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Biatka Rho - kluczowe regulatory cytoszkieletu
w przebiegu mitozy i cytokinezy

Rho proteins - the key regulators of cytoskeleton in the
progression of mitosis and cytokinesis

Anna Klimaszewska'*, Anna Stenzel'*, Jakub Marcin Nowak!, Alina Grzanka®?

! Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii, Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja
Kopernika w Toruniu
2 Bydgoska Szkota Wyzsza

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Biatka Rho sa matymi GTP-azami, nalezacymi do nadrodziny biatek Ras. Petnia one gtéwna role
w przekazywaniu sygnatéw wewnatrzkomoérkowych i kontrolowaniu wielu istotnych proceséw
komoérkowych, takich jak: migracja, transport blonowy, adhezja, polarnos¢ czy zmiana ksztattu.
Bedac ogniwem wielu szlakéw sygnatowych prowadzacych do reorganizacji filamentéw aktyno-
wych, biatka Rho reguluja réwniez progresje mitozy i cytokinezy. Zaangazowane sa w formowa-
nie i usztywnienie korteksu podczas mitotycznego zaokraglania komoérek, tworzenie wrzeciona
podziatlowego oraz wigzanie mikrotubul wrzeciona do kinetochoréw. Ponadto w trakcie cytoki-
nezy uczestnicza w wyznaczaniu ptaszczyzny podziatu komoérki, formowaniu pierscienia kurcz-
liwego i bruzdy podziatlowej oraz ostatecznym rozdziale komérek siostrzanych. Znane sa tez jako
regulatory progresji cyklu komérkowego na przetomie faz G1/S oraz G2/M. W zwiazku z tym
szlaki sygnalizacyjne, w ktorych biora udzial biatka Rho, wydaja si¢ taczy¢ dynamike cytoszkie-
letu aktynowego i mikrotubularnego z progresja cyklu komérkowego. Niniejsza praca przedsta-
wia obecny stan wiedzy na temat molekularnej natury szlakéw sygnatowych GTP-az Rho, ktére
regulujac przebudowe cytoszkieletu aktynowego i mikrotubularnego wptywaja na progresje¢ fazy
podziatowej komorki.

biatka Rho ° cytoszkielet » mitoza  cytokineza

Summary

The Rho proteins are members of the Ras superfamily of small GTPases. They are thought to be
crucial regulators of multiple signal transduction pathways that influence a wide range of cellu-
lar functions, including migration, membrane trafficking, adhesion, polarity and cell shape chan-
ges. Thanks to their ability to control the assembly and organization of the actin and microtubu-
le cytoskeletons, Rho GTPases are known to regulate mitosis and cytokinesis progression. These
proteins are required for formation and rigidity of the cortex during mitotic cell rounding, mi-
totic spindle formation and attachment of the spindle microtubules to the kinetochore. In addi-
tion, during cytokinesis, they are involved in promoting division plane determination, contracti-
le ring and cleavage furrow formation and abscission. They are also known as regulators of cell
cycle progression at the G1/S and G2/M transition. Thus, the signal transduction pathways in
which Rho proteins participate, appear to connect dynamics of actin and microtubule cytoskele-
tons to cell cycle progression. We review the current state of knowledge concerning the molecular
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mechanisms by which Rho GTPase signaling regulates remodeling of actin and microtubule cy-
toskeletons in order to control cell division progression.
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Wykaz skrotow:

ABP - biatka wigzace sie z aktyna (actin binding proteins); Arp2/3 — biatko spokrewnione z aktyng

2/3 (actin related protein 2/3); Cdk — kinazy cyklinozalezne (cyclin-dependent kinases);

CK - kinaza citronowa (Citron kinase); DAD — diaphanous autoinhibitory domain; Dek - ortolog
ssaczej kinazy citronowej u Drosophila (Drosophila citron kinase); DID — Diaphanous inhibitory
domain; FH1 — domena homologiczna forminy 1 (formin homology domain 1); FH2 — domena
homologiczna forminy 2 (formin homology domain 2); GAP - biatko stymulujace aktywno$é GTP-
azowa matych biatek G (GTPase-activating protein); GDI - biatko hamujace aktywno$¢ matych
biatek G (guanine nucleotide dissociation inhibitor); GDP — guanozyno-5'difosforan (guanosine-
5’diphosphate); GEF - biatko zaangazowane w wymiane GDP na GTP, aktywujace mate biatka G
(guanine nucleotide exchange factor); GTP — guanozyno-5'trifosforan (guanosine-5’triphosphate);
GTP-aza - guanozyno-5'trifosfataza (guanosine-5’ triphosphatase); LIMK - kinaza LIM (LIM kinase);
mDia - biatko efektorowe biatek z rodziny Rho (mammalian homologue of Drosophila diaphanous);
MLC - lekkie faficuchy miozyny (myosine light chains); MLCK - kinaza lekkich taficuchéw miozyny
(myosine light chains kinase); MLCP - fosfataza lekkich tafncuchéw miozyny (myosine light chain
phosphatase); MT — mikrotubule (microtubules); PAK - kinaza serynowo-treoninowa (p21-activated
kinase); PIP2 — fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate);
PIk1 - polokinaza 1 (polo-like kinase 1); Rac — mate biatko G z rodziny Rho; Ras — mate biatko G
kodowane przez protoonkogen ras bedacy homologiem wirusowego onkogenu zidentyfikowanego
w wirusie migsaka myszy (rat sarcoma); Rho — biatko nalezace do rodziny matych biatek G (Ras
homologous); ROCK - Rho-zalezna kinaza (Rho kinase); PRK2/PKN2 - kinaza serynowo-
treoninowa (protein kinase C-related kinase 2); WASP - biatko syndromu Wiskott-Aldrich (Wiskott-
Aldrich syndrome protein); WAVE - biatka nalezace do rodziny biatek WASP (WASP family verprolin

homologous protein).

WPROWADZENIE

Rodzing Rho, nalezaca do nadrodziny biatek Ras (matych
biatek G, matych GTP-az) tworza monomeryczne biatka
o masach czasteczkowych 20-30 kDa [22]. Sa to biatka
0 znacznym stopniu homologii sekwencji aminokwaso-
wej, szeroko rozpowszechnione w komoérkach Eukaryota,
od mikroorganizméw, poprzez rosliny, az do krggowcéw
[13,22]. Wspdlna cecha strukturalna biatek nadrodziny
Ras jest domena GTP-azowa, przy czym wystgpowanie
w jej obrgbie 13-aminokwasowego insertu (Rho insert
domain) pomiedzy piatym tadcuchem [ a czwarta heli-
sg o, wyréznia biatka Rho sposréd pozostatych matych
biatek G [31,33,47]. Biatka Rho funkcjonuja jako mole-
kularne przetaczniki, oscylujac migdzy postacia aktywna
(zwigzane z GTP) a nieaktywna (zwiazane z GDP) [45].
‘Wymiana i hydroliza nukleotydéw jest kontrolowana przez

trzy grupy biatek regulatorowych: GEF (guanine nucleoti-
de exchange factor), GAP (GTPase-activating protein) oraz
GDI (guanine nucleotide dissociation inhibitor) [13,45].
Nieaktywne Rho s utrzymywane w cytoplazmie komorki
w postaci zwiazanej z biatkami GDI, ktére hamuja wymia-
ne GDP na GTP. Rola GEFs sprowadza si¢ do aktywacji
biatek Rho, poniewaz czynniki te utatwiaja zaréwno dy-
socjacje GDI, jak réwniez wymiang GDP na GTP. Biatka
Rho maja niska wewngtrzng aktywnos¢ GTP-azowa, dla-
tego tez ich przejscie ze stanu aktywnego w nieaktywny
wymaga bialek regulatorowych GAP, ktére promuja hy-
drolize¢ GTP do GDP [22,45].

