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RODZINA BIAŁEK Rho A CYTOSZKIELET

WSTĘP

Białka Rho, należące do nadrodziny małych 
białek G, regulują wiele procesów kluczowych 
dla życia komórki eukariotycznej. Jedną z naj
ważniejszych funkcji przez nie pełnionych jest 
uruchamianie szlaków przekazywania sygna
łów prowadzących do przebudowy cytoszkieletu 
aktynowego w wyniku aktywacji receptora na 
błonie cytoplazmatycznej. Cytoszkielet aktyno
wy, zbudowany z mikrofilamentów aktynowych 
połączonych z wieloma białkami wiążącymi 
aktynę, często tworzy złożone układy wiązek lub 
sieci filamentów. Aktyna w takiej postaci bierze 
między innymi udział w organizacji struktur 
komórkowych, takich jak pierścień kurczliwy

formowany podczas cytokinezy, kortykalna sieć 
aktynowa, włókna naprężeniowe, znane rów
nież pod nazwą pęczków kurczliwych (ang. 
stress fibers) oraz wypustek powierzchniowych, 
włącznie z lamelipodiami, pofałdowaniami błon 
(ang. membrane ruffles) lub filopodiami 
(Ryc. 1). Cytoszkielet aktynowy stanowi dyna
miczny układ, który w związku z pełnionymi 
funkcjami (migracja, zmiana kształtu i podział 
komórki, egzo- i endocytoza) ulega ciągłym 
przeobrażeniom, a białka Rho pełnią nadrzędną 
rolę w kontroli tych zjawisk komórkowych (ko- 
rohoda 1997, Van Aelst i D’Souza-Schorey 
1997, Schmidt i Hall 1998).

REGULACJA AKTYWNOŚCI MAŁYCH BIAŁEK G

Białka Rho należą do wielkiej nadrodziny 
małych białek G, nazywanych również małymi 
GTP-azami, małymi białkami wiążącymi GTP 
lub białkami Ras. Ich masa cząsteczkowa waha 
się między 20 a 40 kDa. Występują one we 
wszystkich komórkach eukariotycznych, od mi
kroorganizmów (Tanaka i Takai 1998, Chung i 
współaut. 2000, Rędowicz i Korn 2000), po
przez rośliny (Valster i współaut. 2000), aż do 
kręgowców (Matozaki i współaut. 2000, Takai i 
współaut. 2001). Ze względu na homologię se
kwencji aminokwasowych oraz podobieństwo 
pełnionych funkcji, nadrodzina tych białek 
dzieli się na przynajmniej 5 rodzin: białka Ras, 
Rho, Rab, Sar/Arf oraz Ran. Białka należące do 
rodziny Ras, aktywowane w wyniku stymulacji 
receptorów o aktywności kinaz tyrozynowych 
przez kinazy MEK i MAP, mogą regulować pro
cesy transkrypcyjne w jądrze komórkowym. 
Białka z dwóch rodzin, Rab i Sar/Arf, biorą 
udział w kontroli wewnątrzkomórkowego trans
portu pęcherzyków błonowych, związanego z

procesami endo- i egzocytozy. Białka Ran są 
natomiast odpowiedzialne za transport między 
jądrem a cytoplazmą podczas faz Gl, S i G2 
cyklu komórkowego oraz organizację mikrotu- 
bul podczas fazy M. Rodzina białek Rho, w 
których wyróżnia się białka rho, rac i cdc42 (w 
niniejszym artykule przyjęto zasadę podawania 
nazw przedstawicieli rodziny Rho małymi lite
rami, dla odróżnienia od nazwy całej rodziny), 
zaangażowana jest również w regulację proce
sów transkrypcji, ale przede wszystkim kontro
luje przekształcenia cytoszkieletu aktynowego 
komórki związane z procesami ruchu komórki, 
zmiany jej kształtu, cytokinezy oraz egzo- i 
endodocytozy (Takai i współaut. 2001, Tabe
la 1).

