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UDZIAŁ KOMPLEKSU BIAŁEK Arp2/3 W NUKLEACJI AKTYNY W KOMÓRCE. 
MECHANIZM RUCHU BAKTERII LISTERIA MONOCYTOGENES

Filamenty aktynowe komórek niemięśnio- 
wych tworzą dynamiczną strukturę nazywaną 
cytoszkieletem aktynowym. Przebudowa cyto- 
szkieletu aktynowego leży u podstaw takich 
procesów, jak polaryzacja i lokomocja komórki, 
cytokineza, fago- i egzocytoza. Kluczowe zna­
czenie dla tych zjawisk ma precyzyjnie kontro­
lowana, czasowo i przestrzennie, polimeryzacja 
i depolimeryzacja frlamentów aktynowych, któ­
ra zachodzi przy błonie komórki w odpowiedzi 
na pobudzenie określonych receptorów błono­
wych. Wyróżnia się trzy zasadnicze mechani­
zmy zapoczątkowywania polimeryzacji aktyny 
w komórce, z których każdy regulują określone 
białka wiążące aktynę (Yin i S to s s e l  1999). 
Pierwszy z nich polega na fragmentacji istnieją­
cych filamentów aktynowych i zwielokrotnieniu 
w ten sposób liczby szybko rosnących końców 
mikrofilamentów (tzw. koniec kolczasty, ang. 
barbed end). Drugi sposób zapoczątkowania 
polimeryzacji aktyny polega na odsłonięciu 
końców kolczastych mikrofilamentów bez ich

fragmentacji. Żelzolina i białka jej pokrewne, 
takie jak CapG, są głównymi białkami fragmen­
tującymi mikrofilamenty i/lub kontrolującymi 
dostępność ich końców kolczastych. Aktywność 
tych białek regulują poziomy Ca2+ i PIP2 (bisfo- 
sforanu fosfatydyloinozytolu) w komórce 
(K w ia tkow ska  i S o b o ta  1997). Nukleacja de 
novo jest najwolniejszym etapem formowania 
mikrofilamentu, choć, paradoksalnie, to właś­
nie ta trzecia droga może być głównym mecha­
nizmem kontroli polimeryzacji aktyny w komór­
ce. Gwałtowna nukleacja aktyny, indukowana 
przez niektóre bakterie chorobotwórcze jest też 
motorem ruchu tych bakterii w zainfekowanej 
komórce. Badania nad mechanizmem nukleacji 
aktyny, w tym nukleacji wywołanej przez bakte­
rie Listeria i Shigella, doprowadziły do wniosku, 
że kluczową rolę w przyspieszaniu tego procesu 
odgrywa kompleks białek Arp2/3. Regulacja 
nukleacji aktyny w komórce stanowi temat ni­
niejszej pracy.

UDZIAŁ KOMPLEKSU BIAŁEK Arp2/3 W NUKLEACJI AKTYNY

Nukleacja polega na tworzeniu zarodzi mi­
krofilamentów, złożonych z trzech monomerów 
aktynowych. Ze względu na niestabilność dime- 
rów i trimerów tego białka, spontaniczna nukle­
acja aktyny in vitro jest procesem powolnym. 
Niskie stężenie tworzących się de novo zarodzi 
polimeryzacji aktyny ogranicza możliwości aso­
cjacji jej kolejnych monomerów i spowalnia w 
ten sposób tempo przyrostu mikrofilamentów. 
Powolna nukleacja aktyny odpowiada za 
wyraźne opóźnienie tempa polimeryzacji aktyny 
obserwowane w początkowym etapie tego pro­
cesu. W komórce samorzutną nukleację aktyny 
hamują dodatkowo białka, które wiążą mono­

mery aktyny. Białka takie, np. tymozyna, utrzy­
mują monomery aktyny w stężeniu, które 1000- 
krotnie przewyższa stężenie wymagane do poli­
meryzacji aktyny. Profilina, jedno z białek wią­
żących monomery aktynowe, może jednak fun­
kcjonować również jako swoista „pompa”, uła­
twiająca asocjację monomerów aktyny z szybko 
rosnącym końcem mikrofilamentu. Zarodzie fr­
lamentów, które przyrastają od końca kolcza­
stego, powstają przy udziale kompleksu białek 
Arp2/3.

