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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Biatka z rodziny Rho (RhoA, Racl, Cdc42) dziataja na zasadzie molekularnych przetacznikéw, re-
guluja wiele proceséw komdrkowych. Zaangazowane sa m.in. w migracj¢ komorek, kontrolg cy-
klu komérkowego, procesy apoptozy i regulacje transkrypcji genéw. Biatka Rho sa aktywne przede
wszystkim w cytoszkielecie komorki, biorac udzial w reorganizacji mikrofilamentéw aktynowych
oraz mikrotubul. W ciagu ostatnich lat dokonat si¢ znaczacy postep w zrozumieniu biochemiczne;j
1 genetycznej natury wielu proceséw, w ktére s zaangazowane biatka Rho. Pozostaje jednak wiele
niewiadomych oraz wymagajacych potwierdzenia hipotez. Jednoczesnie pojawiaja si¢ coraz nowsze
i bardziej precyzyjne wyniki badan, pozwalajace na zrozumienie proceséw kontrolowanych przez
biatka Rho. Sugerowane jest migdzy innymi zastosowanie ich w terapii pewnych schorzen.

Celem niniejszej pracy jest proba scharakteryzowania znaczenia rodziny bialek Rho w cytosz-
kielecie komorki.

biatka Rho ° cytoszkielet  aktyna

Summary

Proteins of the Rho protein family (RhoA, Rac1, Cdc42) work as molecular switches in the regu-
lation of many cellular processes. They are involved in cell migration, cell-cycle control, apopto-
sis, and the regulation of gene transcription. Rho proteins show their activity mainly in the cell’s
cytoskeleton by taking part in the reorganization of microfilaments and microtubules. In recent
years, significant progress has been made in understanding the biochemical and genetic nature
of many processes controlled by Rho proteins. Although there are still seveal unknowns and hy-
pothesizes which require confirmation, newer and more precise experimental results allow us to
better understand these processes. It has also been suggested to use Rho family proteins in the
therapy of some diseases. The purpose of this study was to characterize the significance of Rho
processes in the cellular cytoskeleton.
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ABP - biatka wigzace sie z aktyna (actin binding proteins); ARP2/3 - biatko spokrewnione z aktyng
2/3 (actin related protein 2/3); ATP - adenozyno 5’ trifosforan (adenosine 5'-triphosphate); ATP-
aza - adenozyno 5’ trifosfataza (adenosine 5'-triphosphatase); DFF - czynnik fragmentacji DNA
(DNA fragmentation factor); DH - domena DH odpowiedzialna za wymiane nukletydéw w biatkach
GEF (1-Db1 homology); DRF - por. mDIA (diaphanous-related formins); EGF - czynnik wzrostu
naskadrka (epidermal growth factor); ERM - spokrewnione biatka: ezryna, radaksyna i moezyna
umocowujgce mikrofilamenty do btony plazmatycznej, np. w mikrokosmkach (ezrin, radexin,
moesin); FAK - kinaza FAK (focal adhesion kinase); GAP - biatko indukujace aktywno$¢ GTP-azy
matych biatek G (GTPase accelerating protein); GDI - GDI wigza nieaktywne biatko Rho i hamuja
wymiane GDP na GTP (guanine nucleotide dissociation inhibitors); GDP - guanozyno-5’difosforan
(guanosine-5'diphosphate); GEF - biatko zaangazowane w wymiane GDP na GTP, aktywujace

mate biatka G (guanine nucleotid exchange factor); GTP - guanozyno-5'trifosforan (guanosine-
5’triphosphate); GTP-aza - guanozyno-5'trifosfataza (guanosine-5'triphosphatase); LIM - biatko
LIM (LIM protein); LIMK - kinaza LIM (LIM kinase); LPA - kwas lizofosfatydowy (lysophosphatidic
acid); MAP - biatka towarzyszace mikrotubulom (microtubule associated proteins); mDIA - biatko
efektorowe matych biatek G rodziny Rho (mammalian homologue of Drosophila diaphanous)
(DIA=DRF); Miro - biatko rodziny Rho wystepujace w mitochondrium (mitochondrial Rho);

MLC - lekkie taficuchy miozyny (myosine light chains); MLCK - kinaza lekkich faficuchéw miozyny
(myosine light chains kinase); MLCP - fosfataza lekkich fancuchdw miozyny (myosine light chains
phosphatase); MAPK - kinaza aktywowana przez mitogen (mitogen activated protein kinase);

PCD - programowana $mier¢ komorki - apoptoza (programmed cell death); PDGF - czynnik wzrostu
pochodzacy z ptytek krwi (platelet-derived growth factor); PH - domena biatek GEF (pleckstrin
homology); PIP, - fosfatydyloinozytylo-4,5-bisfosforan (phosophatidylinositol-4,5-bisphosphate);
Rac - mate biatko G z rodziny Rho; Ras - mate biatko G kodowane przez protoonkogen ras bedacy
homologiem wirusowego onkogenu zidentyfikowanego w wirusie miesaka myszy (rat sarcoma);

Rb - protoonkogenne fosfobiatko jadrowe (105 kDa), uczestniczace w regulacji cyklu komérkowego

(Rb protein, retinoblastoma protein); Rho - biatko nalezace do rodziny matych biatek G (Ras
homologous); ROCK - kinaza zalezna od Rho (Rho kinase); SCAR/WAVE - biatka nalezace do
rodziny biatek WASP (WASP family verprolin homologous protein); SRF - czynniki transkrypcyjne
aktywowane przez mitogeny surowicy (serum response factor); WASP - biatka kodowane przez gen

wasp (Wiskott-Aldrich syndrom protein).

RobziNA BIALEK RHO

Biatka Rho (Ras homologous) naleza do nadrodziny ma-
tych biatek G (biatka Ras), ktére sa monomerami o masie
czasteczkowej 20-30 kDa. Rho wiaza nukleotyd guanino-
wy (GTP lub GDP) [10,29].