GTP-azy Rho znane sg przede wszystkim jako ogniwa licz-
nych szlakéw sygnatlowych w komérce, ktére reguluja sto-
pienl polimeryzacji i depolimeryzacji aktyny oraz poziom
fosforylacji miozyny. Istotny jest réwniez ich wptyw na
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dynamike¢ mikrotubul, drogi wewnatrzkomdrkowego trans-
portu czy aktywno$¢ czynnikéw transkrypeyjnych. Poprzez
te oddzialywania biatka Rho kontroluja wiele waznych ko-
morkowych proceséw i zjawisk, takich jak np. migracja,
egzocytoza, endocytoza, fagocytoza, zmiana ksztattu, two-
rzenie potaczen migdzykomoérkowych, podziat komérki czy
skurcz migéni gtadkich [12,13,22].

U ssakéw wykryto dotad 20 genéw kodujacych biatka Rho
(m.in. RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, RhoE, Racl, Rac2,
RacE, Cdc42Hs, TC10) [22,45]. Najlepiej poznanymi oraz
petniacymi wazng rolg w kontroli organizacji cytoszkieletu
sg biatka Rho, Rac i Cdc42 [22]. Aktywne RhoA stymulu-
je formowanie widkien naprezeniowych oraz ognisk kon-
taktowych, podczas gdy biatka Cdc42 i Rac m.in. indukuja
powstawanie, odpowiednio filopodiéw i lamelipodiéw [16].

W pracy oméwiono obecny stan wiedzy na temat mole-
kularnych mechanizméw, za posrednictwem ktérych biat-
ka Rho reguluja procesy mitozy i cytokinezy. Szczeg6lna
uwage zwrdécono na szlaki, w ktérych sygnat przenoszo-
ny jest od biatek regulatorowych GTP-az Rho, poprzez ich
efektory az do filamentéw aktynowych, ktérych dynami-
ka odgrywa nadrzedna rolg w przebiegu podziatu komoérki
[3]. We wczesnych etapach mitozy rearanzacja cytoszkie-
letu aktynowego przyczynia si¢ do zaokraglenia komoérki
i usztywnienia jej korteksu sprawiajac, ze staje si¢ gotowa
do kolejnych proceséw mitotycznych, takich jak segrega-
cja chromosomoéw czy powstanie pierscienia aktomiozyny
— podstawowej struktury tworzacej mechanizm napgedowy
cytokinezy [16,20]. Zatem regulacja cytoszkieletu aktyno-
wego i progresji cyklu komoérkowego wydaja si¢ potaczo-
ne. Jednak natura funkcjonalnego powiazania obu tych
proceséw nie zostata jak dotad w petni poznana. W ostat-
nich latach uwage naukowcéw zwrdécity wigc mate biat-
ka z rodziny Rho, ktére oprdcz istotnej roli w modulacji
organizacji filamentéw aktynowych, funkcjonuja réwniez
jako regulatory progresji cyklu komérkowego na granicy
faz G1/S i G2/M [16].

Funkcia Biatek RHOA 1 RAC W PIERWSZYCH ETAPACH MITOZY

Profaza jest pierwsza faza podzialu mitotycznego. W czasie
jej trwania dochodzi do powigkszenia jadra, zaniku jade-
rek oraz ostonki jadrowej, a takze kondensacji chromoso-
mow. Charakterystyczne dla tej fazy jest rowniez powsta-
nie uktadu wrzeciona podziatowego migdzy centrosomami
oraz zaokraglenie komorek (mitotic cell rounding) [48].

Mitotyczne zaokraglenie komdrek jest istotne zaréwno dla
segregacji chromosomow, jak i ustalenia pozycji bruzdy
podziatowej (positioning of the cytokinetic furrow). W ko-
morkach interfazowych filamenty aktynowe zorganizowa-
ne sa gtéwnie w uporzadkowane, réwnolegte wiazki zwa-
ne widknami naprezeniowymi (stress fibers), ktére obecne
sa w calej cytoplazmie. Podczas wejscia komodrki w faze
podziatowa widkna te ulegaja demontazowi, a filamen-
ty aktynowe tworza gesta, trojwymiarowa sie¢ w peryfe-
ryjnej warstwie cytoplazmy, nazywanej takze korteksem
(cell cortex). Te zmiany w organizacji cytoszkieletu akty-
nowego prowadza do usztywnienia i zaokraglenia komo-
rek mitotycznych. Dotad nie poznano doktadnego mecha-
nizmu regulujacego zaokraglenie komoérek podczas mitozy.
Ze wzgledu na istotna funkcje cytoszkieletu aktynowego

w tym procesie przypuszcza si¢, ze biatko RhoA bierze
udzial w zmianie ksztaltu komérek podczas wczesnych
etap6éw mitozy. Maddox i wsp. uwazaja, ze RhoA uczest-
niczy w rearanzacji cytoszkieletu aktynowego, a co za tym
idzie, wptywa na usztywnienie komorki i zmiang jej ksztat-
tu [25]. Ponadto badacze ci zaobserwowali, ze istotng role
w przekazywaniu sygnatu z RhoA do cytoszkieletu pod-
czas zamiany ksztattu komoérek odgrywa kinaza zalezna
od biatek Rho (ROCK, kinaza Rho, Rho kinase). Badania
polegajace na blokowaniu aktywnosci biatka RhoA lub ki-
nazy Rho potwierdzity, ze brak jednego z tych biatek ha-
muje zmiang ksztaltu komérek. Aktywacja szlaku RhoA/
ROCK powoduje, ze korteks komorki staje si¢ sztywny
i sferyczny, co umozliwia doktadng i szybka segregacje
chromosoméw. Udowodniono réwniez, ze RhoA 1 kina-
za Rho odpowiadaja za usztywnienie komorki, ktére na-
stgpuje w preanafazie. Za zmiang aktywnosci RhoA od-
powiedzialne sa dwa biatka regulatorowe: pl90RhoGAP
i GEF. Podczas interfazy obserwuje si¢ mniejsza aktyw-
nos¢ biatka RhoA niz w czasie mitozy, dlatego tez w in-
terfazie nie dochodzi do zjawiska zaokraglenia komoérek.
Przyczyna zwigkszonej aktywnosci RhoA w fazie M jest
inaktywacja biatka GAP (inhibitora RhoA) [25].

