PROBLEMY NAUK BIOLOGICZNYCH

Katarzyna Kwiatkowska

Zaktad Biologii Komorki

Tom 50, 2001
Numer 3 (252)
Strony 213-221

Polskie Towarzystwo Przyrodnikéw im. Kopernika

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN

Pasteura 3, 02-093 Warszawa
e-mail: kkwiat@nencki.gov.pl

UDZIAL KOMPLEKSU BIALEK Arp2/3

W NUKLEACJI AKTYNY W KOMORCE.

MECHANIZM RUCHU BAKTERII LISTERIA MONOCYTOGENES

Filamenty aktynowe komoérek niemiesnio-
wych tworzg dynamiczng strukture nazywang
cytoszkieletem aktynowym. Przebudowa cyto-
szkieletu aktynowego lezy u podstaw takich
proceséw, jak polaryzacja i lokomocja komorki,
cytokineza, fago- i egzocytoza. Kluczowe zna-
czenie dla tych zjawisk ma precyzyjnie kontro-
lowana, czasowo i przestrzennie, polimeryzacja
i depolimeryzacja frlamentéw aktynowych, kto6-
ra zachodzi przy btonie komoérki w odpowiedzi
na pobudzenie okreslonych receptoréw btono-
wych. Wyrdznia sie trzy zasadnicze mechani-
zmy zapoczatkowywania polimeryzacji aktyny
w komorce, z ktérych kazdy regulujg okreslone
biatka wigzace aktyne (Yin i Stossel 1999).
Pierwszy z nich polega na fragmentacji istniejg-
cych filamentow aktynowych i zwielokrotnieniu
w ten sposob liczby szybko rosngcych koncow
mikrofilamentow (tzw. koniec kolczasty, ang.
barbed end). Drugi sposdb zapoczatkowania
polimeryzacji aktyny polega na odstonieciu
koncéw kolczastych mikrofilamentéw bez ich

UDZIAL KOMPLEKSU BIALEK

Nukleacja polega na tworzeniu zarodzi mi-
krofilamentéw, ztozonych z trzech monomeréw
aktynowych. Ze wzgledu na niestabilnos¢ dime-
row i trimerow tego biatka, spontaniczna nukle-
acja aktyny in vitro jest procesem powolnym.
Niskie stezenie tworzacych sie de novo zarodzi
polimeryzacji aktyny ogranicza mozliwosci aso-
cjacji jej kolejnych monomerow i spowalnia w
ten sposdb tempo przyrostu mikrofilamentéw.
Powolna nukleacja aktyny odpowiada za
wyrazne opéznienie tempa polimeryzacji aktyny
obserwowane w poczgtkowym etapie tego pro-
cesu. W komorce samorzutng nukleacje aktyny
hamujg dodatkowo biatka, ktére wigza mono-

fragmentacji. Zelzolina i biatka jej pokrewne,
takiejak CapG, sa gtéwnymi biatkami fragmen-
tujacymi mikrofilamenty i/lub kontrolujgcymi
dostepnosc ich koncéw kolczastych. Aktywnosé
tych biatek regulujg poziomy Ca2+i PIP2 (bisfo-
sforanu fosfatydyloinozytolu) w komorce
(Kwiatkowska | Sobota 1997). Nukleacja de
novo jest najwolniejszym etapem formowania
mikrofilamentu, choé¢, paradoksalnie, to wtas-
nie ta trzecia droga moze by¢ gtéwnym mecha-
nizmem kontroli polimeryzacji aktyny w komér-
ce. Gwattowna nukleacja aktyny, indukowana
przez niektére bakterie chorobotwdrcze jest tez
motorem ruchu tych bakterii w zainfekowanej
komoérce. Badania nad mechanizmem nukleacji
aktyny, w tym nukleacji wywolanej przez bakte-
rie Listeriai Shigella, doprowadzity do wniosku,
ze kluczowa role w przyspieszaniu tego procesu
odgrywa kompleks biatek Arp2/3. Regulacja
nukleacji aktyny w komérce stanowi temat ni-
niejszej pracy.

Arp2/3 W NUKLEACJI AKTYNY

mery aktyny. Biatka takie, np. tymozyna, utrzy-
mujg monomery aktyny w stezeniu, ktére 1000-
krotnie przewyzsza stezenie wymagane do poli-
meryzacji aktyny. Profilina, jedno z biatek wig-
zacych monomery aktynowe, moze jednak fun-
kcjonowac réwniez jako swoista ,pompa”, uta-
twiajgca asocjacje monomerow aktyny z szybko
rosngcym konncem mikrofilamentu. Zarodzie fr-
lamentéw, ktére przyrastajg od konca kolcza-
stego, powstajg przy udziale kompleksu biatek
Arp2/3.