Gen Rho odkryli w 1985 r. badacze pracujacy nad glonem
morskim Aplasi. Na podstawie sekwencji genu Rho wyizo-
lowanego z Aplasi wyodrebniono trzy blisko spokrewnione
geny ssacze, nazwane RhoA, RhoB oraz RhoC. Biatko Rac
natomiast, réwniez nalezace do grupy biatek Rho, zostato
po raz pierwszy zidentyfikowane jako substrat transferazy
C3 [29]. Byt to zaledwie poczatek wielu odkry¢ zwiaza-
nych z ta rodzinag bialek. Dotad zidentyfikowano ponad 100
r6znych bialek, nalezacych do nadrodziny Ras, do ktérych
zaliczane sa biatka Rho. Rodzing biatek Rho podzielono
na szes$¢ podrodzin (ryc.l) uwzgledniajac zaréwno podo-
bienistwo w budowie, jak i pelniong funkcje [4].

Przynalezno$¢ do rodziny biatek Rho jest uwarunko-
wana obecno$cia domen GTP-azowych typowych dla
tej rodziny bialek. Cecha charakterystyczng tych struk-

tur jest obecnos¢ tzw. domeny Rho, ktéra jest umiejsco-
wiona pomiedzy piatym taficuchem P a czwarta helisa
a. Dzigki takiej budowie mozliwe jest odréznienie bia-
tek rodziny Rho od innych matych biatek G. Wigkszo$¢
Rho jest stosunkowo matymi biatkami (190-250 reszt
aminokwasowych) i sktada si¢ gtéwnie z domeny GTP-
azowej oraz krétkich elementéw terminalnych na C-kon-
cu i N-koricu [37]. Zidentyfikowano ponadto kilka niety-
powych biatek nalezacych do tej rodziny zawierajacych
dodatkowe domeny, ktére moga mie¢ dtugos¢ ponad 700
aminokwas6éw. Domeny GTP-azowe biatek rodziny Rho
wykazuja homologi¢ sekwencji aminokwasowej w 40—
95%. Kazde biatko nalezace do tej rodziny ma sekwen-
cje, dzigki ktorej jest w stanie zwiaza¢ GTP lub GDP
[37]. Biatka te wystepuja w dwoch postaciach: pierwsza
zwiazana z GTP — aktywna i druga nieaktywna wiaza-
ca GDP, dziataja na zasadzie molekularnych przetacz-
nikéw (ryc. 2).

W postaci zwiazanej z GTP sa w stanie oddziatywac
z efektorami lub czasteczkami docelowymi zapoczatko-
wujac taiicuch kolejnych reakcji [19,24,29,37]. Przejscie
w stan aktywny wymaga udziatu dodatkowych biatek re-

111



Postepy Hig Med Dosw (online), 2008; tom 62: 110-117

(dcd2
aded2, TCL,
TC10, WRch-1,
- Chp/Wrch-2 AT
Rac], Rac2, . ~ Miro
Rac3, RhoG r“’> == Miro-1, Miro-2,
ﬂ\\ . \/1 J». ! >
BIALKA .
" RHO & RhoBTB
i, | < [l Y RIOBTE 1
' ¢ i 0BTB-2,
Rho/Rnd3 . RhoBT-3
Rho-A
RhoA, RhoB, ‘
RhoC

L

Ryc. 1. Biatka rodziny Rho z podziatem na szes¢ gtéwnych grup: Rho-A
spokrewnione, Rac-spokrewnione, Cdc42-spokrewnione, biatka
Rnd, biatka RhoBTB oraz biatka Miro

gulatorowych. Biatka regulujace aktywnos¢ GTP-az, do
ktoérych zalicza si¢: GDI, GEF, GAP, odgrywaja gitéwna
role w przekazywaniu sygnaléw wewnatrzkomoérkowych,
posrednicza w aktywowaniu czynnikéw bioracych udziat
w rearanzacji cytoszkieletu aktynowego oraz aktywuja
oksydaze NADPH u fagocytéow [24,29]. Biatka GEF za-
wieraja dwie charakterystyczne domeny: DH (1-Dbl ho-
mology), odpowiedzialng za wymiang nukleotydéw oraz
domeng PH (pleckstrin homology), dzigki ktérej biatka te
moga si¢ wigza¢ z fosfolipidami, np. blony cytoplazma-
tycznej [12,17]. Za swoistos¢ szlakow sygnatowych zwia-
zanych z biatkami Rho sg odpowiedzialne wtasnie biatka
regulatorowe GEEF, ktére oprécz tego, ze sa odpowiedzial-
ne za aktywacje bialek rodziny matych GTP-az, wyzna-
czaja réwniez konkretna droge przekazywania informacji
przez biatka Rho [17,20].

Koniec karboksylowy wigkszosci biatek nalezacych do
podrodziny matych biatek G ulega potranslacyjnej mody-
fikacji. R6znice w sekwencji C-korica oraz przemiany po-
translacyjne wptywaja na umiejscowienie biatka wewnatrz
komorki, determinujac wiazanie z btona, co istotnie wpty-
wa na funkcje, jaka petnia [37].

Biatka homologiczne do Rho czy Rac zidentyfikowano
u wszystkich organizméw eukariotycznych. Nie stwierdzo-
no natomiast ich wystgpowania u Procaryota [29].