Oprécz mechanizmu bazujacego na aktywacji RhoA,
Maddox i wsp. wykryli réwniez mechanizm niezalezny
od RhoA, prowadzacy do zaokraglenia komérek w cza-
sie mitozy u szczuréw. Okazalo sig, ze stala nadproduk-
cja p190RhoGAP nie prowadzi do catkowitego zahamowa-
nia zaokraglania si¢ komorek mitotycznych [25]. Wyniki
te Swiadcza o ztozonosci proceséw prowadzacych do mi-
totycznego zaokraglenia komérek, jednak doktadny me-
chanizm kierujacy tym procesem nie zostal jeszcze w pet-
ni poznany.

Kolejnym waznym punktem profazy i prometafazy jest za-
poczatkowanie wigzania mikrotubul (MT) wrzeciona do
kinetochoréw. Proces ten zalezny jest od bialek regulato-
rowych (Lfc) oraz efektorowych (mDial) RhoA [4,16].
U gryzoni czynnikiem wymiany GTP w biatkach Rho
jest Lfc (ludzkim analogiem tego biatka jest GEF-H1).
Czynnik ten reguluje aktywnos¢ nie tylko RhoA, ale row-
niez Racl. Lfc zaangazowany jest w tworzenie wrzecio-
na mitotycznego, ktére odbywa si¢ w profazie i prometa-
fazie. Zahamowanie aktywnosci Lfc blokuje formowanie
wrzeciona, co przyczynia si¢ do opdZnienia mitozy oraz
akumulacji komérek prometafazalnych. Komérki z niedo-
borem Lfc, ktérym uda si¢ zakonczy¢ mitoze, czgsto zawie-
raja mikrojadra, w przeciwienstwie do komoérek kontrol-
nych. Zastosowanie przeciwciat skierowanych przeciwko
Lfc powoduje nieprawidiowa organizacje chromatyny ja-
drowej, a wrzeciono mitotyczne tych komdrek jest cien-
kie i ostabione. Defekty Lfc w obrebie jego domen kata-
litycznych powoduja niemalze catkowita depolimeryzacjg
mikrotubul. Doniesienia te wskazuja, ze Lfc odpowie-
dzialne jest za prawidtowa segregacje chromosoméw do
komérek potomnych. Biatkiem efektorowym Lfc jest biat-
ko RhoA, ktére jest zaangazowane w regulacje¢ tworzenia
dwubiegunowego wrzeciona podczas wezesnych stadiéw
mitozy. Bakal i wsp. uwazaja, ze RhoA jest niezbgdne do
wytworzenia wrzeciona mitotycznego na przetomie pro-
fazy i1 prometafazy. Efektorem biatka RhoA jest mDial
[4]. Przypuszcza sig, ze zarowno mDial, jak i inne biatko
z rodziny mDia — mDia3 (efektor Cdc42), odpowiedzialne
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sq za wiazanie biatek kinetochorowych (np. CENBP-A),
umozliwiajac przytaczenie MT wrzeciona do kinetocho-
row chromosoméw. Konstytutywna aktywacja oraz hamo-
wanie Sciezki zaleznej od mDial podczas mitozy powodu-
je defekty wrzeciona [4].

Nie tylko aktywacja RhoA, ale takze bialek Rac ma pod-
stawowe znaczenie dla prawidlowego przebiegu wezesnych
etapow mitozy. Aktywnos¢ GTP-azy Rac regulowana jest
przez biatko Tiaml, nalezace do grupy czynnikéw GEF.
Tiam1 zaangazowane jest w migracje, adhezje komoérko-
wa, przezycie oraz proliferacj¢ komorek. Zaréwno Tiaml,
jak i Rac sg umiejscowione w centrosomach podczas pro-
fazy i prometafazy. Regulator Tiam1, dziatajac poprzez
Rac, uniemozliwia przedwczesne rozdzielenie centroso-
méw w profazie podziatu mitotycznego. Sciezka sygnato-
wa Tiam1-Rac dziata antagonistyczne w stosunku do ki-
nezyny 5 (Eg5; biatka motorycznego mikrotubul) podczas
tworzenia dwubiegunowego wrzeciona. Defekty szlaku
Tiam1-Rac uniemozliwiaja prawidlowa separacje centro-
soméw w profazie, co skutkuje wydluzeniem czasu trwa-
nia prometafazy oraz nieprawidlowym utozeniem chromo-
soméw w ptytce metafazalnej [49].

RecuLacia METAFAZY ZALEZNA oD GTP-Az RHo

Metafaza to stadium, podczas ktérego obserwuje sig usta-
wienie chromosoméw w tzw. ptaszczyznie réwnikowej
komorki i wytworzenie wrzeciona podziatowego. Istotna
rolg w prawidlowym przebiegu tej fazy petnia biatka kine-
tochorowe, umozliwiajace przylaczenie mikrotubul wrze-
ciona podzialowego do chromosoméw w miejscu zwanym
kinetochorem oraz prawidtowe formowanie wrzeciona po-
dziatowego [48].

Wazna funkcje¢ podczas metafazy odgrywa biatko Cdc42.
Jest ono jednym z gtéwnych biatek odpowiedzialnych za
przytaczenie mikrotubul wrzeciona mitotycznego do kine-
tochoréw [32,44]. Potaczenie to jest niezbedne do prawidto-
wego podziatu chromosoméw pomigdzy dwie komorki po-
tomne. Aktywno$¢ Cdc4?2 regulowana jest gtéwnie poprzez
biatka Ect2 oraz MgcRacGAP. Ect2 dziata jako GEF, a za-
tem aktywuje biatka z rodziny Rho poprzez wymian¢ GDP
na GTP (patrz wstep) [32]. Lokalizacja kinazy Ect2 jest Sci-
Sle zwiazana z progresja cyklu komérkowego. Podczas in-
terfazy biatko to wystgpuje gléwnie w jadrze komérkowym,
natomiast w metafazie jest uwalniane z jadra i umiejscawia
si¢ w obrebie wrzeciona podziatowego [32,44]. Uwaza sig,
ze we wezesnej fazie mitozy dochodzi do fosforylacji Ect2
przez Cdkl, co zapoczatkowuje asocjacje Ect2 do wrzecio-
na podziatowego. Mozliwe jest réwniez, Ze umiejscowie-
nie Ect2 zalezne jest od oddziatywania z MgcRacGAP (np.
w komorkach Drosophila) lub spowodowane jest fosfory-
lacja réznych bialek przez Cdk1, ktére nastgpnie oddziatu-
jaz Ect2 [28]. MgcRacGAP nalezy do rodziny biatek GAP
(GTPase activating proteins), aktywujacych hydrolize GTP
do GDP. Podobnie jak Ect2, MgcRacGAP podczas interfa-
zy jest umiejscowione w jadrze komérkowym, natomiast
w metafazie — w obrebie wrzeciona [32,44].