Białka Arp (ang. actin-related proteins) wy­
stępują powszechnie w komórkach eukarioty­
cznych, a ich wspólną właściwością jest zbliżo­
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ny skład aminokwasowy, w 30-60% identyczny 
ze składem aminokwasowym konwencjonal­
nych izoform aktyny. Wyróżnia się trzy rodziny 
białek Arp (K e l l e h e r  i współaut. 1995). Białka 
z rodziny Arp 1, najbardziej podobne pod wzglę­
dem budowy do aktyny, współuczestniczą z 
dyneiną w wewnątrzkomórkowym ruchu pę­
cherzyków i znajdują się poza obszarem zainte­
resowań tej pracy. Białka z rodziny Arp2 i Arp3,
0 kluczowym znaczeniu dla nukleacji aktyny, 
zidentyfikowano jako podjednostki kompleksu 
złożonego z siedmiu białek. Geny kodujące Arp2
1 Arp3 odkryto po raz pierwszy na początku lat 
90. w drożdżach Saccharomyces cerevisiae i 
Schizosaccharomyces pombe. Siedmioskład- 
nikowy kompleks białek Arp2/3, przedstawio­
ny schematycznie na Rye. 1, wyizolowano dotąd

Rye. 1. Schemat budowy kompleksu białek Arp2/3.

Wielkość kół oznaczających siedem podjednostek komple­
ksu jest proporcjonalna do ich mas cząsteczkowych. Liczby 
odpowiadają masom cząsteczkowym podjednostek w kDa. 
(Wg HlGGSA i POLLARDA 1999).

z tak różnorodnych komórek eukariotycznych 
jak Acanthamoeba castellanii, S. cerevisiae i 
ludzkie płytki krwi (M a c h e s k y  i współaut. 1994, 
W e l c h  i współaut. 1997, W in t e r  i współaut. 
1997). Poza białkami Arp2 i Arp3, pięć podjed­

nostek kompleksu tworzą nie znane wcześniej 
białka. Ustalono, że Arp2 odpowiada za inter­
akcję kompleksu z profiliną, a podjednostka 
p21 wiąże białka Scarl i WASp (Rye. 1).

In vitro kompleks białek Arp2/3 wiąże się z 
dużym powinowactwem z wolno rosnącym koń­
cem mikrofilamentu (koniec ostry, ang. pointed 
end) i ułatwia nukleację aktyny, jednakże z 
niską efektywnością. Przypuszczalnie kom­
pleks ten wiąże się z formującymi się samorzut­
nie dimerami aktyny i umożliwia wzrost fila- 
mentu od strony końca kolczastego. Taki me­
chanizm funkcjonowania wyjaśnia, dlaczego 
wyizolowany kompleks białek Arp2/3 nie powo­
duje zmniejszania opóźnienia obserwowanego 
na pierwszym etapie polimeryzacji aktyny. 
Kompleks białek Arp2/3 wiąże się też z boku 
mikrofilamentu i, dzięki wymienionym wcześ­
niej właściwościom, może indukować tworzenie 
jego rozgałęzień (K e l l e h e r  i współaut. 1995, 
M u l l in s  i współaut. 1998).

Najwyższe stężenia kompleksu białek 
Arp2/3 w komórce występuje w miejscach 
wzbogaconych w aktynę. Obecność kompleksu 
stwierdzono w czole migrujących komórek, w 
obrębie otoczki aktynowej bakterii Listeria 
monocytogenes oraz w aktynowych strukturach 
komórek drożdży. Mutacje genów białek Arp2 i 
Arp3 w S. cerevisiae i S. pombe silnie upośle­
dzają funkcje życiowe lub prowadzą do śmierci 
tych komórek (K e l l e h e r  i współaut. 1995, 
W e l c h  i współaut. 1997, W in t e r  i współaut. 
1997). Stężenie kompleksu białek Arp2/3 w A. 
castellanii wynosi około 2 M i jest 100-krotnie 
niższe od stężenia aktyny, co potwierdza, wyni­
kającą z badań in vitro, sugestię o regulującej, 
a nie strukturalnej, roli kompleksu białek 
Arp2/3 (K e l l e h e r  i współaut. 1995).

Wyniki badań kilku niezależnych grup 
opublikowane w ciągu dwóch ostatnich lat 
wskazują, że zdolność kompleksu białek 
Arp2/3 do nukleacji aktyny w komórce stymu­
lowana jest dzięki jego interakcji z białkami 
WASp/Scar.