Wszystkie białka G, nie wyłączając białek 
należących do rodziny białek Rho, występują w 
formie nieaktywnej, gdy z cząsteczką białka 
połączony jest GDP, a aktywnej po wymianie 
GDP na GTP. Przejście ze stanu nieaktywnego 
w stan aktywny wymaga udziału dodatkowych
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białek aktywujących lub regulujących. Do pier
wszej grupy takich białek należą białka GEF 
(ang. guanine nucleotide exchange factors), 
które umożliwiają wymianę GDP na GTP. Każde 
białko należące do tej stosunkowo dużej grupy 
(ponad 30 przedstawicieli) posiada dwie chara
kterystyczne domeny. Pierwszą z nich stanowi 
domena DH (ang. 1-Dbl homology), która jest 
odpowiedzialna za wymianę nukleotydów, a 
drugą — domena PH (ang. pleckstrin homolo-

czania się białek Rho między błoną cytopla- 
zmatyczną a cytoplazmą. Nieaktywne białka 
Rho występują w cytoplazmie w postaci kom
pleksu z białkami GDI, które hamują wymianę 
GDP na GTP. Po aktywacji następuje dysocjacja 
GDI i białka Rho ulegają przemieszczeniu do 
błony cytoplazmatycznej (Kjgller i Hall 1999). 
W procesie tym biorą udział białka z rodziny 
ERM (ang. ezrin/radixin/moesin), które uła
twiają dysocjację GDI od białka G i umożliwiają

Ryc. 1. Schematyczny ob
raz struktur komórko
wych wchodzących w 
skład cytoszkieletu akty
nowego.

gy), dzięki której białka te mogą wiązać się z 
fosfolipidami, np. błony cytoplazmatycznej lub 
błon wewnątrzkomórkowych. Domeny te są od
powiedzialne za właściwą lokalizację białek w 
komórce (Hart i współaut. 1991, Yaku i współ
aut. 1994, Zheng i współaut. 1996). Drugą 
grupę stanowią białka regulatorowe GDI (ang. 
guanine nucleotide dissociation inhibitors), 
których kluczową rolą jest kontrola przemiesz-

A. Włókna naprężeniowe, pę
czki filamentów aktynowych 
biegnące wzdłuż linii naprę
żeń cytoplazmy. B. Lamelipo- 
dium, szeroka wypustka na 
przedzie poruszającej się ko
mórki, w której filamenty 
aktynowe tworzą sieć krzyżu
jących się struktur, pofałdo
wania błonowe powstałe w 
wyniku uniesienia i zawinię
cia do tyłu lamelipodium, 
oraz filopodia, cienkie palcza- 
ste wypustki, w których fila
menty aktynowe ułożone są 
równolegle do siebie. C. Pier
ścień kurczliwy, obecny pod
czas cytokinezy.

tym samym wymianę GDP na GTP (Takahashi i 
współaut. 1998). Ze względu na niską wewnę
trzną aktywność GTPazową małych białek G, 
ich przejście ze stanu aktywnego w nieaktywny 
wymaga dodatkowego białka regulatorowego, 
GAP (ang. guanine nucleotide activating prote
in), które aktywuje hydrolizę GTP do GDP 
(Kjgller i Hall 1999) (Ryc. 2).

BIAŁKA Rho A CYTOSZKIELET AKTYNOWY

Po raz pierwszy wykazano, że białka Rho 
zaangażowane są w procesy związane z reorga
nizacją cytoszkieletu aktynowego zachodzące w 
komórkach drożdży podczas pączkowania 
(Adams i współaut. 1990). Dopiero jednak ba
dania Ridley i Halla na początku lat 90. pozwo
liły poznać szlaki aktywacji poszczególnych bia
łek — rho, rac oraz cdc42 — w komórkach 
ssaczych i udowodniły, że każda z tych grup ma 
swój indywidualny udział w przebudowie cyto
szkieletu aktynowego (Ridley i Hall 1992, Rid
ley i współaut. 1992). Stwierdzili oni, że mikro-