Biatka te, mimo ze nie pelnia funkcji strukturalnych, cze-
sto sa umiejscowione w kilku réznych obszarach komor-
ki. Moga by¢ réwniez réwnomiernie rozprowadzone w cy-
toplazmie, a takze wiazac si¢ z blona cytoplazmatyczna.
Za przemieszczanie si¢, wiazanie i dysocjacj¢ biatek Rho
odpowiada swoista sekwencja kofica karboksylowego tego
biatka, ktéra podlega potranslacyjnej modyfikacji z udzia-
tem lipidéw. RhoGDI, jeden z czynnikéw regulujacych ak-
tywnos¢ biatka Rho, wiaze si¢ z C-koficem bialka, rozpo-
znajac lipid znajdujacy si¢ na koricu karboksylowym, co
w konsekwencji powoduje jego oddysocjowanie od btony
cytoplazmatycznej i jednoczesne zahamowanie wymia-
ny GDP-GTP. Ostatecznie biatko Rho przyjmuje postac
nieaktywna, wiazaca GDP i umiejscawia si¢ w cytopla-
zmie [39]. Badania biochemiczne przeprowadzone przez

Efektory

Ryc. 2. Requlacja cyklu GTP-az Rho. Przejscie z postaci nieaktywnej Rho-
GDP w postac aktywna Rho-GTP wymaga biatek requlatorowych
GDI, GAP i GEF. GDI wiazq nieaktywne biatko Rho i hamuja wymiane
GDP na GTP. GAP — biatko indukujace aktywnos¢ GTP-azy matych
biatek G GEF — biatko zaangazowane w wymiane GDP na GTP,
aktywujace mate biatka G (wg [8] zmodyfikowano)

Fleminga i wsp. [13] dowiodly, ze odpowiedzialnymi za
te procesy moga by¢ czynniki pozakomérkowe, takie jak
kwas LPA, ktéry stymuluje transport i wigzanie biatek do
btony cytoplazmatyczne;j.

Lokalizacja podrodziny matych biatek G jest bardzo istot-
na, poniewaz umiejscowienie zwykle wiaze si¢ z okreslona
funkcja biatka. Rodzina biatek Rho bierze udzial w wielu
r6znorodnych procesach komérkowych, takich jak: orga-
nizacja cytoszkieletu, adhezja komorek, ich ruchliwos¢,
egzocytoza czy transkrypcja. Bardzo istotne okazato sig
zbadanie doktadnej lokalizacji biatek Rho w komérce pod-
czas jej zmian morfologicznych oraz podczas odpowiedzi
komérkowej na czynniki zewngtrzne. Yonemura i wsp.
[39] wykazali obecno$¢ biatek RhoA zaréwno w btonie
cytoplazmatycznej, jak i w samej cytoplazmie, a obser-
wowano komorki epitelialne oraz fibroblastyczne. Biatka
Rho gromadzity si¢ w cytoplazmie, gtéwnie w okolicach
formujacych si¢ widkien naprgzeniowych, ogniskach ad-
hezyjnych oraz w bruzdzie podziatowej, a takze w mi-
krowypustkach komérkowych. Udowodniono réwniez,
ze Rho potrafia przemieszczac si¢ i gromadzi¢ w odpo-
wiedzi na charakterystyczne czynniki stymulujace (lowo-
statyna — LPA) [39]. Na poziomie tkankowym zaobser-
wowano duza liczbg tych molekularnych przetacznikéw
w komoérkach mezotelialnych oraz nabtonka wielowar-
stwowego jezyka, w rzgskach komorek epitelialnych tcha-
wicy, w nabtonku pgcherza moczowego, a takze w wielu
innych tkankach [13].
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FuNKcJA BIOLOGICZNA

Biatka Rho s zaangazowane w regulacj¢ réznych funkcji
komdrkowych. Zaobserwowano, ze odgrywajg one ogrom-
na rolg¢ w wielu procesach komérkowych, takich jak: mi-
gracja komorek, regulacja transkrypcji czy transport pgche-
rzykowy. Dlaczego biora one udzial w tak wielu réznych
procesach? Ot6z biatka te maja zdolnos¢ wspdétdziatania
z wieloma efektorami [11,20,29].

Odkryto, ze te mate GTP-azy odgrywaja réwniez wazna role
w procesie regulacji programowanej Smierci komérki (PCD)
[4]. Rho zostato réwniez scharakteryzowane jako regulator
organizacji cytoszkieletu aktynowego. Badania dowiodly, ze
Rho stymuluje oraz reguluje formowanie widkien naprgze-
niowych zbudowanych z aktyny, jest mediatorem uczestni-
czacym w reorganizacji struktur aktynowych, m.in. w komoér-
kach nerwowych. Petni ponadto rolg w regulacji ruchliwosci
komorek np. neutrofili. Dziatanie Rho polega m.in. na re-
gulacji fosforylacji lekkiego taricucha miozyny [31]. Biatko
Racl promuje reorganizacj¢ aktyny w struktury zwane la-
mellipodiami, ktére sa formowane na brzegu wiodacym ko-
morki w pierwszym etapie jej ruchu [11,30]. Inne biatko na-
lezace do tej rodziny — RhoA, wplywa na formowanie ognisk
adhezji, co promuje przyczepianie si¢ komorek do podioza.
Biatko RhoE natomiast powoduje destabilizacjg tych struk-
tur, a w konsekwencji zaokraglenie komaérki [30]. Zmiany
dynamiki cytoszkieletu regulowane przez GTP-azy Rho wia-
73 si¢ z transportem wewnatrzkomérkowym, powstawaniem
potaczen migdzykomdérkowych, cytokineza oraz wptywaja na
polarnos$¢ komérki. Dynamiczne rearanzacje cytoszkieletu
powodowane aktywnoscig biatek Rho wptywaja na ksztatt
komérki, kontakt migdzy komdrkami oraz migdzy komér-
kami i macierza zewnatrzkomorkowa. Odzwierciedleniem
tego jest wplyw na inwazyjno$¢ oraz zdolnos¢ komoérek no-
wotworowych do metastazy [5,30].

Kolejna wazna funkcja, jaka pelnia GTP-azy Rho jest re-
gulacja aktywnosci wielu czynnikéw transkrypcyjnych.
Biatka Racl, RhoA oraz Cdc42 aktywuja SRF (serum re-
sponse factor), ktéry przez wspétdziatanie z innymi czynni-
kami moduluje aktywnos¢ SRE (serum response element)
[16]. Biatka Rho aktywuja takze wiele innych czynnikéw
transkrypcyjnych. Ich réznorodnosé, podlegajaca regulacji
przez male biatka G sugeruje, ze biatka Rho pelnia funk-
cj¢ mediatoréw transformacji [30].