BIAŁKA WASp/Scar REGULUJĄ FUNKCJONOWANIE KOMPLEKSU BIAŁEK Arp2/3
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Rodzina białek WASp/Scar ssaków obejmu­
je sześć białek: WASp, N-WASp i cztery izoformy 
Scar, z których Scarl określa się też nazwą 
WAVE (M ik i  i współaut. 1998a). Ekspresja 
WASp jest ograniczona do komórek hemopoety- 
cznych, a mutacja tego białka prowadzi do za­
burzeń w funkcjonowaniu płytek krwi i limfocy­
tów nazywanych zespołem Wiskott-Aldricha 
(ang. Wiskott-Aldrich Syndrome, WAS). N- 
WASp jest występującym powszechniej w ko­

mórkach kręgowców homologiem WASp. Najbo­
gatszym źródłem N-WASp jest tkanka nerwowa. 
Białko Scar odkryto u śluzowca Dictyostelium 
discoideum, a w drożdżach zidentyfikowano ho- 
molog białek WASp/Scar nazwany Beelp (Li 
1997, B e a r  i współaut. 1998). Dane te wskazują 
na powszechność występowania białek oma­
wianej rodziny w komórkach eukariotycznych, 
analogiczną do obserwowanej w przypadku 
kompleksu Arp2/3.
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Białka z rodziny WASp/Scar wiążą się bez­
pośrednio z kompleksem Arp2/3 i kontrolują 
jego funkcjonowanie w komórce. Zwiększają 
one zdolność kompleksu białek Arp2/3 do nu­
kleacji aktyny, jak ustalono w badaniach nad 
N-WASp (R oh a tg i i współaut. 1999), WASp (Ya- 
RAR i współaut. 1999), Scarl (Matchesky i 
współaut. 1999) orazBeelp (W in te r  i współaut. 
1999). Region odpowiedzialny za te właściwości 
obejmuje 65-120 aminokwasów końca C białek 
WASp/Scar (Ryc. 2). Z kompleksem białek

puszczać, że białka z rodziny WASp/Scar regu­
lują organizację cytoszkieletu aktynowego dzia­
łając poprzez kompleks Arp2/3.

Budowa N-terminalnej części białek WASp i 
N-WASp szczególnie predystynuje je do pełnie­
nia wspomnianej funkcji regulatora dynamiki 
aktyny w komórce (Ryc. 2). Uwagę zwraca tu 
obecność motywu GBD (ang. GTPase-binding 
domain), z którym wiążą się białka Rac i Cdc42, 
monomeryczne GTPazy z rodziny Rho. Kolejna 
domena - WH1 - swoją organizacją przestrzeń -

Ryc. 2. Schemat budowy ssaczych białek z rodziny WASp/Scar.

Domenę WH1 określa się też jako „domenę EVH1” lub „domenę homologiczną do plekstiyny”, a domenę WH2 jako „domenę 
homologiczną do werproliny”. Sekwencja aminokwasowa oddzielająca motywy „A” i WH2 wykazuje pewne podobieństwo 
do kofiliny, białka wiążącego monomery aktynowe, ale jej funkcja w białkach rodziny WASp/Scar nie jest jasna. WH1 i 
WH2, domeny homologiczne WASp; GBD, domena wiążąca GTPazy; poliprolina, fragment zawierający powtarzające się 
sekwencje 5 lub więcej reszt prolinowych; A, sekwencja bogata w aminokwasy kwaśne; IQ, domena wiążąca kalmodulinę. 
Numery odpowiadają numeracji aminokwasów.

Arp2/3 oddziałuje końcowy odcinek białek (A 
na Ryc. 2), składający się z kilkunastu amino­
kwasów kwaśnych. Dalej wyróżnia się jedną lub 
dwie domeny WH2 (ang. WASp homology 2 
domain), które wiążą monomery aktynowe. 
Fragment białek WASp/Scar obejmujący moty­
wy WH2 i A, dodany do mieszaniny monomerów 
aktyny i kompleksu Arp2/3, znacznie przyspie­
szają nukleację aktyny. Zmniejsza w ten sposób 
opóźnienie właściwe dla pierwszego etapu po­
wstawania mikrofrlamentów i zwiększa ich ilość 
(M achesky i In s a l l  1998, M ach esky  i współaut. 
1999, R o h a tg i i współaut. 1999). Nadekspresja 
C-końcowego fragmentu białek Scarl i WASp w 
fibroblastach i makrofagach hamuje formowa­
nie lamellipodiów, bogatych w aktynę wypustek 
błony komórkowej, oraz zaburza kortykalne 
rozmieszczenie kompleksu białek Arp2/3 (M a­
ch esky i In s a ll  1998). Dane te pozwalają przy-

ną przypomina domenę plekstrynową, wiążącą 
PIP2. Poza PIP2, domena WH1 może też oddzia­
ływać z sekwencjami poliprolinowymi niezi­
dentyfikowanych dotąd białek (P re h o d a  i 
współaut. 1999). GTPazy Rho oraz PIP2 są istot­
nymi elementami kontroli organizacji cytosz­
kieletu aktynowego. In vitro, Cdc42 i PIP2 w 
istotny sposób zwiększają zdolność N-WASp do 
interakcji z kompleksem Arp2/3, a co za tym 
idzie, stymulują jego zdolność nukleacji aktyny 
(R oh a tg i i współaut. 1999).

