown i wsp.
dowiedli, ze filamenty po$rednie wimentyny odgrywa-
jaznaczaca role w ochronie migrujacych limfocytéw T
przed deformacja, a zatamanie siatki wimentynowej pod
wplywem indukowanej chemokinami polaryzacji lim-
focytéw jest przyktadem najbardziej gwalttownej reor-
ganizacji filamentéw na duza skale [9]. Wydaje sie, ze
zaréwno mikrotubule, jak i filamenty po$rednie wimen-
tyny majg znaczacy udzial w utrzymaniu struktury
uropodu, do tej pory jednak nie udowodniono jedno-
znacznie czy sa one niezbedne do formacji tej struktury
migracyjne;j.

W obrebie uropodu sg skoncentrowane réwniez czg-
steczki adhezyjne, takie jak ICAM-1, -2, -3 (czasteczka
adhezji miedzykomdrkowej -1, -2, -3, intercellular adhe-
sion molecule) i leukosialina oraz biatka wigzace aktyne
zrodziny ezryna/radyksyna/moezyna (ERM) [41]. Praw-
dopodobnie interakcja miedzy biatkami ERM a cytoso-
lowymi receptorami uropodu jest cze$cia mechanizmu
prowadzacego do jego polaryzacji.

Aktywacja biatek ERM jest procesem dwuetapowym
i wymaga:

* Wigzania do PIP,.
» Fosforylacji reszt treoniny/seryny na C-koficu z udzia-
tem kinazy ROCK [22].

Biatka ERM moga dostarczaé informacje zwrotng do bia-
tek RhoA za pomoca interakcji z Rho-GDI [28].

PODSUMOWANIE

W wiekszo$ci komdrek migrujacych, wiodgca krawedz
komérki, wysuwana w kierunku ruchu, jest wyposazona
w delikatne struktury protruzyjne zbudowane z gesto
usieciowanej aktyny. Lamellipodia kurcza sie pod wply-
wem wstecznego przeptywu aktyny. W ich obrebie lub
poza nim moga by¢ formowane filopodia, petnigce funk-
cje rozpoznawcze.

Komérki majace zdolno$é przekraczania bariery gestej
macierzy zewnatrzkomérkowej wytwarzaja inwadopo-
dia albo podobne im struktury, umozliwiajace jej cza-
sowg penetracje [18]. Ruchliwo$é tylnej czesci komérki
jest mozliwa przede wszystkim dzieki obecno$ci widkien
aktynowych sprzezonych z miozyna. Zdolno$é migra-
cyjna moze byé réwniez wypadkowsg oddzialywania
ci$nienia hydrostatycznego i korowej aktyny, kiedy for-
mowane sg pecherzyki membranowe (bleby) [12].
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Wprawdzie w ostatniej dekadzie nastgpit znaczny postep
w stopniu scharakteryzowania struktur protruzyjnych
komérek, niektére mechanizmy sterujace ich formowa-
niem pozostajg niezidentyfikowane. Dokladne poznanie
mechanizméw sterujacych ruchem komdérki w reakcji
na rézne bodZce wydaje sie podstawowe dla zrozumienia
wielu proceséw biologicznych oraz chorobotwérczych.

Stow i Condon uwazajg, ze dogltebne poznanie natury,
biomechaniki i budowy molekularnej krawedzi wiodace;j
komérek, szczegdlnie komérek uktadu odpornosciowego,
moze mie¢ ogromne znaczenia dla immunologii, moze
pomdc zaprojektowaé nowe szczepionki i leki przeciw pato-
genom oddziatujacym ze strukturami budujacymi protru-
zje, a takze wspomdc diagnostyke chordb infekcyjnych [64].

Jak juz sygnalizowano, kontrola migracji komérek ma
réwniez duze znaczenie w postepowaniu w chorobach ser-
cowo-naczyniowych. Wiadomo, ze jednym z elementéw
patomechanizmu miazdzycy jest zmiana fenotypu
komérek mieéni gtadkich $rodkowej warstwy tetnicy
zkurczliwego na syntetyzujacy, nastepnie ich migracja do
warstwy wewnetrznej, proliferacja, pochtanianie lipidéw
i przeksztalcanie sie w komérki piankowate, a to powiek-
sza blaszki miazdzycowe. Wzmozona migracja jest bardzo
niekorzystna, a wiec zahamowanie jej przez blokowanie
powstawania podosoméw bytoby pozadane [45].

Podobnie badania nad strukturami protruzyjnymi nowo-
tworéw moga mie¢ zasadnicze znaczenie dla zrozumienia
problemu ich inwazyjnosci. Moga poméc w hamowaniu
przerzutowania oraz zwiekszy¢ skuteczno$¢ zwalczania
réznego rodzaju nowotwordw. Dzisiejszy stan
wiedzy pozwala na zidentyfikowanie gtéwnych
biatek regulujacych zdolnos$ci migracyjne komérki
nowotworowej. Dla komdrek wyksztatcajacych lamellipo-
dia jest to kompleks Arp2/3 i Scar/WAVE, dla tych gdzie
wystepuje przewaga filopodiéw fascyna i Mena/VASP.

PISMIENNICTWO

Dla tych, w ktérych obserwuje sie inwadopodia bedzie to
N-WASP, dynamina, Tks5, MT1-MMP. Natomiast gtéwnymi
regulatorami powstawania blebséw sg aktomiozyna
i ezryna, a lobopodiéw RhoA, Rac1, Cdc42 i PIP3 (pseu-
dopodia i pofatldowania grzbietowe wydaja sie nie mieé
znaczenia w przerzutowaniu). Nadekspresja lub obnizona
ekspresja tych biatek jest zwigzana z wystepowaniem nie-
ktérych rodzajéw nowotwordw (zob. tab. 2). Znane sg leki
hamujgce niektdre z tych biatek, problem polega jednak
na réznorodno$ci mechanizméw i sposobéw poruszania
sie komérek, ktére wymykaja sie spod celowanej w jedno
biatko kontroli. Poza tym, czesto terapie dziatajace in vitro
cechuja sie mata skutecznoscia in vivo. Przyktadem moga
by¢ komérki, w ktérych blokuje sie powstawanie lamel-
lipodiéw i filopodiéw w hodowli komdrkowej, zachodzi
wtedy skuteczne hamowane migracji, jednak w organi-
zmie poruszaja sie one w sposéb ameboidalny, co sprzyja
rozwojowi choroby [81]. Pewne nadzieje poktada sie
w inhibitorach metaloproteinaz, ktdre sg gtéwnym czyn-
nikiem pozwalajacym na inwazje za porednictwem inwa-
dosoméw, a wyniki badari na myszach bezgrasiczych sa
dos¢ obiecujace [80]. Niemniej jednak oczywistym jest, ze
duzo pracy nalezy jeszcze wlozyé w poznanie patomecha-
nizméw powstawania przerzutéw. Stad wyrazna potrzeba
w analizowaniu zaleznosci, jakie panuja miedzy biatkami
organizujagcymi cytoszkielet, szczeg6lnie w modelach
badawczych jak najbardziej zblizonych do organizmu
cztowieka tak, aby pozna¢ doktadnie mechanizmy pozwa-
lajace stworzy¢ komérce struktury protruzyjne, a nastep-
nie, w sposéb celowany, zahamowacé ten proces.
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