iniekcja konstytutywnie aktywnej, zmutowanej 
(Glyl4Val) postaci białka rho lub podanie suro
wicy powoduje zmianę morfologii fibroblastów 
hodowanych w środowisku bez surowicy. Zmia
ny te zachodzą w trakcie przebudowy cytoszkie
letu aktynowego, podczas której tworzą się no
we włókna naprężeniowe (Ryc. 3). Jednocześnie 
rozproszona do tej pory w cytoplazmie winkuli- 
na, jedno z białek biorących udział w tworzeniu 
ognisk kontaktowych (ang. focal adhesion), sta
nowiących punkty przyczepu komórek do pod
łoża, a równocześnie punkty zaczepienia włó



Rodzina białek Rho a cytoszkielet 285

kien naprężeniowych w błonie, przemieszcza się 
do błony. Podobny efekt obserwowano po poda
niu do hodowli fibroblastów kwasu lizofosfa- 
tydowego (LPA), występującego w surowicy i 
stymulującego poprzez receptory zlokalizowane 
w błonie komórkowej szlak przekazywania syg
nałów, w którym białko rho pełni kluczową rolę. 
Nie obserwowano tych zmian, a nawet stwier
dzono zanik istniejących już włókien napręże
niowych w komórkach, w których białko rho 
inaktywowano przez ADP-rybozylację pod wpły-

Ryc. 2. Schemat procesu aktywacji białek Rho (do
kładny opis w tekście).

Po sygnale aktywującym (czarny grot strzałki) GEF umożli
wiają wymianę GDP na GTP. Białka GDI tworzą kompleks 
z Rho-GDP i hamują wymianę GDP na GTP. GAP aktywują 
hydrolizę GTP do GDP (wg. Takai i współaut. 2001, zmienio
ny).

wem transferazy C3 z Clostridium botilinum 
(R id le y  i Ha l l  1992). (Transferaza C3 specyfi
cznie ADP-rybozyluje białko rhoA i dlatego jest 
niezwykle użytecznym narzędziem w rozgrani
czaniu funkcji pełnionych przez poszczególne 
białka z rodziny Rho).

Kolejną grupą białek z rodziny Rho są białka 
rac. Występują one w komórkach ssaczych w 
postaci dwóch izomerów, racl i 2, homologicz
nych wobec siebie w 92 %. W podobnym cyklu < 
doświadczeń, jakie przeprowadzono w przypad
ku białek rho, konstytutywnie aktywna postać 
białka racl powodowała reorganizację cytosz
kieletu aktynowego polegającą na polimeryzacji 
aktyny de novo na peryferiach komórki i two
rzeniu nowych lamelipodiów i pofałdowań błon 
(Ryc. 3) oraz aktywacji pinocytozy (R id le y  i 
współaut. 1992). Stymulacja receptorów błono
wych komórki przez hormony PDGF. insulinę 
lub bombezynę wywoływała taki sam efekt, jak 
konstytutywnie aktywna forma białka rac (R id 
le y  i współaut. 1992, N o b e s  i współaut. 1995). 
Zahamowanie reorganizacji cytoszkieletu akty

nowego następowało natomiast po wprowadze
niu do komórki konstytutywnie nieaktywnej 
formy białka rac, w któiym 17 aminokwas, 
serynę, zamieniono na asparaginę (takie białko 
wykazuje 10-krotnie niższe powinowactwo do 
GTP, niż do GDP).