Lista ligandów oddziałujących z białkami 
WASp i N-WASp jest długa. Poza GTPazami i 
PIP2, obejmuje ona, między innymi, kinazy ty- 
rozynowe Src, białka adapterowe Grb2 i Nck 
oraz profrlinę (H igg s  i P o l la r d  1999). Białka te 
wiążą się z bogatymi w prolinę sekwencjami 
WASp i N-WASp (domena poliprolinowa na 
Ryc. 2). Odmienna budowa końca N białek
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Scar, a zwłaszcza brak domen GBD i WH1 
(Ryc. 2), sugeruje istnienie ligandów specyficz­
nych dla tych białek. Pośrednio, funkcjonowa­
nie Scarl kontrolowane jest przez GTPazę Rac 
(Miki i współaut. 1998a), domena poliprolinowa 
Scarl wiąże profiling.

Rola większości z poznanych oddziaływań 
WASp/Scar nie jest sprecyzowana. Otwierają 
on jednak szerokie spektrum potencjalnych 
mechanizmów, na drodze których regulowana 
być może zarówno aktywność, jak i komórkowa 
lokalizacja białek WASp/Scar. Na przykład, 
dzięki interakcji z Grb2 i Nck, białka WASp i 
N-WASp wiążą się z receptorami czynników

wzrostu. Receptory te inicjują przebudowę cyto- 
szkieletu aktynowego, w którą zaangażowane 
są GTPazy z rodziny Rho oraz PIP2 . Scar może 
być włączony w szlaki sygnałowe generowane 
przez inną grupę receptorów błonowych, tzw. 
receptory serpentynowe i współdziałające z ni­
mi GTPazy trimeryczne (M a tch esk y  i In s a ll
1999). W świetle zebranych dotąd danych, biał­
ka WASp/Scar wraz z kompleksem białek 
Arp2/3 wydają się odgrywać kluczową rolę w 
szlakach sygnałowych prowadzących do nukle- 
acji i stymulacji polimeryzacji aktyny w komór­
ce.

NUKLEACJA AKTYNY PRZEZ BIAŁKA WASp/Scar I KOMPLEKS Arp2/3 — PROPONOWANY
MECHANIZM

Na podstawie szczegółowych badań doty­
czących roli PIP2 oraz Cdc42 w funkcjonowaniu 
N-WASp, R o h a tg i i współaut. (1999) zapro­
ponowali mechanizm nukleacji aktyny przed­
stawiony na Ryc. 3. Według tej propozycji, N-

polimeryzacji aktyny in vitro w obecności kom­
pleksu Arp2/3 jest o 2-3 rzędy wielkości mniej­
sza niż aktywność fragmentu N-WASp obejmu­
jącego sekwencje WH2 i A. Nie wyklucza się też, 
że w komórkach spoczynkowych aktywność N-

Ryc. 3. Proponowany model mechanizmu nukleacji aktyny przez białka N-WASp i kompleks Arp2/3.

Aktywowana GTPaza Cdc42 oraz PIP2 zmieniają konformację białka N-WASp, które z kolei przy współudziale kompleksu 
białek Arp2/3 stymuluje nukleację aktyny. Szczegółowy opis mechanizmu działania tych białek zamieszczono w tekście. 
Oznaczenia domen białka N-WASp są takie jak na Ryc. 2. Figura „Arp2/3” przedstawia umownie kompleks zawierający 
Arp2 i Arp3 oraz pięć pozostałych podjednostek. i „+” oznaczają odpowiednio koniec ostry i koniec kolczasty 
mikrofilamentu. PI(4,5)P2 jest skrótem od fosfatydyloinozytolo 4,5-bisfosforanu. (Wg R ohatgi i współaut. 1999, zmodyfi­
kowany).

WASp może przyjmować dwie konformacje; w 
konformacji „zamkniętej” sekwencje WH2 i A 
białka są zamaskowane i nieaktywne, przypu­
szczalnie na skutek oddziaływań wewnątrz czą­
steczki N-WASp (cząsteczka N-WASp w lewym 
rogu Ryc. 3). Zgodnie z tym założeniem, zdol­
ność białka N-WASp do stymulacji nukleacji i