Wykazano, ze podrodzina matych bialek G jest w stanie re-
gulowac postep cyklu komoérkowego oraz stymulowac proli-
feracje komodrek. Aktywne postaci biatek Racl, RhoA oraz
Cdc42 wptywaja na postep fazy G1 cyklu komérkowego po-
przez modulowanie zaréwno pozytywnych jak i negatywnych
regulatoréw supresora nowotworu Rb, ktérego zadaniem jest
regulowanie postgpu fazy G1. RhoA pelni funkcje antago-
nisty ekspresji dwoch negatywnych regulatoréw progresji
fazy G1: cyklinozaleznych inhibitoréw kinazy p21*! oraz
p27%P! Inhibicja p21°™! jest jednym z mechanizméw, dzieki
ktérym GTP-azy Rho moga uaktywnic¢ biatka Ras, bedace
jednostkami stymulujacymi wzrost komérki [24,30].

Wpryw BIALEK RHO NA ORGANIZACJE CYTOSZKIELETU

Jak dotad najlepiej poznanymi biatkami rodziny Rho sa
Cdc42, Racl oraz RhoA. Hall i wsp. [15] w swoich bada-

niach wykazali, ze aktywacja poszczegdlnych biatek tej
rodziny prowadzi do formowania struktur zbudowanych
z aktyny. Aktywacja Cdc42 stanowi sygnal do formowa-
nia filopodiéw, Rac1 reguluje powstawanie lamellipodiéw,
RhoA natomiast wptywa na formowanie widkien napre-
zeniowych oraz ognisk kontaktowych [18,33,35]. Biatko
Cdc42 bierze udzial w odbieraniu sygnaléw z przestrze-
ni migdzykomérkowej, stymulujac wydtuzanie filopodiéw
oraz wplywa na ustalenie polarnosci komérki podczas ukie-
runkowanej migracji. Wydluzanie lamellipodiéw przez po-
limeryzacje aktyny przy krawedzi wiodacej komorki jest
kontrolowane przez GTP-az¢ Rho — Racl [6,11]. Kolejne
biatko rodziny matych biatek G, RhoA, stymuluje poli-
meryzacje aktyny przez aktywacje bialek Dia (zwanych
rowniez DRFs - diaphanous-releted formins), ktére sty-
muluja dodawanie monomeréw aktyny do korica (+) plus
filamentu. DRF wspoétdziataja razem z kinazami ROCK,
co prowadzi ostatecznie do powstania widkien napreze-
niowych [15,38].

Wspétdziatanie ROCK z DRF odgrywa gtéwna rolg w re-
gulacji polarnosci komorki oraz organizacji mikrotubul. Ich
stabilnos¢ jest regulowana przez kinaz¢ ROCK, odpowie-
dzialna za fosforylacje biatek Tau oraz MAP2. Dziatanie
DREF, polegajace na stabilizowaniu oraz koordynowaniu
orientacji mikrotubul, wywotane jest przez miejscowa akty-
wacje biatek Rho z udziatem szlaku integryna/FAK [38].

Mate biatka G, gtéwnie biatka Ras oraz Rho wzajemnie na
siebie oddziatuja. Ras maja zdolnos¢ aktywacji Rac (dla-
tego Ras indukuje powstawanie lamellipodiow), Cdc42
wplywaja na Rac, ktére z kolei inicjuja dziatanie Rho.
Oddziatywania migdzy biatkami rodzin Rho i Rac wska-
Zuja, ze sa one gtéwnymi molekutami, ktére odbieraja sy-
gnaly z receptoréw powierzchniowych i wptywaja na or-
ganizacje cytoszkieletu aktynowego [18]. Machesky i Hall
w badaniach nad rola polimeryzacji aktyny i adhezji dowie-
dli, ze Rac indukuje szybkie tworzenie filamentéw aktyno-
wych w miejsce pofatdowan btony komérkowej, podczas
gdy Rho powoduje montaz wtékien napr¢zeniowych przez
formowanie skupien widkien F-aktyny. Aktywacja zarow-
no Rac jak i Rho prowadzi do formowania komplekséw ad-
hezyjnych, w ktérych powstawaniu posrednicza integryny.
Laczenie si¢ czasteczek integryny nie jest wymagane w in-
dukowanym przez Rho tworzeniu skupien aktomiozyno-
wych wigzek filamentéw oraz przy wiazaniu z peczkami
aktyny. Jest natomiast konieczne podczas tworzenia wié-
kien naprezeniowych. Biatka Rac i Rho wywotuja zmiany
cytoszkieletu w dwdéch kierunkach. Lamellipodia powstaja
niezaleznie od tworzenia komplekséw integryn na skutek
miejscowej polimeryzacji aktyny z udzialem bialek Rac
w czgsci peryferyjnej komoérki. Natomiast widkna napre-
zeniowe powstale w nastgpstwie dziatania biatek Rho sa
tworzone poprzez zalezne od komplekséw integryn formo-
wanie pgczkéw filamentéw aktynowych [22].