Biatka Ect2 oraz MgcRacGAP, oprdcz regulacji aktywno-
Sci Cdc42, wptywaja takze na rekrutacje Cdc42 do wrze-
ciona podziatowego w czasie metafazy podzialu mito-
tycznego. Innymi stowy Ect2 generuje zwiazanie GTP do

Cdc42 w obrebie kinetochoréw chromosomoéw metafazal-
nych. Oceguera-Yanez i wsp. udowodnili, ze komorki wy-
kazujace syntez¢ zmutowanej postaci Ect2 (pozbawionej
domen odpowiedzialnych za wiazanie GTP) cechuja si¢
mniejsza iloscig zaktywowanego Cdc42 [32]. W komor-
kach tych poziom aktywnej postaci Cdc42 w metafazie
jest poréwnywalny z poziomem GTP-Cdc42 w prometa-
fazie komérek wykazujacych synteze¢ niezmienionej Ect2.
Mutacja w obrebie genu Ect2 skutkuje opéZnieniem przej-
Scia z metafazy do anafazy, zwigkszeniem liczby komoérek
majacych dwa réwnej wielkosci jadra komérkowe lub ko-
morek charakteryzujacych si¢ zmianami morfologiczny-
mi jadra, wrgbami w jego obrgbie czy obecnoscig mikro-
jader. Obserwowane sg réwniez komorki z rozproszonymi
chromosomami, zatrzymane w prometafazie podzialu mito-
tycznego. Mutacja w genie kodujacym MgcRacGAP (zno-
szaca aktywnos¢ GAP) powoduje przedwczesne nagroma-
dzenie GTP-Cdc42 (poziom GTP-Cdc42 w prometafazie
jest zblizony do poziomu tego biatka w metafazie komo-
rek wykazujacych syntez¢ MgcRacGAP typu dzikiego).
Skutki tej mutacji sa podobne do zmian opisanych wyzej,
zaistnialych w wyniku mutacji Ect2 [32].

Aktywne biatko Cdc42 oraz inne GTP-azy Cdc42-podobne:
TC10, TCL, Wrchl1 lub Wrch2 (Chp) umozliwiaja aktywa-
cj¢ biatka efektorowego: forminy (mDia3). Biatko mDia3
reguluje wigzanie mikrotubul wrzeciona do kinetocho-
réw najprawdopodobniej poprzez aktywacje biatek APC
i EB1. Oba biatka APC i EB1 sg istotne dla prawidtowego
wigzania MT do kinetochoréw. Aktywacja mDia3 przez
Cdc42 i inne biatka Cdc42-podobne pozwala na wytwo-
rzenie dwubiegunowego wiazania MT do kinetochoréw, co
z kolei przyczynia si¢ do prawidlowego ustawienia chro-
mosoméw w plaszczyznie podziatowej komorki 1 umoz-
liwia ich dalsza segregacje [16,28].

Forminy (mDia3) tworza ponadto kompleks z GTP-aza
Cdc42 w kinetochorach, ktéry umozliwia kondensacje
chromosoméw i stabilizuje potaczenie dwéch kinetocho-
row z MT wrzeciona, wybiegajacymi z przeciwlegtych
biegunéw. Proces ten umozliwia prawidtowe gromadzenie
si¢ chromosoméw w obrgbie strefy réwnikowej komorki.
Do chromosoméw metafazalnych przytaczane sa wiékna
kinetochorowe, co prowadzi do wytworzenia ptytki meta-
fazowej. Jednoczesnie zachodza procesy zwiazane z wy-
tworzeniem kompleksu zwanego centralspindling (cen-
tralspindlin), ktéry sktada si¢ z biatka MgcRacGAP oraz
kinezyny MKLP1. Za regulacje¢ aktywnosci centralspindli-
ny odpowiedzialne sa biatka sieciujace CepS5 oraz PRCI,
a takze biatko Cdc20 (obecne w kinetochorach) i Ect2 (na-
lezace do RhoGEF). Aktywacja centralspindliny umozliwia
przejscie do anafazy podziatu mitotycznego, dzigki uloko-
waniu tego kompleksu w obrebie widkien astralnych [20].

Biatko Cdc42 moze réwniez wplywac na postep podziatu
mitotycznego w sposob zalezny od biatka PRC1 (protein-
-regulating cytokinesis 1). Badania przeprowadzone przez
Bana i wsp. wykazaty, ze biatko PRC1 (biatko towarzy-
szace wrzecionu mitotycznemu) powoduje destabilizacje
MgcRacGAP i przez to posredniczy w aktywacji Cdc42
[5]. Aktywna posta¢ Cdc42, oprdocz regulacji wiazania MT
wrzeciona do kinetochoréw, moze kontrolowac takze sta-
bilizacjg cytoszkieletu mikrotubularnego [29]. Ban i wsp.
w dyskusji zasugerowali, ze aktywne Cdc42 umozliwia
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aktywacje¢ biatka p65PAK, ktére z kolei moze uczestni-
czy¢ w inaktywacji statminy (stathmin). Statmina jest za-
chowanym w ewolucji biatkiem powodujacym destabiliza-
cje widkien MT. Do petnej inaktywacji statminy potrzebna
jest fosforylacja jej czterech reszt serynowych, z ktérych
jedna (Ser-16) fosforylowana jest przez p65PAK [5].

Podczas metafazy istotne funkcje petni takze biatko RhoA,
ktére z udziatem licznych bialek regulatorowych i efek-
torowych jest w stanie kontrolowaé potozenie wrzeciona
oraz stopiefi polimeryzacji aktyny. Jak juz wspomniano,
jednym z efektoréw RhoA jest kinaza ROCK, ktéra akty-
wuje nastepnie biatko efektorowe, jakim jest kinaza LIM
(LIMKT1) odpowiadajaca za regulacj¢ dynamiki aktyny
poprzez fosforylacje kofiliny (biatka odpowiedzialnego
za depolimeryzacj¢ aktyny) [13,31]. W komérkach meta-
fazalnych ufosforylowana kofiling obserwuje si¢ gtéwnie
w cytoplazmie (biatko to jest transportowane do cytopla-
zmy z warstwy korteksu). Ufosforylowana, nieaktywna po-
sta¢ kofiliny umozliwia polimeryzacjg¢ wtékien aktynowych,
co pozwala na prawidlowa regulacje dynamiki wrzeciona.
Aktywacja kinazy LIM, zachodzaca podczas metafazy, po-
woduje zatem stabilizacj¢ oraz akumulacje widkien akty-
nowych w komérce. Nadmierna ilos¢ opisywanego efekto-
ra prowadzi do formowania si¢ komorek wielojadrzastych,
a niedobér LIMK1 odpowiedzialny jest za opdZnienie po-
stgpu mitozy, nieregularng orientacj¢ wrzeciona (irregu-
lar spindle orientation), destabilizacje aktyny kortykalnej
oraz mikrotubul astralnych [21].

Inne biatka nalezace do rodziny Rho, tj. Rac oraz Cdc42,
sg takze zaangazowane w regulacj¢ stopnia polimeryzacji
filamentéw aktynowych. Rac oraz Cdc42 aktywuja kina-
z¢ PAK, ktéra nastepnie stymuluje biatko efektorowe, ki-
naze LIM. Aktywacja LIMK w sposéb zalezny od Cdc42
i Rac pokazuje, ze rowniez te biatka wptywaja na organi-
zacj¢ mikrofilamentéw [13,31].