Biatka Arp (ang. actin-related proteins) wy-
stepuja powszechnie w komoérkach eukarioty-
cznych, a ich wspdélng wiasciwoscig jest zblizo-
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ny sklad aminokwasowy, w 30-60% identyczny
ze skladem aminokwasowym konwencjonal-
nych izoform aktyny. Wyro6znia sie trzy rodziny
biatek Arp (ke11ener i wspotaut. 1995). Biatka
z rodziny Arp 1, najbardziej podobne pod wzgle-
dem budowy do aktyny, wspétuczestniczg z
dyneing w wewnagtrzkomérkowym ruchu pe-
cherzykow i znajdujg sie poza obszarem zainte-
resowan tej pracy. Biatka z rodziny Arp2 i Arp3,
0 kluczowym znaczeniu dla nukleacji aktyny,
zidentyfikowano jako podjednostki kompleksu
ztozonego z siedmiu biatek. Geny kodujgce Arp2
1Arp3 odkryto po raz pierwszy na poczatku lat
90. w drozdzach Saccharomyces cerevisiae i
Schizosaccharomyces pombe. Siedmioskiad-
nikowy kompleks biatek Arp2/3, przedstawio-
ny schematycznie na Rye. 1, wyizolowano dotad

wigzanie
profiliny

wigzanie
ostrego konca
mikrofilamentu

wigzanie
WASp/Scar

wigzanie
boczne
mikrofilamentu

Rye. 1 Schemat budowy kompleksu biatek Arp2/3.

Wielkos$¢ kot oznaczajacych siedem podjednostek komple-
ksujest proporcjonalna do ich mas czgsteczkowych. Liczby
odpowiadajg masom czasteczkowym podjednostek w kDa.
(WQ HIGGSA i POLLARDA  1999).

z tak réznorodnych komérek eukariotycznych
jak Acanthamoeba castellanii, S. cerevisiae i
ludzkie ptytki krwi (Machesky iwspotaut. 1994,
Wetch | wspOtaut. 1997, winter i wspoOtaut.
1997). Poza biatkami Arp2 i Arp3, piec¢ podjed-
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nostek kompleksu tworzg nie znane wczesniej
biatka. Ustalono, ze Arp2 odpowiada za inter-
akcje kompleksu z profiling, a podjednostka
p21 wigze biatka Scarl i WASp (Rye. 1).

In vitro kompleks biatek Arp2/3 wigze sie z
duzym powinowactwem z wolno rosngcym kon-
cem mikrofilamentu (koniec ostry, ang. pointed
end) i ulatwia nukleacje aktyny, jednakze z
niskg efektywnoscig. Przypuszczalnie kom-
pleks ten wigze sie z formujgcymi sie samorzut-
nie dimerami aktyny i umozliwia wzrost fila-
mentu od strony konca kolczastego. Taki me-
chanizm funkcjonowania wyjasnia, dlaczego
wyizolowany kompleks biatek Arp2/3 nie powo-
duje zmniejszania opéznienia obserwowanego
na pierwszym etapie polimeryzacji aktyny.
Kompleks biatek Arp2/3 wigze sie tez z boku
mikrofilamentu i, dzieki wymienionym wczes-
niej wkasciwosciom, moze indukowac tworzenie
jego rozgalezien (Kertener i wspétaut. 1995,
Muttins | Wspétaut. 1998).

Najwyzsze stezenia kompleksu biatek
Arp2/3 w komdérce wystepuje w miejscach
wzbogaconych w aktyne. Obecnos¢ kompleksu
stwierdzono w czole migrujgcych komorek, w
obrebie otoczki aktynowej bakterii Listeria
monocytogenes oraz w aktynowych strukturach
komoérek drozdzy. Mutacje genéw biatek Arp2 i
Arp3 w S. cerevisiae i S. pombe silnie uposle-
dzajg funkcje zyciowe lub prowadza do Smierci
tych komoérek (ketiener i wspoOlaut. 1995,
Wetch | wspolaut. 1997, winter i wspotaut.
1997). Stezenie kompleksu biatek Arp2/3 w A.
castellanii wynosi okoto 2 M ijest 100-krotnie
nizsze od stezenia aktyny, co potwierdza, wyni-
kajaca z badan in vitro, sugestie o regulujacej,
a nie strukturalnej, roli kompleksu biatek
Arp2/3 (Ketiener i wspoOtaut. 1995).

Wyniki badan kilku niezaleznych grup
opublikowane w ciggu dwéch ostatnich lat
wskazuja, ze zdolno$¢ kompleksu biatek
Arp2/3 do nukleacji aktyny w komoérce stymu-
lowana jest dzieki jego interakcji z biatkami
WASp/Scar.