Długotrwała obserwacja komórek po wpro
wadzeniu aktywnego białka rac lub po stymu
lacji hormonalnej wykazała, że oprócz chara
kterystycznych dla aktywnego białka rac prze
obrażeń cytoszkieletu na peryferiach komórki 
pojawiają się włókna naprężeniowe i organizują 
się nowe ogniska kontaktowe, specyficzne dla 
przekształceń cytoszkieletu aktynowego w obe
cności aktywnych białek rho. W komórkach, do 
któiych wprowadzono konstytutywnie aktywną 
formę białka rac równocześnie z transferazą C3 
z Clostridium botilinum, nie obserwowano 
wprawdzie zahamowania tworzenia nowych la
melipodiów i pofałdowań błon, ale nie pojawiały 
się już włókna naprężeniowe i nowe miejsca 
adhezji (R id le y  i współaut. 1992). Te ostatnie

Ryc. 3. Schemat reorganizacji cytoszkieletu aktyno
wego w fibroblastach po aktywacji białek Rho (wg. 
M ato zak i i współaut. 2000, zmieniony).

doświadczenia dowodzą, że białka rho, odpo
wiedzialne za tworzenie włókien naprężenio
wych w komórce, mogą być stymulowane nie 
tylko bezpośrednio przez receptor, ale również 
przez aktywne białka rac.

Aktywacja białka cdc42, kolejnego przed
stawiciela rodziny Rho, wywołuje w drożdżach 
polaryzację komórek i jest również odpowie
dzialna za inicjację procesu pączkowania 
(Ad a m s  i współaut. 1990). W fibroblastach sty



286 H a n n a  F a b c z a k

mulacja białka cdc42 przez bradykininę powo
duje formowanie filopodiów (Ryc. 3), a później 
— lamelipodiów. Tworzenie się nowych filopo
diów hamowało wprowadzenie do komórek do- 
minująco negatywnej postaci białka cdc42, na
tomiast podanie negatywnej formy rac powodo
wało jedynie zablokowanie tworzenia lamelipo
diów i pofałdowań błony (Nobes i Hall 1995, 
Kozma i współaut. 1995). W tym przypadku 
aktywacja białka cdc42 może pociągać za sobą 
stymulację podległego mu białka rac. Wydaje 
się zatem bardzo prawdopodobne, że białko 
cdc42 pełni funkcję nadrzędną w rodzinie bia

łek Rho i może bezpośrednio aktywować białka 
rac, pośrednio zaś, poprzez białko rac, regulo
wać aktywność białek rho. Na rycinie 3 przed
stawiono schematycznie drogi aktywacji białek 
Rho oraz miejsce działania poszczególnych 
przedstawicieli tej rodziny. Przedstawione przy
kłady działania aktywnych form białek Rho 
uzupełnia Tabela I, w której przedstawiono 
szczegółowo izomery wchodzące w skład po
szczególnych grup, lokalizację genu kodującego 
dane białko w chromosomach, miejsce ekspre
sji w organizmie oraz funkcję, jaką pełnią one 
w komórkach.

AKTYWACJA BIAŁEK Rho

Przełom w zrozumieniu funkcjonowania 
szlaków przekazywania sygnałów z udziałem 
białek Rho stanowiło poznanie mechanizmu 
aktywacji tych białek. Białka Rho mogą być 
stymulowane przez wiele czynników, do których 
należą substancje aktywujące receptory o 
aktywności kinaz tyrozynowych (np. czynniki 
wzrostu, insulina), agoniści receptorów o 7 do
menach transbłonowych, związanych z hete- 
rotrimeiycznymi białkami G (np. LPA, bombę- 
zyna, bradykinina, trombina), integiyny oraz 
substancje depolimeryzujące mikrotubule 
(Hall 1998, Schwartz i Shattil 2000). Intere
sujące było rozszyfrowanie sposobu, wjaki bra
dykinina, LPA i bombezyna aktywują białka 
rho. Wymienione czynniki są agonistami recep
torów błonowych, które aktywują inną rodzinę 
GTPaz, tzw. duże, heterotrimeiyczne białka G. 
Od niedawna dopiero wiadomo, że szlaki prze
kazywania sygnałów z udziałem dużych i ma
łych białek G mogą oddziaływać między sobą 
(selbie i hill 1998). W wyniku aktywacji hete
rotrimeiyczne białka G dysocjują na podjedno
stki, Ga, wiążącą GTP i G(3y. Do tej poiy poznano 
4 rodziny białek G: Gi/o, Gs, Gq/n i G12/13. 
Wiele z nich może być aktywowane przez LPA. 
Wstrzykując do fibroblastów różne podjedno
stki a białek G stwierdzono, że dwie z nich, Gai2 
i Ga 13, powodują tworzenie włókien napręże
niowych i ognisk kontaktowych (Buhl i współ
aut. 1995). Późniejsze badania pozwoliły stwier
dzić, że Gai2 jest aktywowana przez trombinę, 
zaś Gai3 przez LPA (Kj0ller i Hall 1998).