Rodzina bialek Rho jest gtéwnym regulatorem organiza-
cji cytoszkieletu. Dzieje si¢ to w wyniku dziatania GTP-az
Rho na biatka efektorowe, takie jak: kinazy Rho-zalezne
(ROCK1, ROCK?2) i biatka mDia (mDial,2). Aktywacja
mDia z udzialem Rho inicjuje polimeryzacj¢ aktyny dzigki
biatku wigzacemu aktyng — profilinie. Biatko mDia regulu-
je natomiast formowanie i organizacj¢ mikrotubul. Kinazy
ROCKI,2 aktywuja kinazy LIM1 i LIM2, ktére powoduja
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Tabela 1. Wptyw biatek rodziny Rho na organizacje cytoszkieletu (wg [3] zmodyfikowano)

GTP-azy Wystepowanie Dziatanie na cytoszkielet aktynowy
Rac1 powszechnie lamellipodia, pofatdowanie bton, ogniska kontaktowe
Rac2 komérki krwiotwércze aktywowanie oksydazy NADHP, ogniska kontaktowe
Rac3 serce, fozysko, mozg, trzustka formowanie ognisk kontaktowych, lamellipodia
RhoG powszechnie pofatdowanie btony, lamellipodia
(dc42 powszechnie filopodia, dezorganizacja wtkien naprezeniowych
TC10 migsnie szkieletowe, serce, watroba dezorganizacja wtdkien naprezeniowych, tworzenie ognisk kontaktowych
Rnd1 (Rho6) mézg, watroba dezorganizacja wtdkien naprezeniowych, zniesienie adhezji
Rnd2 (Rho7) jadra, mézg, watroba dezorganizacja wtokien naprezeniowych, zniesienie adhezji
RhoE (Rnd3) powszechnie dezorganizacja wtdkien naprezeni(cr)n\/\;)ll(crg f(ak;)ir)nérki MDCK), pofatdowanie btony
RhoA powszechnie tworzenie ognisk kontaktowych i wtdkien naprezeniowych
RhoB powszechnie wiékna naprezeniowe
RhoC powszechnie wiékna naprezeniowe
RhoH (TTF) komérki krwiotworcze brak wptywu na cytoszkielet aktynowy
RhoD (HP1) pO\Ailskzggg:LZ&?%L\%%&Q(‘%%ZQu pofatdowanie btony, dezorganizacja wtékien naprezeniowych, filopodia
Rif powszechnie filopodia
Miro-1 powszechnie brak wptywu na cytoszkielet aktynowy (wystepuje jedynie w mitochodrium)
Miro-2 powszechnie brak wptywu na cytoszkielet aktynowy (wystepuje jedynie w mitochodrium)
RhoBTB-1 powszechnie umiarkowany wptyw na organizacje wtékien naprezeniowych
RhoBTB-2 mézg umiarkowany wptyw na organizacje wtékien naprezeniowych

fosforylacje kofiliny — biatka odpowiedzialnego m.in. za
depolimeryzacje¢ F-aktyny, prowadzac do jej inaktywacji.
Zwigksza to intensywnos$¢ polimeryzacji filamentéw akty-
nowych oraz wptywa na stabilizacje widkien napre¢zenio-
wych. Kinazy ROCK1,2 fosforyluja lekki faricuch miozy-
ny (MLC-P), co zwigksza kurczliwos¢ miozyny i hamuje
fasfatazg MLC (MLC-PPaza). Aktywacja kinaz ROCK1,2
przez GTP-azy Rho prowadzi zaréwno do formowania ak-
tynowych wtékien naprezeniowych, jak i do zwigkszenia
kurczliwosci struktur widknistych (aktomiozynowych), co
obserwuje si¢ m.in. w takich procesach jak: formowanie
komplekséw integryn, tworzenie ognisk kontaktowych,
a takze w adhezji komoérek (ryc. 3) [6].

SZLAKI SYGNALIZACYINE Z UDZIALEM BIALEK RHO

Biatka rodziny Rho funkcjonujace na zasadzie molekular-
nych przetacznikéw kontroluja poprzez kaskady sygnaliza-
cyjne organizacj¢ i dynamike cytoszkieletu aktynowego.
Droga sygnatowa z udzialem bialek Rho jest inicjowana
przez rézne receptory znajdujace si¢ na btonie komoérko-
wej. Sa to m.in.: receptor kinazy tyrozynowej, receptory
cytokin czy tez receptory wiazace biatka G. Stymulacja
tych receptoréw zachodzi m.in. przez ligandy (kwas lizo-
fasfatydowy, bombezyna, bradykinina czy trombina) oraz

z udziatem czasteczek adhezyjnych, takich jak integryny,
kadhedryny i biatka nadrodziny immunoglobulin [12,20].
Biatka Rho odbieraja réwniez sygnaly z receptoréw ak-
tywowanych przez naskérkowy i ptytkopochodny czyn-
nik wzrostu (EGF, PDGF), czy tez przez insuling [20].
Receptory aktywuja biatko regulatorowe GEF odpowie-
dzialne za przejscie nieaktywnego biatka Rho zwiazane-
go z GDP w aktywne, polaczone z GTP [3].

Dotad poznano wiele biatek, ktore wiaza si¢ z aktywna po-
stacig bialek Rho i pelnia funkcje biatek efektorowych. Na
szczegblne zainteresowanie zastuguje kinaza ROCK (Rho
kinase), zwana réwniez p160Rho [2,12]. ROCK jest kina-
73 serynowo/treoninowa, zidentyfikowano ja prawie 10 lat
temu jako biatko wiazace si¢ z Rho-GTP. Wystepuje w po-
staci dwoch izoform ROCK1 i ROCK2. Kinazy te wykazuja
swoistos¢ tkankowa. [zoformy ROCK1 wystepuja gléwnie
w takich narzadach jak serce, ptuca, migsnie szkieletowe,
natomiast ROCK2 jest obecna przede wszystkim w mézgu.
Kinazy ROCK pelnia istotne funkcje w procesach migra-
cji komorki, proliferacji oraz sa odpowiedzialne za przezy-
cie komérki [25]. Wplywaja na ksztalt komoérek wpltywajac
na kurczliwos¢ struktur aktynowych i miozynowych [11].
Nieprawidtowa aktywacja drogi sygnalowej Rho/ROCK
prowadzi do wielu zaburzen osrodkowego uktadu nerwo-
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Ryc. 3. Regulacja cytoszkieletu przez biatka Rho (wg [6] zmodyfikowano)