BIALKA WASp/Scar REGULUJA FUNKCJONOWANIE KOMPLEKSU BIALEK Arp2/3

Rodzina biatek WASp/Scar ssakéw obejmu-
je szesc¢ biatek: WASp, N-WASp i cztery izoformy
Scar, z ktérych Scarl okresla sie tez nazwag
WAVE Mmiki i wspotaut. 1998a). Ekspresja
WASpjest ograniczona do komérek hemopoety-
cznych, a mutacja tego biatka prowadzi do za-
burzenn w funkcjonowaniu ptytek krwi i limfocy-
téw nazywanych zespotem Wiskott-Aldricha
(ang. Wiskott-Aldrich Syndrome, WAS). N-
WASpP jest wystepujacym powszechniej w ko-

moérkach kregowcéw homologiem WASp. Najbo-
gatszym zrodtem N-WASp jest tkanka nerwowa.
Biatko Scar odkryto u Sluzowca Dictyostelium
discoideum, aw drozdzach zidentyfikowano ho-
molog biatek WASp/Scar nazwany Beelp (Li
1997, Bear iwspOtaut. 1998). Dane te wskazujg
na powszechnos¢ wystepowania biatek oma-
wianej rodziny w komérkach eukariotycznych,
analogiczng do obserwowanej w przypadku
kompleksu Arp2/3.



Udziat biatek Arp2/3 w nukleacji aktyny w komérce

Biatka z rodziny WASp/Scar wiaza sie bez-
posrednio z kompleksem Arp2/3 i kontrolujg
jego funkcjonowanie w komdrce. Zwiekszajg
one zdolnos¢ kompleksu biatek Arp2/3 do nu-
kleacji aktyny, jak ustalono w badaniach nad
N-WASp (Rohatgi i wspétaut. 1999), WASp (Ya-
RAR i wspétaut. 1999), Scarl (Matchesky i
wspotaut. 1999) orazBeelp (winter i wspotaut.
1999). Region odpowiedzialny za te wtasciwosci
obejmuje 65-120 aminokwaséw konca C biatek
WASp/Scar (Ryc. 2). Z kompleksem biatek
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puszczac, ze biatka z rodziny WASp/Scar regu-
lujg organizacje cytoszkieletu aktynowego dzia-
tajac poprzez kompleks Arp2/3.

Budowa N-terminalnej czesci biatek WASp i
N-WASp szczego6lnie predystynuje je do petnie-
nia wspomnianej funkcji regulatora dynamiki
aktyny w komoérce (Ryc. 2). Uwage zwraca tu
obecnos¢ motywu GBD (ang. GTPase-binding
domain), z ktorym wigzg sie biatka Rac i Cdc42,
monomeryczne GTPazy z rodziny Rho. Kolejna
domena - WH1 - swojg organizacja przestrzen-

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

Domene WH1okresla sie tezjako ,,domene EVH1” lub ,,domene homologiczng do plekstiyny”, a domene WH2jako ,,domene
homologiczng do werproliny”. Sekwencja aminokwasowa oddzielajaca motywy ,A” i WH2 wykazuje pewne podobienstwo
do kofiliny, biatka wigzacego monomery aktynowe, ale jej funkcja w biatkach rodziny WASp/Scar nie jest jasna. WH1 i
WH2, domeny homologiczne WASp; GBD, domena wigzaca GTPazy; poliprolina, fragment zawierajacy powtarzajace sie
sekwencje 5 lub wiecej reszt prolinowych; A, sekwencja bogata w aminokwasy kwasne; 1Q, domena wigzaca kalmoduling.

Numery odpowiadaja numeracji aminokwaséw.

Arp2/3 oddziatuje koncowy odcinek biatek (A
na Ryc. 2), sktadajacy sie z kilkunastu amino-
kwasow kwasnych. Dalej wyréznia siejedna lub
dwie domeny WH2 (ang. WASp homology 2
domain), ktére wigzg monomery aktynowe.
Fragment biatek WASp/Scar obejmujacy moty-
wyWH?2 i A, dodany do mieszaniny monomerow
aktyny i kompleksu Arp2/3, znacznie przyspie-
szajg nukleacje aktyny. Zmniejszaw ten sposéb
opoOznienie wlasciwe dla pierwszego etapu po-
wstawania mikrofrlamentéw i zwieksza ich ilosé
(Machesky i Insall 1998, Machesky i wspétaut.
1999, Rohatgi i wspotaut. 1999). Nadekspresja
C-koncowego fragmentu biatek Scarl i WASp w
fibroblastach i makrofagach hamuje formowa-
nie lamellipodiéw, bogatych w aktyne wypustek
btony komorkowej, oraz zaburza kortykalne
rozmieszczenie kompleksu biatek Arp2/3 (Ma-
chesky i Insall 1998). Dane te pozwalajg przy-