Mechanizm aktywacji G13 przez LPA jest lepiej 
poznany i polega na współdziałaniu podjedno
stki Gai3 z czynnikiem GEF białka rho 
(115pRhoGEF), co powoduje jego aktywację i 
włączenie szlaku przekazywania sygnałów pro
wadzącego do przeobrażeń cytoszkieletu z 
udziałem tych białek (Hart i współaut. 1998) 
(Ryc. 4).

Istnieje wiele dowodów na to, że ważnym 
ogniwem w regulacji białek rac jest kinaza 3- 
fosfatydyloinozytolu. Produkt tej kinazy, fosfa- 
tydyloinozytolo-3,4,5-trisfosforan, może bezpo
średnio oddziaływać z domenami PH czynników 
GEF (Tiaml, Sos, Vav), prowadząc do zmiany 
lokalizacji i /lub aktywacji GEF białka rac (Reif 
i współaut. 1996, Bar-Sagi i Hall 2000) 
(Ryc. 4). Podawanie do hodowli fibroblastów 
inhibitora tej kinazy, wortmaniny, powodowało 
zahamowanie tworzenia indukowanych przez 
PDGF, EGF i insulinę pofałdowań błony, ale 
mikroiniekcja aktywnej formy białka rac cofała 
ten efekt (Kotani i współaut. 1994, W ennstrom 
i współaut. 1994, Nobes i współaut. 1995).

Najmniej znany jest mechanizm aktywacji 
cdc42. Czynnik chemotaktyczny fMLP powodu
je w granulocytach obojętnochłonnych wzrost 
aktywności tego białka, a proces ten jest wra
żliwy na działanie toksyny krztuśca. Może to 
wskazywać na udział heterotrimerycznego biał
ka G, z grupy Gi, w aktywacji cdc42. Ponadto 
cytokiny TNF-a i II-1 stymulują cdc42 i regulują 
reorganizację cytoszkieletu aktynowego 
(KJ0LLER i Hall 1999).

KASKADY SYGNALIZACYJNE Z UDZIAŁEM BIAŁEK Rho

BIAŁKA rho

Do niedawna niewiele było wiadomo o mo
lekularnym mechanizmie działania białek Rho.

W ciągu ostatnich kilku lat poznano szereg 
białek, które wiążą się z aktywną formą białek 
rho (rho-GTP) i mogą pełnić funkcję białek efe- 
ktorowych. Szczególnie interesującym białkiem 
jest kinaza ROKa/ROCK, występująca również
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pod nazwą kinazy pl60Rho (Rędowicz1999). 
Aktywność tej seiynowo/treoninowej kinazy 
wzrasta w niewielkim stopniu po związaniu z 
rho-GTP. Leung i współaut. (1996) jako pierwsi 
wykazali, że nadekspresją białka kinazy akty
wowanej rho lub jej N-końcowego odcinka (sta-

Ważną rolą kinazy rho jest regulacja stopnia 
fosforylacji miozyny. Substratem tej kinazy jest 
wiążąca miozynę podjednostką MBS (ang. myo- 
sin-binding subunit) fosfatazy lekkich łańcu
chów miozyny (Kimura i współaut. 1996). Fosfo
rylacja MBS prowadzi do zmniejszenia aktyw-

Tabela I. Rodzina białek G, białka Rho, lokalizacja i działanie na cytoszkielet komórki ssaczej (wg 
A spenstróm 1999)