wego [25]. Kinaza ta zostata odkryta i scharakteryzowa-
na jako biatko posredniczace w indukowanym przez Rho
formowaniu wtékien napr¢zeniowych i ognisk kontakto-
wych [20]. Kinazy ROCK prowadza do fosforylacji wie-
lu biatek. Jednym z gtéwnych substratéw kinazy ROCK
jest lekki taricuch miozyny MLC (myosin light chain).
Fosforylacja MLC prowadzi do formowania struktur ak-
tomiozynowych. ROCK posrednio reguluje ilo§¢ ufosfo-
rylowanych MLC poprzez inaktywowanie fosfatazy MLC,
czyli MLCP [12]. Kolejnym substratem kinaz ROCKs sa
Ser/Thr kinazy LIM (LIMKI1 i LIMK?2). Ufosforylowana
kinaza LIM prowadzi do zahamowania dziatania kofiliny
(przez fosforylacjg), a co si¢ z tym wiaze do stabilizacji
struktur zbudowanych z filamentéw aktynowych [7,26].
ROCK fosforyluje réwniez biatka z rodziny ERM (ezrin,
radexin, moesin) oraz inne biatka zaangazowane w regu-
lacje cytoszkieletu. Substratami sa réwniez biatka filamen-
téw posrednich, takie jak: wimentyna, kwasne fibrylarne
bialka glejowe, neurofilamenty, ktére podczas fosforylacji
przez ROCK ulegaja depolimeryzacji [2,12]. Takze biatka
towarzyszace mikrotubulom tzw. MAP2 (microtubule as-
sociated protein) oraz biatka tau, naleza do substratow ki-
naz ROCK. Fosforylacja bialek tau zmniejsza ich aktyw-
nos¢, co promuje formowanie mikrotubul in vitro [25].
Aktywno$¢ kinazy ROCK wzrasta w niewielkim stopniu
po zwigzaniu Rho-GTP. Leung i wsp. [12] udowodnili, ze
nadekspresja biatka kinazy aktywowanej przez Rho po-
woduje formowanie si¢ wtdkien naprgzeniowych i ognisk
kontaktowych w komoérce [12].

Drugim waznym dziataniem biatek Rho jest wptyw na
syntezg fosfatydyloinozytolu-4,5-bisfosforanu, P1(4,5)P,.
Kinaza fosforylujaca fosfatydyloinozytolo-4-fosforan jest
aktywowana bezposrednio przez wiazanie si¢ z aktywna
postacig bialka Rho [32]. Stymulacja syntezy PI(4,5)P,
moze wptywaé na reorganizacj¢ aktyny poprzez biatka

wiazace aktyng, tzw. biatka ABP (m.in. profilina, kofilina,
a-aktynina, winkulina, spektryna), a co si¢ z tym wiaze
na formowanie widkien napre¢zeniowych i ognisk kontak-
towych [12]. Profilina jest niezbgdna do formowania pota-
czen pomigdzy wtéknami napr¢zeniowymi oraz ogniska-
mi kontaktowymi [20].

Kolejnym fizjologicznie aktywnym efektorem biatek Rho
jest biatko p140mDia. Stymuluje ono polimeryzacje aktyny
na dwa sposoby, bezposrednio lub posrednio przez oddzia-
tywanie z mikrotubulami czy przez interakcje z profilinag,
wiazaca monomery aktynowe i promujaca polimeryzacje.
Biatko p140mDia jest istotnym czynnikiem regulujacym
ilos¢ i strukturg widkien naprezeniowych [20].

Biatka RHO A POLIMERYZACJA AKTYNY

W komorkach eukariotycznych G-aktyna pozostaje w dy-
namicznej rownowadze ze spolimeryzowana F-aktyna.
Wzrost filamentéw F-aktyny zachodzi na koricach plus (bar-
bed ends), natomiast demontaz na koricach minus (pointed
ends). Polimeryzacja na koficu plus podlega kontroli przez
biatka czapeczkujace (np. gelsolina), ktore przytaczaja sie
z duzym powinowactwem i zapobiegaja elongacji filamen-
téw aktynowych. Polimeryzacja aktyny wywolywana jest
przez wiele mechanizméw, jednym z nich jest nukleacja
de novo wywotana przez kompleks bialek ARP2/3 (actin
related protein 2/3). W wyniku tego procesu dochodzi do
formowania sieci rozgalg¢zienn F-aktyny w ksztalcie lite-
ry Y. Mechanizm ten jest istotny podczas fagocytozy, mi-
gracji komorki oraz w jej polaryzacji [12,22]. Kompleks
ARP2/3 aktywowany jest przez czasteczki ATP, a kontrola
tego procesu zachodzi z udzialem wielu biatek [1,35,36].
Naleza do nich bialka rodziny WASP (Wiskott-Aldrich
syndrom protein), nerwowe (N-) WASP oraz trzy izofor-
my bialek SCAR/WAVE (WASP family verprolin homolo-
gous protein) [1,2,35]. Biatka rodziny WASP maja na kar-
boksylowym koricu domeng WCA, do ktérej przytacza sig
kompleks ARP2/3. Natomiast w regionie N-terminalnym
biatek WASP znajduje si¢ domena GBD odpowiadajaca
za wiazanie GTP-azy Cdc42, jednego z najlepiej scharak-
teryzowanych biatek rodziny Rho. Domena WCA inicjuje
nukleacj¢ aktyny z udziatem kompleksu ARP2/3. Biatka
WASP podlegaja autoinhibicji przez taczenie regionu cen-
tralnego domeny WCA z domeng B/GBD, ktéra znajduje
si¢ w poblizu regionu odpowiedzialnego za przyltaczanie
Cdc42/Rac. Autoinhibicja moze zosta¢ zahamowana, gdy
z domena GBD zwiaze sig posta¢ Cdc42 z przytaczonym
GTP. W ten sposéb biatko rodziny Rho ma mozliwos¢ bez-
posrednio aktywowac nukleacj¢ aktyny [1,35].