WASp hamowana jest dodatkowo przez inne, 
nieznane jeszcze czynniki. W badaniach mode­
lowych bowiem, prowadzonych na ekstraktach 
z jaj żaby Xenopus laevis (w odróżnieniu od 
wspomnianych obserwacji prowadzonych na 
białkach wyizolownych), N-WASp jest całkowicie 
niezdolny do stymulacji polimeryzacji aktyny.
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W czasie aktywacji określonych receptorów 
błonowych komórki uruchamiane zostają szla­
ki sygnałowe, które prowadzą między innymi do 
aktywacji Cdc42, tj. wymiany związanego z tą 
GTPazą GDP na GTP; lokalnie może też być 
syntetyzowany PIP2 . Związanie Cdc42 i PIP2 z 
odpowiednimi domenami N-WASp wywołuje 
zmiany konformacyjne tego białka, stabilizując 
jego formę „otwartą”. W efekcie tych zmian od­
słonięte zostają sekwencje WH2 i A (Ryc. 3, 
część środkowa). Następnie sekwencja A wiąże 
kompleks Arp2/3, a domena WH2 monomery 
aktyny sprawiając, że białka te znajdują się w 
swoim bezpośrednim sąsiedztwie. Współdziała­
nie sekwencji WH2 i A ułatwia zatem nukleację 
zarodków polimeryzacji aktyny. Kompleks 
Arp2/3 pozostaje związany z ostrym, wolno 
rosnącym końcem mikrofilamentu, umożliwia­
jąc tym samym jego wzrost od końca kolczaste­
go (prawa strona Ryc. 3).

Proponowany model integruje szereg ele­
mentów wiedzy o mechanizmach nukleacji 
aktyny w komórce. Uwzględnia między innymi 
ustaloną już rolę sekwencji WH2 i A w tym 
procesie (Machesky i Insall 1998, Rohatgi i

współaut. 1999). Podkreśla rolę PIP2 oraz 
Cdc42 w nukleacji aktyny poprzez N-WASp i 
kompleks białek Arp2/3, stwierdzoną na pod­
stawie badań prowadzonych na wyizolowanych 
białkach oraz z zastosowaniem cytoplazmatycz- 
nych ekstraktów jaj X. laevis (Ma  i współaut. 
1998a, b; Rohatgi i współaut. 1999). Nade- 
kspresja N-WASp w fibroblastopodobnych ko­
mórkach COS-7 stymuluje polimeryzację akty­
ny i formowanie filopodiów indukowane przez 
Cdc42 (Miki i współaut. 1998b). Z drugiej stro­
ny, omawiany model jest uproszczony i nie 
uwzględnia roli innych czynników, na przykład 
profiliny, w regulowaniu aktywności N-WASp 
(Suetsugu i współaut. 1998). Odpowiedzi wy­
maga też pytanie, czy mechanizmy regulacji 
aktywności białek Scar, a zwłaszcza WASp, biał­
ka bardzo zbliżonego w budowie do N-WASp, 
mogą być podobne. Wiadomo dotąd, że ekspre­
sja WASp w komórkach nabłonkowych wywo­
łuje wokół jądra zależną od Cdc42 polimeryza­
cję aktyny, a jednak WASp, w odróżnieniu od 
N-WASp, nie uczestniczy w indukowanym przez 
Cdc42 tworzeniu filopodiów (Symons i współ­
aut. 1996, M iki i współaut. 1998b).

„DENDRYTYCZNY” MODEL NUKLEACJI AKTYNY

Omówiony przykład aktywacji N-WASp 
przez Cdc42 i PIP2 jest jednym z możliwych 
sposobów kontrolowania nukleacji aktyny w 
komórce. W oparciu o badania interakcji Scarl 
i kompleksu Arp2/3 zaproponowano też inny 
mechanizm formowania zarodzi polimeryzacji 
aktyny, nazwany modelem „dendrytycznym” 
(Mullins i współaut. 1998, Machesky i współ­
aut. 1999). U jego podstaw znalazły się obser­
wacje, że stymulujący wpływ Scarl na zależną 
od kompleksu Arp2/3 nukleację aktyny, może 
być dodatkowo wzmocniony. Efekt taki osiąga 
się po wstępnej inkubacji Scarl i kompleksu 
białek Arp2/3 ze spolimeryzowanymi wcześniej 
mikrofilamentami. W takich warunkach całko­
wicie eliminowane jest opóźnienie, typowe dla 
pierwszego etapu polimeryzacji aktyny, gwał­
townie powstają nowe filamenty. Sugeruje się 
więc, że Scarl i kompleks białek Arp2/3 sprzy­
jają nukleacji aktyny, ale po wcześniejszym 
związaniu z istniejącymi już mikrofilamentami 
(Ryc. 4). Związane z mikrofilamentem Scarl i 
kompleks Arp2/3 zapoczątkowują formowanie 
zarodzi polimeryzacji aktyny u jego boku 
(Ryc. 4.) Białka te pozostają związane z ostrym 
końcem nowego filamentu, tym samym umożli­
wiają jego polimeryzację z końca kolczastego. 
Nowe, „odpączkowujące” w ten sposób mikro-