Ubpziat GTP-Az RHo w REGULACJI PROCESU CYTOKINEZY

Cytokineza jest koficowym etapem cyklu podzialowego
komorki i polega na fizycznym odseparowaniu nowo po-
wstatych komérek siostrzanych [19,30,52]. Proces ten wy-
maga dynamicznej reorganizacji cytoszkieletu aktynowe-
go oraz interakcji miozyny Il z filamentami aktynowymi,
co pozwala na wytworzenie struktury przejSciowej cy-
toszkieletu zwanej pierscieniem kurczliwym (contracti-
le ring), ktérego obkurczanie prowadzi do pogtebiania si¢
bruzdy podziatowej (cleavage furrow) az do catkowitego
rozdzielenia komérek potomnych. Cytokineza w komor-
kach zwierzecych rozpoczyna si¢ w anafazie uformowa-
niem centralnego wrzeciona mitotycznego (central spin-
dle) i jest procesem precyzyjnie regulowanym w czasie
i przestrzeni. Prawidlowe jej zajscie jest bowiem podsta-
wowe dla utrzymania stabilnosci genomu [52]. Ze wzgledu
na to, ze sktadniki cytoszkieletu tworza mechanizm napg-
dowy cytokinezy, biatkom Rho przypisuje si¢ zasadnicza
rolg w kontroli tego procesu, przy czym aktywno$¢ poli-
peptydu RhoA wydaje si¢ tu najwazniejsza. Jednak, mimo
ze udziat pozostatych biatek z rodziny Rho w kontroli po-
dzialu cytoplazmy komoérek ssakow jest stabo poznany
i wydaje si¢ mie¢ niewielkie znaczenie, to w przypadku
innych organizméw (m.in. drozdzy) analogi bialek Cdc42
i Rac pelnig istotna rolg w opisywanym procesie [36,39].

Aktywne RhoA, promujac nukleacj¢ i elongacje mikrofi-
lament6w oraz ruch §lizgowy aktyny wzgledem miozyny,
reguluje proces formowania pierscienia kurczliwego, wpu-
klanie si¢ bruzdy podziatowej oraz jej stabilizacje [36,40].
Pierwsze doniesienia o gtéwnej roli RhoA w podziale cy-
toplazmy komorki pochodza z badan przeprowadzonych
w 1993 r. na jajach jezowca (sand dollar eggs). W komor-
kach, do ktérych przed utworzeniem bruzdy, a w drugim
wariancie do§wiadczenia w czasie cytokinezy, wprowadzo-
no swoisty inhibitor RhoA, transferaz¢ C3 z Clostridium
botulinum, nie obserwowano tworzenia si¢ bruzdy podzia-
towej (wynik I wariantu do§wiadczenia) lub dochodzito do
jej regresji (wynik II wariantu do§wiadczenia). Uzyskane
dane wskazuja, ze aktywnos¢ biatka RhoA jest niezbedna
zarOwno na etapie inicjacji, jak i progresji cytokinezy [24].

REKRUTACJA BIALKA RHOA DO MIEJSCA PODZIALU CYTOPLAZMY

Inicjacja procesu cytokinezy wymaga wyznaczenia ptasz-
czyzny podziatu (. ustalenia pozycji bruzdy podziatowej),
uformowania pierscienia kurczliwego oraz pierwotnego
wpuklania si¢ bruzdy podziatowej [53]. Na tym etapie cy-
tokinezy najistotniejszym momentem jest prawidlowe ulo-
kowanie i aktywacja RhoA w miejscu podziatu. Podczas
interfazy RhoA jest bowiem réwnomiernie rozmieszczo-
ne w cytoplazmie, a po zapoczatkowaniu fazy M zaczy-
na gromadzi¢ si¢ w korowej czesci komorki. W anafazie
RhoA lokuje si¢ tuz pod powierzchnig btony komérkowe;j
w réwnikowym obszarze komarki (equatorial cortex), beg-
dacym potencjalnym miejscem montazu pierscienia kurcz-
liwego i bruzdy podzialowej, co sugeruje, ze funkcja tego
biatka zwiazana jest z powstawaniem obu wspomnianych
struktur. W telofazie RhoA utrzymywane jest w obrgbie
bruzdy podziatowej, a ostatecznie kumuluje si¢ w ciatku
posrednim (midbody) [30].

W wyznaczaniu pozycji bruzdy podziatowej zasadnicza
role przypisuje si¢ mikrotubulom astralnym i mikrotubulom
centralnego wrzeciona mitotycznego. Badania Nishimura
i wsp. wykazaty, ze wspomniane mikrotubule odpowiadaja
rowniez za rekrutacj¢ RhoA do strefy réwnikowej. W celu
wyjasnienia molekularnego mechanizmu odpowiadajace-
go za przemieszczanie RhoA do miejsca podziatu poszu-
kiwano biatek, ktére umiejscowiatyby si¢ zarowno w MT
astralnych, jak i MT centralnego wrzeciona mitotycznego,
a jednoczesnie odpowiadatyby za regulacj¢ aktywnosci
RhoA. Biatkami spelniajacymi zatozone kryteria okazaty
sig: Ect2, MgcRacGAP oraz kinezyna MKLP1, ktéra two-
rzy z MgcRacGAP wspomniany wyzej heterotetrametrycz-
ny kompleks zwany centralspindling [30]. Zgodnie z tym
mechanizmem centralspindlina, wyst¢pujaca we widknach
astralnych i w korteksie przylegajacym do wrzeciona mi-
totycznego w strefie réwnikowej, rekrutuje Ect2 do strefy
podziatu [20,30]. Ect2 aktywuje RhoA i tym samym po-
Sredniczy w uformowaniu i obkurczaniu pierscienia bruz-
dy podziatowej. Reasumujac, w modelu zaproponowanym
przez Nishimura i wsp. MT aparatu mitotycznego moga, za
posrednictwem centralspindliny i Ect2, przesyta¢ sygnaty
do korteksu komoérki w celu wyznaczenia ptaszczyzny po-
dziatu i akumulacji RhoA w tej strefie [30]. Zaskakujace
jest, ze pozytywny regulator RhoA — czynnik Ect2 jest
bezposrednio kontrolowany przez negatywny regulator
biatlek Rho — MgcRacGAP. Paradoks ten tltumaczony jest
tym, iz we wczesnym stadium cytokinezy MgcRacGAP
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funkcjonuje jako biatko GAP dla GTPaz Rac i Cdc42, ale
nie dla RhoA [53]. Fosforylacja MgcRacGAP przez kinazg
Aurora B sprawia, ze biatko MgcRacGAP centralspindli-
ny jest funkcjonalnie zmienione na biatko RhoGAP [20].
Kinaza Aurora B pojawia si¢ w komdrce dopiero wéw-
czas, gdy proces pogtebiania bruzdy podziatowej zbliza
sie ku koncowi [53].