nag przypomina domene plekstrynowa, wigzaca
PIP2. Poza PIP2, domena WH1 moze tez oddzia-
tywaé¢ z sekwencjami poliprolinowymi niezi-
dentyfikowanych dotgd biatek (Prehoda i
wspétaut. 1999). GTPazy Rho oraz PIP2 sg istot-
nymi elementami kontroli organizacji cytosz-
kieletu aktynowego. In vitro, Cdc42 i PIP2 w
istotny sposob zwiekszajg zdolnos¢ N-WASp do
interakcji z kompleksem Arp2/3, a co za tym
idzie, stymulujgjego zdolnos¢ nukleacji aktyny
(Rohatgi i wspotaut. 1999).

Lista ligandoéw oddziatujgcych z biatkami
WASpP i N-WASp jest diuga. Poza GTPazami i
PIP2, obejmuje ona, miedzy innymi, kinazy ty-
rozynowe Src, biatka adapterowe Grb2 i Nck
oraz profrline (Higgs i Pollard 1999). Biatka te
wigza sie z bogatymi w proline sekwencjami
WASp i N-WASp (domena poliprolinowa na
Ryc. 2). Odmienna budowa konca N bialek
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Scar, a zwlaszcza brak domen GBD i WH1
(Ryc. 2), sugeruje istnienie ligandéw specyficz-
nych dla tych biatek. Posrednio, funkcjonowa-
nie Scarl kontrolowane jest przez GTPaze Rac
(Miki i wspétaut. 1998a), domena poliprolinowa
Scarl wigze profiling.

Rola wiekszo$ci z poznanych oddziatywan
WASp/Scar nie jest sprecyzowana. Otwierajg
on jednak szerokie spektrum potencjalnych
mechanizméw, na drodze ktérych regulowana
by¢ moze zaréwno aktywnos$¢, jak i komdérkowa
lokalizacja biatek WASp/Scar. Na przykiad,
dzieki interakcji z Grb2 i Nck, biatka WASp i
N-WASp wiazag sie z receptorami czynnikéw
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wzrostu. Receptory te inicjujg przebudowe cyto-
szkieletu aktynowego, w ktéra zaangazowane
sg GTPazy z rodziny Rho oraz PIP2. Scar moze
by¢ wiaczony w szlaki sygnatowe generowane
przez inng grupe receptoréw blonowych, tzw.
receptory serpentynowe i wspoétdziatajace z ni-
mi GTPazy trimeryczne (Matchesky i Insall
1999). W swietle zebranych dotad danych, biat-
ka WASp/Scar wraz z kompleksem biatek
Arp2/3 wydaja sie odgrywac kluczowg role w
szlakach sygnatowych prowadzacych do nukle-
acji i stymulacji polimeryzacji aktyny w komoér-
ce.

NUKLEACJA AKTYNY PRZEZ BIALKA WASp/Scar | KOMPLEKS Arp2/3 — PROPONOWANY
MECHANIZM

Na podstawie szczegétowych badan doty-
czacych roli PIP2 oraz Cdc42 w funkcjonowaniu
N-WASp, Rohatgi i wspoétaut. (1999) zapro-
ponowali mechanizm nukleacji aktyny przed-
stawiony na Ryc. 3. Wedtug tej propozycji, N-

polimeryzacji aktyny in vitro w obecnosci kom-
pleksu Arp2/3jest o 2-3 rzedy wielkosci mniej-
sza niz aktywnos¢ fragmentu N-WASp obejmu-
jacego sekwencje WH2 i A. Nie wyklucza sie tez,
ze w komorkach spoczynkowych aktywnos¢ N-

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

Aktywowana GTPaza Cdc42 oraz PIP2 zmieniajg konformacje biatka N-WASp, ktére z kolei przy wspétudziale kompleksu
biatek Arp2/3 stymuluje nukleacje aktyny. Szczegétowy opis mechanizmu dziatania tych biatek zamieszczono w tekscie.
Oznaczenia domen biatka N-WASp sg takie jak na Ryc. 2. Figura ,Arp2/3” przedstawia umownie kompleks zawierajacy

Arp2 i Arp3 oraz pig¢ pozostatych podjednostek.

i ,+” oznaczajg odpowiednio koniec ostry i koniec kolczasty

mikrofilamentu. PI(4,5)P2 jest skrétem od fosfatydyloinozytolo 4,5-bisfosforanu. (Wg Rohatgi i wsp&taut. 1999, zmodyfi-

kowany).