filamenty tworzą kolejne odgałęzienia filamen- 
tów macierzystych, prowadząc do powstania 
sieci aktynowej (Ryc. 4). Zaletą dendrytycznego 
modelu nukleacji aktyny jest fakt, że uwzględ­
nia on wszystkie właściwości kompleksu 
Arp2/3 — jego zdolność do nukleacji aktyny, 
wysokie powinowactwo do końca ostrego i przy­
łączanie do boku mikrofilamentu. Ponadto, ob­
serwacje mikroskopowe potwierdziły, że w obe­
cności kompleksu białek Arp2/3 filamenty 
aktynowe tworzą Y- lub T-kszałtne rozgałęzie­
nia zachowujące stały, 70° kąt odchylenia od 
filamentu macierzystego (Ryc 4). Kompleks 
Arp2 /3 zlokalizowany był w węzłach takich roz­
gałęzień (Mullins i współaut. 1998). Podobną 
organizację filamentów aktynowych i lokaliza­
cję kompleksu Arp2/3 wykryto pod błoną ko­
mórkową w czole migrujących fibroblastów i 
keratynocytów (Svitkina i Borisy 1999).

Model dendrytyczny nie wyklucza omówio­
nego wcześniej mechanizmu nukleacji aktyny 
kontrolowanego przez PIP2 i Cdc42. Te ligandy, 
i szereg innych białek oddziałujących z 
WASp/Scar, związanych jest z błoną komórko­
wą bądź oddziałuje z receptorami błonowymi. 
Odkrycie zatem rodziny białek WASp/Scar i 
ustalenie ich roli w nukleacji aktyny wydaje się 
mieć kluczowe znaczenie dla zrozumienia me-
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Ryc. 4. Dendiytyczny model nukleacji aktyny.

Scar i kompleks białek Arp2/3 wiążą się z boku już istniejącego filamentu aktynowego, umożliwiając nukleację nowego 
mikrofilamentu. Kompleks Arp2/3 i Scar pozostają związane z końcem ostrym powstającego filamentu; filament ulega 
polimeryzacji z końca kolczastego („+”), tworząc odgałęzienie odchylone od mikrofilamentu macierzystego pod kątem 7(r. 
Rysunek nie uwzględnia udziału profiliny i białek z rodziny Ena/VASP, które mogą przyspieszać asocjację monomerów 
aktyny do końca kolczastego nowego filamentu. Ponadto, białka takie jak żelzolina (która zasłania koniec kolczasty 
mikrofilamentu) oraz kofilina (katalizuje jego depolimeryzację i skracanie od końca ostrego) współdecydują o dynamice 
powstającej sieci aktynowej (Machesky i Insall 1999).

NUKELACJA AKTYNY INDUKOWANA PRZEZ BAKTERIĘ Listeria monocytogenes

Grupa chorobotwórczych bakterii, obejmu­
jąca Gram-dodatnią Listeria oraz Gram-ujemne 
Shigella i Rickettsia, rozwinęła mechanizm roz­
przestrzeniania się w zainfekowanym organi­
zmie, któiy opiera się na gwałtownej nukleacji 
i polimeryzacji aktyny gospodarza. Ryc. 5 
przedstawia schematycznie etapy infekcji ko­
mórki przez L. monocytogenes. Bakterie te po­
bierane są do komórek na drodze fagocytozy. 
Następnie, dzięki wydzielanym przez siebie en­
zymom, degradują otaczającą je błonę fagoso- 
mu i uwalniają się do cytozolu. Tu nie tylko 
rozmnażają się, ale też indukują lokalną poli­
meryzację aktyny. Filamenty aktynowe naj­
pierw otaczają całą bakterię, po czym ulegają 
przegrupowaniu, formując „ogon” ciągnący się 
za jednym z biegunów bakterii. Biegun ten jest 
miejscem nukleacji i polimeryzacji aktyny, któ­
ra odpycha bakterię, wprawiając ją w ruch z 
prędkością 6-60 (im na minutę. W momencie 
kontaktu z błoną komórkową ruch bakterii od­
kształca błonę — powstaje długa wypustka z 
bakterią na jej szczycie. Wypustki takie są czę­
sto internalizowane przez sąsiednie komórki, co 
prowadzi do rozprzestrzeniania bakterii w tkan­
kach gospodarza. L. monocytogenes atakuje ko­