Małe białka G Lokalizacja w 
chromosomie

Występowanie w organizmie Działanie na 
cytoszkielet

racl 7p21-22 występują powszechnie lamelipodia, 
pofałdowania błon

rac2 22ql2 komórki krwiotwórcze aktywacja oksydazy 
NADPH

rac3 17qter/17q23-q25 serce, nerki, trzustka 9

rhoG 1 lp l5 .4-15.5 występują powszechnie pofałdowania błon
cdc42 lp36.1? występują powszechnie filopodia
TC 10 ? mięśnie szkieletowe, serce, wątroba filopodia
rndl (rho6) 12ql2-ql3 mózg i wątroba, jądra zanik włókien napręże

niowych,
zniesienie adhezji

rnd2 (rho7) 17q21 mózg, wątroba, ?
rhoE (rnd3) ? występują powszechnie zanik włókien 

naprężeniowych, 
wypustki błonowe

rhoA 3p21 występują powszechnie włókna naprężeniowe 
ogniska kontaktowe

rhoB 2pl2-2pter występują powszechnie włókna naprężeniowe
rhoC Ipl3-p21 występują powszechnie włókna naprężeniowe
rhoH (TTF) 4ql3 komórki krwiotwórcze 9

rhoD (HP1) ? występują powszechnie filopodia? zanik włókien 
naprężeniowych

nowiącego domenę katalityczną, ale pozbawio
nego miejsce wiązania białka rho) powoduje 
utworzenie włókien naprężeniowych i ognisk 
kontaktowych w komórce, co później potwier
dzili Amano i współaut. (1997). Okazało się za
tem, że do reorganizacji cytoszkieletu wymaga
na jest aktywność kinazy, nie zaś domena wią
żąca białko rho. Ponadto, ekspresja mutanta z 
nieaktywną katalityczną domeną kinazy lub 
tylko C-końca (domeny wiążącej rho) tego biał
ka powoduje zanik włókien naprężeniowych i 
ognisk kontaktowych. Ishizaki i współaut. 
(1997) zaobserwowali, że dominujący negatyw
ny mutant kinazy zależnej od rho powodował 
również zahamowanie tworzenia włókien na
prężeniowych i ognisk kontaktowych w nowo
tworowych komórkach nabłonkowych, ale rów
nocześnie obserwowano wzrost stopnia polime
ryzacji aktyny. Te ostatnie wyniki sugerują, że 
drogi prowadzące do polimeryzacji aktyny i two
rzenia włókien naprężeniowych oraz ognisk 
kontaktowych mogą być regulowane niezależ
nie przez odmienne efektoiy.

ności fosfatazy lekkiego łańcucha miozyny, a w 
konsekwencji do wyższego stopnia ufosforylo- 
wania cząsteczki miozyny (wyższego poziomu 
jej aktywności). Ponadto, kinaza zależna od rho 
może bezpośrednio fosfoiylować lekki łańcuch 
miozyny w tym samym miejscu, co specyficzna 
kinaza lekkiego łańcucha miozyny (Amano i 
współaut. 1996, art. Brzeskiej, w tym numerze 
KOSMOSU). Miozyna w postaci ufosfoiylowanej 
łączy się z mikrofilamentami, tworząc aktomio- 
zynowy układ kurczliwy komórek (Tan i współ
aut. 1992, Chrzanowska i Burridge 1996). Sty
mulowany przez rho skurcz fibroblastów można 
zahamować przez zastosowanie farmakologicz
nego inhibitora kinazy lekkiego łańcucha mio
zyny (KT5926), lub endogennego czynnika biał
kowego, kaldesmonu, blokującego oddziaływa
nie miozyna-aktyna (Chrzanowska i Burridge 
1996, Sastry i Burridge 2000). Białko rho i 
kinaza zależna od niego regukują skurcz w 
komórkach mięśni gładkich, a zredukowanie 
aktywności kinazy białka rho przez Y-27632
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hamuje skurcz mięśni gładkich indukowany 
przez agonistów (Uehata i współaut. 1997).