WASp moze przyjmowac¢ dwie konformacje; w
konformacji ,zamknietej” sekwencje WH2 i A
biatka sg zamaskowane i nieaktywne, przypu-
szczalnie na skutek oddziatywan wewnatrz czg-
steczki N-WASp (czgsteczka N-WASp w lewym
rogu Ryc. 3). Zgodnie z tym zatozeniem, zdol-
nos¢ biatka 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 zaby Xenopus laevis (w odréznieniu od
wspomnianych obserwacji prowadzonych na
biatkach wyizolownych), N-WASp jest catkowicie
niezdolny do stymulacji polimeryzacji aktyny.
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W czasie aktywacji okreslonych receptoréw
btonowych komérki uruchamiane zostajg szla-
ki sygnatowe, ktére prowadzg miedzy innymi do
aktywacji Cdc42, tj. wymiany zwigzanego z tg
GTPaza GDP na GTP; lokalnie moze tez by¢
syntetyzowany PIP2. Zwigzanie Cdc42 i PIP2 z
odpowiednimi domenami N-WASp wywotuje
zmiany konformacyjne tego biatka, stabilizujac
jego forme ,otwartg”. W efekcie tych zmian od-
stoniete zostajg sekwencje WH2 i A (Ryc. 3,
czes¢ srodkowa). Nastepnie sekwencja A wigze
kompleks Arp2/3, a domena WH2 monomery
aktyny sprawiajac, ze biatka te znajdujg sie w
swoim bezposrednim sasiedztwie. Wspétdziata-
nie sekwencji WH2 i A utatwia zatem nukleacje
zarodkéw polimeryzacji aktyny. Kompleks
Arp2/3 pozostaje zwigzany z ostrym, wolno
rosnacym koricem mikrofilamentu, umozliwia-
jac tym samym jego wzrost od konca kolczaste-
go (prawa strona Ryc. 3).

Proponowany model integruje szereg ele-
mentéw wiedzy o mechanizmach nukleacji
aktyny w komoérce. Uwzglednia miedzy innymi
ustalong juz role sekwencji WH2 i A w tym
procesie (Machesky i Insall 1998, Rohatgi i
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wspétaut. 1999). Podkresla role PIP2 oraz
Cdc42 w nukleacji aktyny poprzez N-WASp i
kompleks biatek Arp2/3, stwierdzong na pod-
stawie badan prowadzonych nawyizolowanych
biatkach oraz z zastosowaniem cytoplazmatycz-
nych ekstraktéw jaj X. laevis (Ma i wspétaut.
1998a, b; Rohatgi i wspoétaut. 1999). Nade-
kspresja N-WASp w fibroblastopodobnych ko-
mérkach COS-7 stymuluje polimeryzacje akty-
ny i formowanie filopodiéw indukowane przez
Cdc42 (Miki i wspotaut. 1998b). Z drugiej stro-
ny, omawiany model jest uproszczony i nie
uwzglednia roli innych czynnikdéw, na przykiad
profiliny, w regulowaniu aktywnosci N-WASp
(Suetsugu i wspotaut. 1998). Odpowiedzi wy-
maga tez pytanie, czy mechanizmy regulacji
aktywnosci biatek Scar, a zwtaszcza WASp, biat-
ka bardzo zblizonego w budowie do N-WASp,
moga by¢ podobne. Wiadomo dotad, ze ekspre-
sja WASp w komorkach nabtonkowych wywo-
tuje wokoét jadra zalezng od Cdc42 polimeryza-
cje aktyny, ajednak WASp, w odréznieniu od
N-WASp, nie uczestniczy w indukowanym przez
Cdc42 tworzeniu filopodiow (Symons i wspot-
aut. 1996, Miki i wspdtaut. 1998b).

L,DENDRYTYCZNY” MODEL NUKLEACJI AKTYNY

Omoéwiony przyktad aktywacji N-WASp
przez Cdc42 i PIP2 jest jednym z mozliwych
sposobdéw kontrolowania nukleacji aktyny w
komoérce. W oparciu o badania interakcji Scarl
i kompleksu Arp2/3 zaproponowano tez inny
mechanizm formowania zarodzi polimeryzacji
aktyny, nazwany modelem ,dendrytycznym”
(Multins i wspélaut. 1998, Machesky i wspot-
aut. 1999). U jego podstaw znalazty sie obser-
wacje, ze stymulujgcy wptyw Scarl na zalezng
od kompleksu Arp2/3 nukleacje aktyny, moze
by¢ dodatkowo wzmocniony. Efekt taki osigga
sie po wstepnej inkubacji Scarl i kompleksu
biatek Arp2/3 ze spolimeryzowanymi wczesniej
mikrofilamentami. W takich warunkach catko-
wicie eliminowane jest op6znienie, typowe dla
pierwszego etapu polimeryzacji aktyny, gwat-
townie powstajg nowe filamenty. Sugeruje sie
wiec, ze Scarl i kompleks biatek Arp2/3 sprzy-
jaja nukleacji aktyny, ale po wczesSniejszym
zwigzaniu z istniejacymi juz mikrofilamentami
(Ryc. 4). Zwigzane z mikrofilamentem Scarl i
kompleks Arp2/3 zapoczatkowuja formowanie
zarodzi polimeryzacji aktyny u jego boku
(Ryc. 4.) Biatka te pozostajg zwigzane z ostrym
koncem nowego filamentu, tym samym umozli-
wiajg jego polimeryzacje z konca kolczastego.
Nowe, ,odpaczkowujace” w ten sposéb mikro-