mórki wątroby, a Shigella Jlexnerii nabłonek 
jelita, co prowadzi odpowiednio do listeriozy i 
biegunki. Zainteresowanie tymi bakteriami po­
dyktowane jest nie tylko ich patogennością. 
Obserwacje ultrastrukturalne wykazały, że fila­
menty aktynowe tworzące ich „ogony” są krót­
kie (0,2 |im), skierowane końcem kolczastym do 
powierzchni bakterii — tu zatem dochodzi do 
ich nukleacji i wydłużania. Następnie mikrofila- 
menty te wiązane są ze sobą wzajemnie, dzięki 
takim białkom jak a-aktynina i fimbiyna, i 
formują stacjonarny „ogon”, względem którego 
przemieszcza się bakteria. Wraz z odsuwaniem 
się bakterii, mikrofilamenty ulegają stopniowej 
depolimeiyzacji. Morfologia i dynamika tych 
struktur przypomina więc organizację aktyny 
pod błoną komórki, np. w czole migrującej ko­
mórki, sprawiając, że stały się one wygodnym 
modelem badawczym dla tych zjawisk.

Jedynym białkiem L. monocytogenes nie­
zbędnym do jej ruchu jest ActA. Jest to białko 
powierzchniowe, zakotwiczone w błonie bakterii 
końcem C, a jego część środkową zajmują se­
kwencje bogate w prolinę (Ryc. 6). ActA wystę­
puje głównie na jednym biegunie L. monocyto­
genes — i to przy tym biegunie polimeryzowana

chanizmów kontrolujących podbłonową poli­
meryzację aktyny. Polimeryzacja taka stanowi 
mechanizm napędowy szeregu procesów ko­

mórkowych, między innymi przesuwania się 
czoła migrującej komórki.
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Ryc. 5. Etapy infekcji komórek przez Listeria mono­
cytogenes.

Bakteria (1) zostaje pobrana przez komórkę na drodze 
fagocytozy (2), zamknięta w fagosomie (3), z którego się 
uwalnia (4), po czym indukuje polimeryzację aktyny wokół 
swej powierzchni (5). Następnie, filamenty aktynowe poli­
meryzowane są już tylko na jednym biegunie bakterii two­
rząc „ogon” (6). Bakteria porusza się w cytoplazmie, 
napotyka na błonę komórkową i wywołuje formowanie wy­
pustki (7), która jest internalizowana przez sąsiednią ko­
mórkę. Tu bakteria ponownie uwalnia się do cytoplazmy (8, 
9), rozpoczynając nowy cykl rozwoju.

jest aktyna. Kluczowym dla wyjaśnienia mecha­
nizmu tego zjawiska stało się odkrycie Welcha i 
współautorów, że to kompleks białek Arp2/3 
inicjuje zależną od ActA polimeryzację aktyny 
wokół bakterii (Ryc. 6A). In vitro wyizolowany 
kompleks białek Arp2/3 i białko ActA (lub jego 
N-końcowy fragment) dodane łącznie do mono­
merów aktyny eliminują efekt opóźnienia pier­
wszego etapu polimeryzacji aktyny, 50-krotnie 
zwiększając jej szybkość. A zatem, ActA potęgu­
je zdolność kompleksu Arp2/3 do nukleacji 
aktyny; białka te funkcjonują więc razem jako 
wyjątkowo efektywny katalizator polimeryzacji 
aktyny. Obserwacje te sugerowały, że w komór­

ce gospodarza białko ActA, poprzez swój koniec 
N, rekrutuje i wiąże endogenny kompleks 
Arp2/3. W ten sposób stymulowana jest nukle- 
acja i polimeryzacja aktyny, która staje się mo­
torem ruchu bakterii w cytozolu komórki 
(Welch i współaut. 1997, 1998).