CYTOSZKIELET A APOPTOZA — WPLYW BIALEK RHO

Podczas apoptozy komoérka podlega charakterystycznym
zmianom morfologicznym, m.in. kurczy si¢, chromosomy
ulegaja kondensacji, tworza si¢ pgcherzyki apoptotyczne
[28]. Wiele badan zostato poswigconych organizacji ak-
tyny podczas zmian btony cytoplazmatycznej w procesie
programowanej Smierci komoérki [6,9,14,27]. Dowiedziono,
ze F-aktyna jest konieczna podczas uwypuklania btony
komoérkowej w celu formowania pgcherzykéw (blebbing)
oraz tworzenia cialek apoptotycznych [14,23]. Ilos¢ F-ak-
tyny koreluje z wielkoScia pgcherzykéw. Jest ona obecna
w podstawie formujacych si¢ pecherzykéw podczas apop-
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tozy i ulega trawieniu przez kaspazy. Jednak nie tylko akty-
na odgrywa istotng rolg podczas zmian strukturalnych pro-
wadzacych do wytworzenia pecherzykéw apoptotycznych.
Na podstawie modelu doswiadczalnego stworzonego przez
Millsa i wsp. [23] udowodniono, ze tworzenie uwypuklen
btony komérkowej potaczone z wytworzeniem pgcherzy-
kéw jest regulowane przede wszystkim przez fosforylacje
lekkiego taiicuchach miozyny MLC. Fosforylacja MLC
pozwala konwencjonalnej miozynie (miozyna II) przyta-
czy¢ aktyng, co prowadzi do wytworzenia sity warunkuja-
cej ruchliwosé, kurczenie si¢ komérek. W fosforylacji MLC
posredniczy swoista miozynowo fosfataza MLCK (kinaza
lekkich taficuchéw miozyny) oraz ROCK (kinaza Rho za-
lezna). ROCK odgrywa podwdjna rolg, po pierwsze bez-
posrednio w fosforylacji i aktywacji MLC, po drugie po-
Srednio przez inhibicj¢ fosfatazy MLC (ryc. 3) [23].

Skojarzenie funkcji miozyny II z mechanizmem powodu-
jacym powstanie uwypukleri blony komoérkowej prowa-
dzacym do wytworzenia pecherzykéw pozwolito stwo-
rzy¢ model, wyjasniajacy zmiany morfologiczne komoérki
we wczesnej fazie wykonawczej apoptozy. Skurcze pier-
Scienia aktynowego usytuowanego w czgsci peryferycznej
komérki, tuz pod btong komdérkowa, powoduja wytworze-
nie sity dosrodkowej, ktéra implikuje koncentracj¢ cyto-
plazmy w obrgbie centrum komdorki. Jezeli biatka struk-
turalne (fodryna, ABP — biatka wigzace aktyne), faczace
btong komoérkowa z warstwag korowa aktyny ulegna in-
aktywacji, wéwczas sita dosrodkowa wepchnie pierscien
aktynowy do wewnatrz komorki i spowoduje wypchnig-
cie cytoplazmy w miejscach ostabionego wigzania aktyny
z btona cytoplazmatyczna. Ostatecznie objawia sig to wy-
tworzeniem pgcherzykéw i potwierdza, ze sita skurczowa
potrzebna do wytworzenia pgcherzykéw jest generowana
przez struktury aktomiozynowe [9,23].

Destabilizacja mikrotubul odgrywa istotna rol¢ w regula-
cji tworzenia cialek apoptotycznych. Mikrotubule ulegaja
dezorganizacji podczas koinicowych etapéw apoptozy, co
prowadzi do kurczenia si¢ komérek apoptotycznych. Jest to
zwigzane ze zwigkszeniem fosforylacji MLC [23,24].

Hangmann i wsp. [14] potwierdzili, ze tworzenie pgche-
rzykéw na skutek uwypuklenia btony cytoplazmatycznej
jest regulowane przez trzy podstawowe elementy cytosz-
kieletu: mikrofilamenty, filamenty posrednie oraz mikrotu-
bule. Przedstawili oni model, w ktérym krétkotrwate for-
mowanie pecherzykow poprzez aktywacje miozyny byto
indukowane kwasem lizofosfatydowym (LPA). Jako pierw-
si bezposrednio wykazali, ze akumulacja aktyny wzdtuz
przestrzeni cytoplazmatycznej btony pecherzyka wiaze
si¢ z faza apoptozy, w ktérej nastgpuje kurczenie si¢ pe-
cherzyka [14].

Biatka rodziny Rho petnia wiele istotnych funkcji w pro-
cesach apoptotycznych. Udowodniono, ze biora udziat
w reorganizacji cytoszkieletu podczas apoptozy, wptywa-
jac tym samym na zmiany w morfologii komérek apopto-
tycznych [9,23,27]. Rho, nalezace do matych biatek G re-
gulujac fosforylacje lekkich taiicuchéw miozyny (MLC)
odgrywaja istotna rolg podczas tworzenia pgcherzykow
na poczatku fazy wykonawczej programowanej $mierci
komorki. W fosforylacje MLC zaangazowane s3 ROCK
i MLCK. Rho posredniczy w fosforylacji MLC przez ak-

tywacje ROCK. Kinaza zalezna od Rho fosforyluje sery-
ne w pozycji 19, tak jak MLCK. ROCK fosforyluje ponad-
to i inaktywuje podjednostke fosfatazy MLC, powodujac
zwigkszenie fosforylacji MLC [6]. W badaniach przepro-
wadzonych przez Millsa i wsp. [23] wykazano, ze biatka
Rho, ktére zwigkszaja fosforylacje MLC, petnia istotne
funkcje podczas formowania pecherzykéw apoptotycznych.
Inaktywacja biatek Rho w komérkach ulegajacych apopto-
zie prowadzi do zahamowania proceséw, ktére prowadza
do wytworzenia ciatek apoptotycznych [23].