Badania przeprowadzone przez Zhao i Fanga wykazaty,
ze udziat MgcRacGAP w procesie cytokinezy nie ograni-
cza sig do rekrutacji Ect2 do strefy réwnikowej i aktywa-
cji RhoA, ale odpowiada ono takze za wbudowanie anili-
ny do wrzeciona podziatlowego [53].

Dalsze badania nad rola centralspindliny w procesie cy-
tokinezy udowodnity, ze hamowanie biatka Rac przez
MgcRacGAP jest niezbedne do prawidlowego formowa-
nia i poglebiania si¢ bruzdy. Rac posredniczy w aktywacji
kompleksu Arp2/3 przez biatka WASPYSP! { WAVEWVE-L,
W regionie tworzacej si¢ bruzdy aktywny kompleks Arp2/3
moze zaktéca¢ obkurczanie pierscienia kurczliwego po-
przez rozgalgzianie wczesniej istniejacych mikrofilamen-
téw, co moze stanowi¢ strukturalna barierg dla wpuklania
si¢ bruzdy podziatowej [8].

Kolejnym biatkiem bioracym udzial w rekrutacji RhoA do
strefy podziatu jest polokinaza 1 (Plk1, polo-like kinase 1).
Yoshida i wsp. analizujac rolg drozdzowej polokinazy Cdc5
w podziale cytoplazmy wskazali na istnienie dwoch od-
miennych mechanizméw odpowiedzialnych za przemiesz-
czanie Rhol (funkcjonalny homolog ssaczego RhoA) do
przewezenia pomigdzy komoérka rodzicielska a paczkiem
(bud neck). Pierwszy z nich, tzw. RhoGEF-zalezny, anga-
zuje biatka Tus1 i Rom2 (GEF dla Rhol), ktére podczas
anafazy podlegaja fosforylacji przez Cdc5, po czym akty-
wuja Rhol w miejscu podziatu [52].

Analogiczny szlak sygnatowy (Plk1-Etc2-RhoA) funkcjo-
nuje w komérkach ssakéw [7,34]. Petronczki 1 wsp. zasu-
gerowali, ze kinaza PIk1, rekrutujac biatko Ect2 do central-
nego wrzeciona podzialowego, promuje inicjacj¢ procesu
cytokinezy i przyczynia si¢ do wyznaczenia ptaszczyzny
podziatu komorki [34].

Po wyjsciu komérek z mitozy, RhoGEF-niezalezny me-
chanizm odpowiada za koncentracj¢ Rhol w mikrodome-
nach btony komérkowej [S51]. GTP-azy Rho sa syntetyzo-
wane w cytoplazmie i zanim ulegna przemieszczeniu do
rownika komodrki musza zosta¢ dostarczone do btony ko-
morkowej. Aby to nastgpito, biatka Rho przechodza po-
translacyjna modyfikacj¢ (tzw. prenylacje) polegajaca na
przylaczeniu izoprenoidu do cysteiny w umiejscowionym
na C-koricu czasteczki motywie CAAX. Taka pojedyncza
prenylacja jest niezbgdna, ale niewystarczajaca do potacze-
nia biatka Rho z btona komérkowa. Rho musi ulec mody-
fikacji lipidowej w dodatkowym miejscu lub tez zawierac
(w sasiedztwie motywu CAAX) wielozasadowa sekwen-
cje (PBS, polybasic sequence), ktéra oddziatuje elektrosta-
tycznie z ujemnie natladowanymi fosfolipidami btony ko-
morkowej, tj. PIP2 [18]. Rhol drozdzy, podobnie jak RhoA
ssakow, podlega pojedynczej prenylacji oraz zawiera PBS
[2]. Yoshida i wsp. zasugerowali, ze bezposrednie oddzia-
tywanie pomigdzy sekwencja PBS Rhol a PIP2 moze si¢
przyczyniaé do utrzymywania puli Rhol (uczestniczacej

w pézniejszych wydarzeniach cytokinezy, takich jak wy-
tworzenie przegrody wtdrnej czy rozdzielenie potomnych
komoérek) w miejscu podziatu. Co wigcej, przypuszcza sig,
ze przedstawiony mechanizm moze by¢ powszechny, po-
niewaz w wielu typach komérek zaobserwowano znaczne
nagromadzenie PIP2 w miejscu podziatu [51].

Biatkiem bezposrednio oddziatujacym z RhoA okazata si¢
rowniez anilina, wyizolowana po raz pierwszy z embrio-
néw Drosophila jako biatko wiazace filamenty aktynowe
(ABP, actin binding protein). Piekny i wsp. wykazali, ze
ludzka anilina gromadzi si¢ w czasie cytokinezy w regio-
nie bruzdy podziatowej, w sposéb zalezny od RhoA i odpo-
wiada za jego stabilizacjg. Anilina ma zachowana w ewolu-
cji C-koricowa domeng, istotng dla jej funkcji i lokalizacji,
zdolng do interakcji z RhoA. Podczas cytokinezy anilina
jest réwniez wymagana do utrzymania aktywnej formy mio-
zyny w strefie rownikowej sugerujac, ze stanowi ona bial-
ko szkieletowe (scaffold protein) taczace RhoA ze sklad-
nikami pierscienia kurczliwego, aktyna i miozyna [35].

UpziAt BIALKA RHOA W INICJAC)I | PROGRES)I CYTOKINEZY

Biatko RhoA kontroluje proces podziatu komoérki poprzez
wigzanie i regulowanie swoistych bialek efektorowych,
ktére wptywaja na formowanie mikrofilamentéw i kurcz-
liwos¢ struktur aktomiozynowych. Giéwnymi efektorami
RhoA zaangazowanymi w przebieg cytokinezy sa biatka
z rodziny formin, Rho-zalezna kinaza (ROCK) oraz kina-
za citronowa (CK, citron kinase) [36]. Rycina 1 przedsta-
wia udziat biatka RhoA w regulacji kolejnych etapéw pro-
cesu cytokinezy.

Poprzez interakcj¢ z formina RhoA stymuluje polimeryza-
cj¢ G-aktyny w filamenty aktynowe (ryc. 1A) [36]. Tolliday
i wsp. wykazali, ze proces polimeryzacji aktyny wymaga-
ny jest do utworzenia i utrzymania dynamicznej struktu-
ry cytoszkieletu — pierscienia kurczliwego [43]. Gtéwna
role forminy i profiliny w procesie cytokinezy podkresla
to, ze pozbawienie komorek aktywnej postaci ktéregokol-
wiek z tych biatek zaktéca formowanie bruzdy podziato-
wej 1 jest przyczyna zmiany fenotypu na charakterystycz-
ny dla komorek traktowanych inhibitorami polimeryzacji
aktyny. Po zwigzaniu z RhoA, aktywna formina promuje
nukleacj¢ aktyny i elongacj¢ mikrofilamentéw. Zdolnos¢
formin do wigzania aktyny uwarunkowana jest obecnoscia
w ich strukturze zachowanych w ewolucji domen FH1 i FH2
(formin homology domain) [36]. Domena FH2 wiaze si¢
z aktyna i jest istotna w procesie nukleacji i elongacji ak-
tyny. Z kolei domena FH1 odpowiada za wiazanie kom-
pleksu wolnej aktyny z profiling oraz odpowiednie umiej-
scowienie podjednostek aktyny wzglgdem domeny FH2
[26]. Ponadto forminy maja N- i C-koniec (odpowiednio
DID, diaphanous inhibitory domain oraz DAD, diaphanous
autoinhibitory domain), ktére stanowig potencjalne miej-
sca oddziatywania z RhoA. Forminy promuja nukleacj¢ de
novo mikrofilamentéw, indukujac asocjacj¢ dwdéch mono-
merdw aktyny oraz tworzac miejsce wiazania dla trzeciego
monomeru [36]. Podczas elongacji filamentu formina po-
zostaje zwigzana z rosngcym konicem (barbed end) i chro-
ni go przed biatkami czapeczkujacymi (capping proteins),
umozliwiajac dolaczanie kolejnych podjednostek aktyny
[26,36]. Z kolei profilina przytacza zwiazane z ATP mo-
nomery aktyny oraz wiaze si¢ z bogata w reszty prolinowe
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Ryc. 1. Udziat biatka RhoA w regulacji kolejnych etapéw procesu cytokinezy (opis w tekscie) (wg [36] zmodyfikowano)