filamenty tworzg kolejne odgatezienia filamen-
téw macierzystych, prowadzac do powstania
sieci aktynowej (Ryc. 4). Zaleta dendrytycznego
modelu nukleacji aktyny jest fakt, ze uwzgled-
nia on wszystkie witasciwosci kompleksu
Arp2/3 — jego zdolnos$¢ do nukleacji aktyny,
wysokie powinowactwo do korica ostrego i przy-
taczanie do boku mikrofilamentu. Ponadto, ob-
serwacje mikroskopowe potwierdzity, ze w obe-
cnosci kompleksu biatek Arp2/3 filamenty
aktynowe tworzg Y- lub T-kszattne rozgatezie-
nia zachowujace staty, 70° kat odchylenia od
filamentu macierzystego (Ryc 4). Kompleks
Arp2/3 zlokalizowany byt w weztach takich roz-
gatezien (Mullins i wspotaut. 1998). Podobng
organizacje filamentéw aktynowych i lokaliza-
cje kompleksu Arp2/3 wykryto pod btong ko-
moérkowg w czole migrujacych fibroblastéw i
keratynocytOw (Svitkina i Borisy 1999).

Model dendrytyczny nie wyklucza omowio-
nego wczesniej mechanizmu nukleacji aktyny
kontrolowanego przez PIP2 i Cdc42. Te ligandy,
i szereg innych biatek oddziatujagcych z
WASp/Scar, zwigzanych jest z btong komorko-
wa badz oddziatuje z receptorami btonowymi.
Odkrycie zatem rodziny biatek WASp/Scar i
ustalenie ich roli w nukleacji aktyny wydaje sie
mie¢ kluczowe znaczenie dla zrozumienia me-
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Ryc. 4. Dendiytyczny model nukleacji aktyny.

Scar i kompleks biatek Arp2/3 wigza sie z boku juz istniejacego filamentu aktynowego, umozliwiajagc nukleacje nowego
mikrofilamentu. Kompleks Arp2/3 i Scar pozostajg zwigzane z koncem ostrym powstajacego filamentu; filament ulega
polimeryzacji z korica kolczastego (,+"), tworzac odgatezienie odchylone od mikrofilamentu macierzystego pod katem 7(r.
Rysunek nie uwzglednia udziatu profiliny i biatek z rodziny Ena/VASP, ktére moga przyspieszaé¢ asocjacje monomeréw
aktyny do konca kolczastego nowego filamentu. Ponadto, biatka takie jak zelzolina (ktéra zastania koniec kolczasty
mikrofilamentu) oraz kofilina (katalizuje jego depolimeryzacje i skracanie od korica ostrego) wspoétdecyduja o dynamice

powstajacej sieci aktynowej (Machesky i Insat1 1999).

chanizméw kontrolujacych podbtonowa poli-
meryzacje aktyny. Polimeryzacja taka stanowi
mechanizm napedowy szeregu proceséw ko-

moérkowych, miedzy innymi przesuwania sie
czota migrujacej komorki.