Autorzy omówionej hipotezy zakładali, że 
istnieją dodatkowe czynniki, które stymulują 
ruch bakterii w komórce. Mikrofilamenty poli­
meryzowane w obecności kompleksu białkowe­
go Arp2/3 wokół L. monocytogenes rzadko bo­
wiem formowały spolaryzowane „ogony” i nie 
wystarczały do przemieszczania się bakterii. Tę 
istotną dla ruchu L. monocytogenes rolę odgry­
wać mogą białka z kolejnej rodziny — 
Ena/VASp (L au ren t i współaut. 1999). Białka 
Ena/VASp są odległymi krewnymi omówionych 
wcześniej białek z rodziny WASp/Scar. Dzielą z 
nimi wspólną, N-końcową domenę WH1 (nazy­
waną też EVH1). Badania z użyciem syntetycz­
nych peptydów wykazały, że domena ta (oprócz 
PIP2) wiąże z dużym powinowactwem sekwencję 
aminokwasową obejmującą 4 proliny i fenylo- 
alaninę (P r e h o d a i  współaut. 1999). Sekwencja 
taka występuje w białku ActA L. monocytogenes 
i odpowiada za jego interakcję z VASp (ang. 
vasodilator-stimulated protein) (Ryc. 6B). Ko­
niec C białka VASp oddziałuje z filamentami 
aktynowymi, a motyw poliprolinowy wiąże pro- 
filinę. Taka wielofunkcyjność umożliwia aktyw­
ny udział Ena/VASp w formowaniu mikrofila- 
mentów. Sądzi się, że funkcjonalne znaczenie 
ma interakcja Ena/VASp z profiliną, która z 
kolei wiąże monomery aktyny. Dzięki takim 
interakcjom białka Ena/VASp przyciągają mo­
nomery aktyny w okolice końca kolczastego 
mikrofilamentu i, łącznie z profiliną, mogą sty­
mulować polimeryzację filamentów przy powie­
rzchni L. monocytogenes (Ryc. 6B). Z drugiej 
strony, istotne jest też, że asocjacja białek 
Ena/VASp z powierzchnią L. monocytogenes 
warunkowana jest ich interakcją z ActA. Z uwa­
gi na fakt, że występowanie ActA ograniczone 
jest do jednego bieguna bakterii, białka 
Ena/VASp współdecydują o biegunowej poli­
meryzacji aktyny. Tak zorientowana polimery­
zacja aktyny może powodować ruch bakterii. W 
ślad za poruszającą się bakterią formuje się 
stacjonarny „ogon” aktynowy. Białka 
Ena/VASp łączą powstające filamenty aktyno­
we z bakterią, podczas gdy kompleks Arp2/3, 
silnie związany z końcem ostrym mikrofilamen- 
tów, pozostaje za nią w tyle (Ryc. 6B). Obserwa­
cje mikroskopowe potwierdzają, że białka 
Ena/VASp skupiają się w strefie łączącej „ogon” 
aktynowy z powierzchnią L. monocy togenes, na­
tomiast kompleks Arp2/3 rozmieszczony jest 
wzdłuż całej tej struktury (W e lc h  i współaut.
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1997, Laurent i współaut. 1999). L. monocyto­
genes wykorzystuje więc współdziałanie białek 
Ena/VASp i kompleksu Arp2/3 w celu stymu­
lacji polimeryzacji aktyny. Mechanizm taki wy­
daje się też funkcjonować w warunkach fizjo­

Ryc. 6. Modelowe mecha­
nizmy polimeryzacja akty­
ny przy powierzchni 
Listeria monocytogenes.

(A) Kompleks białek Arp2/3 
wiąże się do końca N białka 
ActA, zlokalizowanego biegu­
nowo na powierzchni L. mono­
cytogenes, i stumuluje 
nukleację aktyny. (B) Białka z 
rodziny Ena/VASp przyspie­
szają wydłużanie mikrofila- 
mentów. Białka te wiążę z 
poliprolinową sekwencją ActA 
poprzez domenę EVH1 („X”). 
łch własna sekwencja bogata 
w prolinę („Z”) może oddziały­
wać z profiling i ułatwiać do­
dawanie monomerów aktyny 
do kolczastego końca mikro- 
filamentu. Filament pozostaje 
związany z domeną EVH2 („Y”) 
omawianych białek. Bardziej 
szczegółowy opis mechanizmu 
współdziałania tych Ena/ 
VASp i komplesku Arp2/3 za­
mieszczono w tekście.

logicznych w komórce, wzbogacając repertuar 
sposobów, w jaki kontrolowana jest przebudo­
wa cytoszkieletu aktynowego (M achesky i In­
s a l l  1999).

PARTICIPATION OF Arp2/3 COMPLEX IN ACTIN NUCLEATION 
THE MECHANISM OF MOTILITY OF LISTERIA MONOCYTOGENES

Summary

Nucleation of actin is the first and the slowest step in 
polymerization of microfilaments. A critical role in acceler­
ation of actin nucleation is played by Arp2/ 3 complex which 
creates microfilaments growing from their barbed ends. 
This activity of Arp2/3 complex is upregulated by WASp/ 
Scar family proteins. These proteins, in turn, interact with 
a variety of cell signalling molecules including PIP2 and 
Rho-family GTPases. Therefore, the WASp/Scar protein can

provide a link between cell surface receptors and actin 
polymerization. On the other hand, a pathogenic bacterium 
Listeria monocytogenes also activates the host Arp2/3 com­
plex. This leads to directional polymerization of actin fila­
ments at the bacterium surface which propels L. mono­
cytogenes within the cytoplasm of the infected cell and 
allows its cell-to-cell spreading.
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