domena FH1 forminy, wplywajac tym samym na wzrost
tempa elongacji mikrofilamentéw [6,36]. Warto réwniez
wspomnieé, ze Bottcher 1 wsp. wykazali, ze w dzielacych
si¢ chondrocytach profilina nie jest wymagana do uformo-
wania aktomiozynowego pierscienia, lecz jest niezbgdna
w koficowym etapie cytokinezy, przyczyniajac si¢ do ge-
neracji sily potrzebnej do rozdzielenia komérek potom-
nych [6]. Przy braku RhoA w komoérce wigkszos$¢ formin
zaangazowanych w proces cytokinezy podlega autoinhibi-
cji przez wewnatrzczasteczkowe oddzialtywanie pomigdzy
domenami C- i N-koricowa. Miejsce wiazania dla RhoA
w czasteczce forminy czegsciowo pokrywa si¢ z DID, dla-
tego tez RhoA znosi autoinhibicj¢ forminy [36].

Kolejny szlak sygnalowy indukowany przez RhoA, od-
powiedzialny za akumulacj¢ F-aktyny angazuje kinazy
ROCK oraz LIM (ryc. 1B) [14]. Abe i wsp. wykazali, ze
blokada kofiliny wymagana jest do prawidtowego zajscia
procesu cytokinezy [1]. Aktywacja szlaku RhoA/ROCK/
LIMK/kofilina moze si¢ w sposéb posredni przyczynia¢ do
utworzenia pierscienia kurczliwego, poprzez stabilizowa-
nie struktur zbudowanych z filamentéw aktynowych [14].

Udziat RhoA w regulacji procesu cytokinezy zwigzany
jest rowniez z wpltywem tego biatka na aktywnos$¢ mio-
zyny II, drugiego podstawowego komponentu pier§cienia
kurczliwego (ryc 1C) [36]. Miozyna II jest heksamerem za-
wierajacym dwa taricuchy cigzkie, ktérych regiony globu-
larne zwigzane sa z dwoma tancuchami lekkimi — MLC1
(myosin light chain 1; okreslany tez regulacyjnym, rMLC)
i MLC2 (myosin light chain 2; nazywany réwniez istot-
nym). Fosforylacja zachowanej w ewolucji reszty seryny

w pozycji 19 rtMLC pozwala na wtaczenie miozyny w sie¢
mikrofilamentéw, tworzac aktomiozynowy uktad kurczli-
wy komorek [9]. Badania wykazatly, ze kilka kinaz biat-
kowych (m.in. ROCK, CK czy MLCK) zdolnych jest do
fosforylacji miozyny w miejscu Ser19 [36].

Kosako i wsp. zaobserwowali, ze podczas cytokinezy, zak-
tywowana przez RhoA kinaza ROCK gromadzi si¢ w re-
gionie bruzdy podzialowej i odpowiada za fosforylacje
taiicuchéw regulatorowych miozyny II [23]. ROCK, w spo-
s6b niezalezny od Ca**, fosforyluje te sama reszte seryno-
wa MLC co swoista, Ca**-zalezna kinaza lekkich taricu-
chéw miozyny (MLCK, myosin light chain kinase) [22,37].

Regulacja stopnia fosforylacji miozyny przez ROCK moze
rowniez wynika¢ z wptywu tego biatka na fosfataze lek-
kich tancuchéw miozyny (MLCP, myosine light chain pho-
sphatase), ktéra katalizuje defosforylacje rMLC-Ser19.
Rho-zalezna kinaza, poprzez fosforylacje wiazacej mio-
zyng podjednostki MBS (myosin-binding subunit) fos-
fatazy MLC prowadzi do zmniejszenia aktywnosci tego
enzymu, a w konsekwencji do wzrostu stopnia ufosfory-
lowania miozyny. Tak wigc ROCK moze réwniez posred-
nio przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia aktywnosci miozyny
11 [13,36,38,46].

Innym biatkiem zdolnym do fosforylacji rMLC, lokujacym
si¢ w regionie tworzacej si¢ bruzdy w sposéb zalezny od
RhoA jest kinaza citronowa (ryc. 1D) [11,50]. Enzym ten
nalezy do zachowanej w ewolucji rodziny kinaz seryno-
wo-treoninowych wykrytych u cztowieka, myszy, szczura
i muszki owocowej [41]. Yamashiro i wsp. wykazali, ze CK
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funkcjonuje jako kinaza faficucha lekkiego miozyny, przy-
laczajac reszty fosforanowe w pozycji Ser19 i Thr18 [50].

Ubziat BiatkA RHOA W ROZDZIALE KOMOREK POTOMNYCH

Poza etapami inicjacji i progresji cytokinezy, RhoA uczest-
niczy takze w koncowej fazie tego procesu, jaka jest osta-
teczne rozdzielenie komérek siostrzanych (abscission) [36].
W wigkszosci komoérek zwierzgcych poglebiajaca sig bruz-
da podzialowa zapewnia niemal catkowite odseparowanie
komorek potomnych, ktére jednak pozostaja potaczone wy-
dtuzajacym sig, az do przerwania migdzykomérkowym mo-
stem (intercellular bridge) [27]. Proces pogtebiania bruzdy
dobiega konica w chwili osiagnigcia przez nig przeciw-
réwnolegtych wiazek mikrotubul, ktére zachodza na sie-
bie w centralnym regionie mi¢gdzykomérkowego mostu,
okreslanym jako ciatko posrednie [42]. Ukoriczenie proce-
su cytokinezy wymaga stabilizacji wspomnianego mostu,
demontazu pierscienia kurczliwego, specjalizacji domen
btonowych oraz wytworzenia dodatkowej btony plazma-
tycznej [15,27]. Elementy btony dostarczane sa do bruzdy
w postaci pecherzykéw wydzielniczych powstatych w sys-
temie trans aparatu Golgiego, a ich fuzja z btona pomaga
w rozdziale cytoplazmy [20,40].