NUKELACJA AKTYNY INDUKOWANA PRZEZ BAKTERIE Listeria monocytogenes

Grupa chorobotwérczych bakterii, obejmu-
jaca Gram-dodatnig Listeria oraz Gram-ujemne
Shigella i Rickettsia, rozwineta mechanizm roz-
przestrzeniania sie w zainfekowanym organi-
zmie, ktoiy opiera sie na gwattownej nukleacji
i polimeryzacji aktyny gospodarza. Ryc. 5
przedstawia schematycznie etapy infekcji ko-
morki przez L. monocytogenes. Bakterie te po-
bierane sg do komorek na drodze fagocytozy.
Nastepnie, dzieki wydzielanym przez siebie en-
zymom, degradujg otaczajaca je btone fagoso-
mu i uwalniaja sie do cytozolu. Tu nie tylko
rozmnazaja sie, ale tez indukuja lokalng poli-
meryzacje aktyny. Filamenty aktynowe naj-
pierw otaczaja catg bakterie, po czym ulegajag
przegrupowaniu, formujgc ,,ogon” ciggnacy sie
zajednym z biegundéw bakterii. Biegun ten jest
miejscem nukleacji i polimeryzacji aktyny, kto-
ra odpycha bakterie, wprawiajac ja w ruch z
predkoscig 6-60 (im na minute. W momencie
kontaktu z btong komorkowa ruch bakterii od-
ksztatlca blone — powstaje diuga wypustka z
bakterig najej szczycie. Wypustki takie sg cze-
sto internalizowane przez sasiednie komorki, co
prowadzi do rozprzestrzeniania bakterii w tkan-
kach gospodarza. L. monocytogenes atakuje ko-

morki watroby, a Shigella Jlexnerii nabtonek
jelita, co prowadzi odpowiednio do listeriozy i
biegunki. Zainteresowanie tymi bakteriami po-
dyktowane jest nie tylko ich patogennoscia.
Obserwacje ultrastrukturalne wykazaty, ze fila-
menty aktynowe tworzace ich ,ogony” sg krot-
kie (0,2 ]im), skierowane koricem kolczastym do
powierzchni bakterii — tu zatem dochodzi do
ich nukleacji i wydtuzania. Nastepnie mikrofila-
menty te wigzane sg ze sobg wzajemnie, dzieki
takim biatkom jak a-aktynina i fimbiyna, i
formuja stacjonarny ,ogon”, wzgledem ktérego
przemieszcza sie bakteria. Wraz z odsuwaniem
sie bakterii, mikrofilamenty ulegaja stopniowej
depolimeiyzacji. Morfologia i dynamika tych
struktur przypomina wiec organizacje aktyny
pod btong komorki, np. w czole migrujacej ko-
morki, sprawiajac, ze staly sie one wygodnym
modelem badawczym dla tych zjawisk.
Jedynym biatkiem L. monocytogenes nie-
zbednym do jej ruchu jest ActA. Jest to biatko
powierzchniowe, zakotwiczone w btonie bakterii
koncem C, ajego czes¢ srodkowg zajmujag se-
kwencje bogate w proline (Ryc. 6). ActA wyste-
puje gtéwnie na jednym biegunie L. monocyto-
genes — i to przy tym biegunie polimeryzowana
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Ryc. 5. Etapy infekcji komoérek przez Listeria mono-
cytogenes.

Bakteria (1) zostaje pobrana przez komoérke na drodze
fagocytozy (2), zamknieta w fagosomie (3), z ktdrego sie
uwalnia (4), po czym indukuje polimeryzacje aktyny wokot
swej powierzchni (5). Nastepnie, filamenty aktynowe poli-
meryzowane sgjuz tylko najednym biegunie bakterii two-
rzac ,ogon” (6). Bakteria porusza sie w cytoplazmie,
napotyka na btone komérkowa i wywotuje formowanie wy-
pustki (7), ktéra jest internalizowana przez sasiednig ko-
morke. Tu bakteria ponownie uwalnia sie do cytoplazmy (8,
9), rozpoczynajac nowy cykl rozwoju.

jest aktyna. Kluczowym dlawyjasnienia mecha-
nizmu tego zjawiska stato sie odkrycie Welcha i
wspotautoréw, ze to kompleks biatek Arp2/3
inicjuje zalezng od ActA polimeryzacje aktyny
wokét bakterii (Ryc. 6A). In vitro wyizolowany
kompleks biatek Arp2/3 i biatko ActA (lub jego
N-koncowy fragment) dodane tgcznie do mono-
merow aktyny eliminuja efekt opdznienia pier-
wszego etapu polimeryzacji aktyny, 50-krotnie
zwiekszajacjej szybkos¢. A zatem, ActA potegu-
je zdolno$¢ kompleksu Arp2/3 do nukleacji
aktyny; biatka te funkcjonuja wiec razem jako
wyjatkowo efektywny katalizator polimeryzacji
aktyny. Obserwacje te sugerowaty, ze w komoér-
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ce gospodarza biatko ActA, poprzez swoj koniec
N, rekrutuje i wigze endogenny kompleks
Arp2/3. W ten sposob stymulowanajest nukle-
acja i polimeryzacja aktyny, ktora staje sie mo-
torem ruchu bakterii w cytozolu komorki
(Welch i wspétaut. 1997, 1998).