Najlepiej dotad scharakteryzowanym przedstawicielem ro-
dziny matych biatek G, zaangazowanym w procesy regu-
lacji zmian morfologicznych komérek ulegajacych apop-
tozie jest RhoA. Odpowiada ono m.in. za formowanie
aktynowych witdékien naprezeniowych oraz za generowa-
nie sity skurczowej przez kompleks aktyny i miozyny II.
Zaproponowano, ze to wlasnie RhoA jest odpowiedzialne
za kurczenie si¢ komorek i formowanie pecherzykéw pod-
czas apoptozy [9]. Dzieje si¢ to przede wszystkim w wy-
niku aktywacji przez RhoA okreslonych biatek efektoro-
wych, gléwnie ROCK1 i ROCK2.

Badania prowadzone przez Colemana i wsp. [9] wykaza-
ty réwniez, ze biatko efektorowe GTP-az Rho, jakim jest
ROCKIT1 wptywa na procesy majace zwiazek ze zmianami
morfologii komoérki podczas apoptozy, dzigki aktywacji
ROCKI1 przez kaspazy. Prowadzi to do fosforylacji lekkich
faficuch6w miozyny, aktywacji miozyny ATP-azowej i sprzg-
zenia filamentéw aktomiozynowych z blona cytoplazmatycz-
na. Aktywnos$¢ ROCKI1 jest konieczna i jednoczesnie wy-
starczajaca zaréwno do formowania pgcherzykow na skutek
uwypukleri btony, jak réwniez do relokalizacji fragmentéw
DNA do pgcherzykoéw i ciatek apoptotycznych [9].

Kinazy Rho reguluja nie tylko fragmentacjg, ale row-
niez fagocytoz¢ komoérek apoptotycznych, co udowodni-
li Orlando i wsp. [27]. Wykazali oni, ze przekazywanie
sygnatéw z udziatem ROCK1 wplywa na regulacje frag-
mentacji umierajacej komorki i upakowanie produktow jej
rozktadu w ciatka apoptotyczne. Zaproponowali model do-
Swiadczalny, w ktérym ROCKI jest rozcinana i aktywo-
wana przez kaspazy podczas programowanej $Smierci ko-
morki, oraz ze aktywna ROCK1 zwigksza sit¢ skurczowa
struktur aktomiozynowych. Prowadzi to z kolei do frag-
mentacji 1 wytworzenia cialek apoptotycznych. Po raz
pierwszy zauwazyli i potwierdzili w swoich badaniach,
ze aktywacja ROCKI1 odrywa istotng rolg podczas przy-
gotowania komorek do procesu fagocytozy poprzez kon-
trole ich fragmentacji [27].

Aktywacja kinazy Rho-zaleznej przyczynia si¢ do gene-
rowania sity skurczowej struktur aktomiozynowych po-
przez fosforylacje wielu biatek efektorowych. Zalezna od
Rho aktywacja LIMKI1 i LIMK?2 prowadzi do fosforyla-
cji i inaktywacji kofiliny. ROCK fosforyluje bezposrednio
MLC, kalponing oraz biatko CPI-17, co réwniez prowa-
dzi do zwigkszenia sity skurczowej struktur aktomiozy-
nowych. Reasumujac, aktywacja ROCK objawia si¢ tym,
ze komodrka moze si¢ kurczyc¢ i tworzy¢ charakterystyczne
struktury obserwowane podczas apoptozy [8].

Kinaza Rho-zalezna moze by¢ aktywowana dwiema droga-
mi, albo dzigki kaspazom, albo dzigki matym biatkom G.
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Obydwa te szlaki prowadza do generowania skurczéw ak-
tomiozynowych, koniecznych podczas zmian morfologicz-
nych w procesie programowanej Smierci komorki.

Pobsumowanie

Biatka nalezace do rodziny Rho wptywaja na wiele proce-
sow komodrkowych. Wielu badaczy zajmuje si¢ analizowa-
niem tej caty czas powigkszajacej grupy biatek, a w ciagu
ostatnich lat dokonat si¢ znaczacy postgp w zrozumieniu
zaréwno biochemicznej, jak i genetycznej natury proce-
sow, w ktore sa zaangazowane biatka Rho. Rodzina GTP-
az Rho wptywa na organizacje cytoszkieletu komérki i ad-
hezj¢ komorek. Biatka te sa zaangazowane réwniez w takie
procesy komoérkowe, jak: migracja, transport pecherzyko-
wy, regulacja transkrypcji, egzocytoza, cykl komérkowy
i apoptoza. Wptyw biatek Rho na organizacje cytoszkieletu
przejawia si¢ w ustalaniu polarnosci komoérki, wydtuzaniu
filopodiow (Cdc42), wydtuzaniu lamellipodiéw poprzez

PismiennicTWO

polimeryzacje¢ aktyny (Racl) oraz tworzeniu widkien na-
prezeniowych (RhoA). Ponadto, biatka te dzigki oddziaty-
waniu na ROCK stabilizujg i koordynuja orientacj¢ mikro-
tubul. Wykazano réwniez, ze zwigkszaja one kurczliwos¢
struktur widknistych, co zaobserwowano podczas formo-
wania komplekséw integryn, tworzeniu ognisk kontakto-
wych i adhezji komoérek. Cytoszkielet aktynowy stanowi
dynamiczny uktad, ktéry podlega ciagtym przeobrazeniom.
Biatka rodziny Rho pelnig nadrzedna funkcje w kontrolo-
waniu zjawisk komérkowych powiazanych z reorganizacja
cytoszkieletu. Stanowia one gtéwny regulator tych proce-
séw a poprzez interakcje z biatkami docelowymi, zapew-
niaja skoordynowana regulacj¢ innych czynnosci komérko-
wych, takich jak transkrypcja genéw oraz adhezja, a takze
ruch komérkowy oraz apoptoza. Doktadne poznanie funk-
¢ji regulacyjnych biatek Rho podczas istotnych proceséw
komoérkowych, w ktore biatka te sa zaangazowane praw-
dopodobnie pozwoli w przysztosci na ich potencjalne wy-
korzystanie w terapii wielu schorzen.
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