Wyniki badani przeprowadzonych przez Naima i wsp. su-
geruja, ze enzym Dck (Drosophila citron kinase), bedacy
ortologiem ssaczej kinazy citronowej u Drosophila, pet-
ni gtéwna role w koficowym etapie cytokinezy. Mutanty
Drosophila z utrata funkcji biatka Dck miaty prawidlowo
uformowane wrzeciono podziatowe oraz pierscien akto-
miozyny, ktérego obkurczanie prowadzito do prawidtowe-
go poglebiania si¢ bruzdy podziatowej. Jednakze takie ko-
morki wykazywaty liczne defekty w p6zZnej telofazie (m.in.
zmiany w morfologii mostu taczacego komorki potomne)
i nie koniczyty cytokinezy, co sugerowato problem z roz-
dzieleniem komorek siostrzanych [27].

Jak juz wczesniej wspomniano, zaréwno CK jak i ROCK
katalizuja fosforylacje rMLC. Dlatego tez zastanawiajace
jest, ze u myszy z defektem genu kinazy citronowej obser-
wowano zaburzenia przebiegu cytokinezy, mimo ze komor-
ki te wykazywaly wzmozong syntezg Rho-zaleznej kinazy.
Te dane Swiadcza o odmiennej roli obu biatek w procesie
cytokinezy. Istotna réznica w aktywnosci tych enzyméw
zwigzana jest z tym, ze fosfataza lekkich faiicuchéw miozy-
ny jest substratem ROCK, ale nie kinazy citronowej. Brak
mozliwosci zahamowania aktywnosci MLCP przez kina-
z¢ citronowa wskazuje, ze enzym ten nie hamuje defosfo-
rylacji reszt aminokwasowych taiicuchéw regulatorowych
miozyny II. Z kolei aktywna kinaza Rho, blokujac MLCP
moze przeksztatci¢ wigkszos¢ rMLC do postaci ufosforylo-
wanej. Zablokowanie defosforylacji MLC moze utrudniaé
prawidtowe ukoriczenie cytokinezy, poniewaz rozdziele-
nie komérek potomnych wymaga demontazu pierscienia,
a proces ten prawdopodobnie zalezy m.in. od defosfory-
lacji MLC [50]. Tak wiec Rho-zalezna kinaza oraz kina-
za citronowa wydaja si¢ petni¢ odmienna rol¢ w procesie
cytokinezy, promujac odpowiednio, obkurczanie pierscie-
nia aktomiozyny i rozdzielenie komérek potomnych [36].

Kolejnym efektorem biatka RhoA niezbednym do ukon-
czenia procesu cytokinezy jest serynowo-treoninowa ki-
naza PRK2/PKN2 (ryc. 1E). Podczas telofazy bialko to,

w sposéb zalezny od Ect2 i Rho, gromadzi si¢ w bruzdzie
podziatowej, a nastgpnie w ciatku posrednim. Schmidt
1 wsp. zaobserwowali, Ze wyciszenie ekspresji genu PRK?2
w komérkach HeLa S3 nie zaktéca dziatania bruzdy po-
dziatowej czy formowania ciatka posredniego, natomiast
nie pozwala na przerwanie migdzykomdrkowego mostu
taczacego komérki potomne, ktére ostatecznie ulegaja fu-
Zji i staja si¢ dwujadrowe [40].

Biochemiczna rola kinazy PRK/PKN w rozdziale komé-
rek siostrzanych nie zostata jednak dotad poznana [40].
Jak wynika z piSmiennictwa, PRK2 oddziatuje z biatko-
wa fosfataza tyrozynowa PTP-BL, ktéra podczas cytokine-
zy kolokalizuje z nig w bruZdzie podziatowej, a nastgpnie
w ciatku posrednim i zdaje si¢ petni¢ istotna role w regu-
lacji podziatu cytoplazmy [17]. Innym biatkiem lokujacym
si¢ w czasie cytokinezy w regionie Srédciatka i wiazacym
si¢ z PKN/PRKI1 jest CG-NAP (centrosome and Golgi lo-
calized protein kinase N-associated protein). Niezbedne sa
jednak dalsze badania, aby ustali¢ czy wymienione biatka
uczestnicza w szlaku kinaz PRK zaangazowanym w kontro-
lg rozdziatu komdérek potomnych podczas cytokinezy [40].

Udziat bialek Rho w ostatecznym rozdzieleniu komdrek
potomnych moze by¢ takze zwigzany z promowaniem se-
krecji [51]. Naukowcy sugeruja bowiem, ze pecherzyki wy-
dzielnicze dostarczane z aparatu Golgiego w okolice ciatka
posredniego, taczac si¢ ze soba oraz z btong plazmatycz-
na, prowadza do przebudowy btony otaczajacej komorki
siostrzane, a nastgpnie ich rozdziatu [15,40,42]. Aktywne
Rhol wiaze istotne dla procesu sekrecji biatko Sec3 oraz
odpowiada za jego prawidiowe umiejscowienie w komor-
ce [51]. Dobbelaere i wsp. wykazali, ze Sec3 uczestniczy
w procesie cytokinezy u drozdzy, promujac oddzielenia
paczka od komorki rodzicielskiej [10].

PobpsumowaNIE

GTP-azy Rho pelnia istotng rol¢ w regulacji organizacji
cytoszkieletu, wptywajac zaréwno na filamenty aktynowe,
jak i mikrotubule. Aktywnos$¢ tych biatek regulowana jest
przez biatka GEF, GAP oraz GDI, ktére kontroluja wia-
zanie i hydrolize GTP. Liczne badania wskazuja na udziat
biatek Rho w regulacji mitozy i cytokinezy poprzez reor-
ganizacj¢ cytoszkieletu aktynowego i mikrotubularnego.
W przebiegu mitozy istotne funkcje petni biatko Cdc42,
ktére kontroluje tworzenie dwubiegunowego wigzania MT
wrzeciona do kinetochoréw (zaleznie od formin), a takze
wplywa na dynamike wzrostu mikrotubul (hamujac statmi-
ny). Kolejne biatko — RhoA podczas podziatu mitotyczne-
go aktywuje biatka efektorowe, m.in. kinazg ROCK i LIM
oraz biatko mDia. Efektory te kontroluja formowanie kor-
teksu komdrkowego, dynamike tworzenia wrzeciona oraz
wiazanie mikrotubul wrzeciona do kinetochoréw. Biatko
RhoA pelni réwniez istotne funkcje podczas cytokinezy.
Oprocz aktywacji ROCK i LIMK, ktére reguluja procesy
formowania i stabilizacji pierscienia kurczliwego a w kon-
sekwencji bruzdy podzialowej, RhoA aktywuje takze ki-
nazeg citronowa. Kinaza ta kontroluje proces ostatecznego
rozdzielenia siostrzanych komérek i tym samym umozli-
wia zakonczenie cytokinezy. Przedstawione mechanizmy
kontroli podziatu komérkowego zalezne od reorganizacji
cytoszkieletu wskazuja na to, ze biatka Rho moga stano-
wié¢ pomost taczacy obydwa te procesy.
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