Autorzy omoéwionej hipotezy zaktadali, ze
istniejg dodatkowe czynniki, ktére stymuluja
ruch bakterii w komoérce. Mikrofilamenty poli-
meryzowane w obecnosci kompleksu biatkowe-
go Arp2/3 wokot L. monocytogenes rzadko bo-
wiem formowaly spolaryzowane ,ogony” i nie
wystarczaty do przemieszczania sie bakterii. Te
istotng dla ruchu L. monocytogenes role odgry-
wa¢ moga biatka z kolejnej rodziny —
Ena/VASp (Laurent i wspotaut. 1999). Biatka
Ena/VASp sa odleglymi krewnymi omowionych
wczesniej biatek z rodziny WASp/Scar. Dzielg z
nimi wspdlng, N-koncowa domene WH1 (nazy-
wang tez EVH1). Badania z uzyciem syntetycz-
nych peptyddéw wykazaty, ze domena ta (oprocz
PIP2) wigze z duzym powinowactwem sekwencje
aminokwasowg obejmujgca 4 proliny i fenylo-
alanine (Prehodai wspoétaut. 1999). Sekwencja
taka wystepuje w biatku ActA L. monocytogenes
i odpowiada za jego interakcje z VASp (ang.
vasodilator-stimulated protein) (Ryc. 6B). Ko-
niec C biatka VASp oddziatuje z filamentami
aktynowymi, a motyw poliprolinowy wigze pro-
filine. Taka wielofunkcyjnos¢ umozliwia aktyw-
ny udziat Ena/VASp w formowaniu mikrofila-
mentéw. Sadzi sie, ze funkcjonalne znaczenie
ma interakcja Ena/VASp z profiling, ktéra z
kolei wigze monomery aktyny. Dzieki takim
interakcjom biatka Ena/VASp przyciagajg mo-
nomery aktyny w okolice konca kolczastego
mikrofilamentu i, tgcznie z profiling, moga sty-
mulowac polimeryzacje filamentow przy powie-
rzchni L. monocytogenes (Ryc. 6B). Z drugiej
strony, istotne jest tez, ze asocjacja biatek
Ena/VASp z powierzchnig L. monocytogenes
warunkowanajest ich interakcjg z ActA. Z uwa-
gi na fakt, ze wystepowanie ActA ograniczone
jest do jednego bieguna bakterii, biatka
Ena/VASp wspoétdecyduja o biegunowej poli-
meryzacji aktyny. Tak zorientowana polimery-
zacja aktyny moze powodowac ruch bakterii. W
Slad za poruszajacg sie bakterig formuje sie
stacjonarny ,ogon” aktynowy. Biatka
Ena/VASp tgczag powstajgce filamenty aktyno-
we z bakterig, podczas gdy kompleks Arp2/3,
silnie zwigzany z koricem ostrym mikrofilamen-
tow, pozostaje za nigw tyle (Ryc. 6B). Obserwa-
cje mikroskopowe potwierdzajg, ze biatka
Ena/VASp skupiajg sie w strefie aczacej ,,ogon”
aktynowy z powierzchnig L. monocytogenes, na-
tomiast kompleks Arp2/3 rozmieszczony jest
wzdtuz catej tej struktury (welch i wspotaut.
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1997, Laurent i wspotaut. 1999). L. monocyto-
genes wykorzystuje wiec wspoétdziatanie biatek
Ena/VASp i kompleksu Arp2/3 w celu stymu-
lacji polimeryzacji aktyny. Mechanizm taki wy-
daje sie tez funkcjonowa¢ w warunkach fizjo-
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Ryc. 6. Modelowe mecha-
nizmy polimeryzacja akty-
ny przy powierzchni
Listeria monocytogenes.

(A) Kompleks biatek Arp2/3
wigze sie do konca N biatka
ActA, zlokalizowanego biegu-
nowo na powierzchni L. mono-
cytogenes, i stumuluje
nukleacje aktyny. (B) Biatka z
rodziny Ena/VASp przyspie-
szajg wydtuzanie mikrofila-
mentéw. Biatka te wigze z
poliprolinowg sekwencjg ActA
poprzez domene EVH1 (,X").
tch wiasna sekwencja bogata
w proline (,Z") moze oddziaty-
wac z profiling i utatwia¢ do-
dawanie monomeréw aktyny
do kolczastego konca mikro-
filamentu. Filament pozostaje
zwigzany z domeng EVH2 (,Y”)
omawianych biatek. Bardziej
szczeg6towy opis mechanizmu
wspoétdziatania tych Ena/
VASp i komplesku Arp2/3 za-
mieszczono w tekscie.

logicznych w komérce, wzbogacajac repertuar
sposoboéw, w jaki kontrolowana jest przebudo-
wa cytoszkieletu aktynowego (Machesky i In-
sall 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 ofactin nucleation is played by Arp2/ 3 complexwhich
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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