Drugim ważnym punktem działania białek 
rho jest synteza fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfo- 
sforanu, PI(4,5)P2. Wprawdzie nie jest znany 
mechanizm tego procesu, ale przypuszcza się, 
że kinaza fosfoiylująca w pozycji 5 pierścienia 
inozytolowego fosfatydyloinozytolo-4-fosforan, 
jest aktywowana przez bezpośrednie wiązanie z 
aktywną formą rho (Chong i współaut. 1994, 
Hartwig i współaut. 1995, Tolias i współaut 
1995, Ren i współaut. 1996). Stymulacja syn
tezy PI(4,5)P2 może wpływać na reorganizację 
aktyny poprzez białka wiążące aktynę (np. żel- 
zolina, profilina, kofilina, a-aktynina, winkuli- 
na, spektryna oraz CapZ). Białka te posiadają 
domeny bogate w lizynę i argininę oraz domeny 
PH, które łączą się z fosfatydyloinozytolami 
(Schmidt i Hall 1998). Wstrzyknięcie przeciw
ciał przeciw PI(4,5)P2 do fibroblastów hamuje 
wytwarzanie indukowanych przez LPA włókien 
naprężeniowych i ognisk kontaktowych (Gilmo
re i Burridge 1996).

Kolejnym fizjologicznie aktywnym efekto- 
rem białek rho jest białko p 140mDia (pokrewne 
białko u Drosophila diaphanous bierze udział w 
procesie cytokinezy i ustalaniu polarności ko
mórek). W komórkach ssaczych białko to może 
reagować z profiliną, białkiem wiążącym mono
mery aktynowe (Watanabe i współaut. 1997). 
Ponadto, Narumiya i współaut. (1997) oraz Wa 
tanabe i współaut. (1997) stwierdzili, że w spo
laryzowanych i niespolaiyzowanych fibrobla- 
stach oraz komórkach fagocytujących białko 
pl40mDia kolokalizuje się z profiliną, a nade
kspresja pl40mDia w komórkach nabłonko
wych wzmaga organizację mikrofilamentów. W 
oparciu o te obserwacje zaproponowano me
chanizm działania pl40mDia, w którym akty
wowane białko rho powoduje przemieszczenie 
kompleksu pl40mDia/profilina w specyficzne 
miejsce pod błoną. Proces ten wiąże się z lokal
nym wzrostem poziomu profiliny, a to z kolei 
prowadzi do polimeryzacji mikrofilamentów. W 
ten sposób tłumaczy się funkcję białka 
pl40mDia w procesie cytokinezy w komórkach 
ssaczych. (Van Aelst i D ’Souza-Schorey 
1997).

BIAŁKA rac i cdc42

Najważniejszym efektorem dla białek rac i 
cdc42 jest kinaza PAK, dla której substratem 
jest miozyna (patrz art. Brzeskiej, w  tym nu
merze KOSMOSU). Nadekspresja białka 
p65PAK może powodować formowanie lameli- 
p odiów w fibroblastach (S e lls  i C h ern off 
1997). Kinaza PAK nie tylko bezpośrednio regu

luje reorganizację cytoszkieletu aktynowego, 
ale również działa poprzez białka efektorowe. 
Jednym z nich jest kinaza LIM, białko należące 
do rodziny białek CRP (ang. cystein rich prote
in), posiadające wiążącą jony cynku domenę 
LIM. Większość białek z tej grupy pełni wpraw
dzie funkcje czynników transkrypcyjnych,. ale 
zlokalizowano je również jako białka związane 
z cytoszkieletem aktynowym. Po fosforylacji 
przez kinazę PAK, aktywna kinaza LIM, będąca 
również substratem dla kinazy ROCK (Amano i 
współaut. 2000), fosforyluje i inaktywuje kofili- 
nę (białko wiążące się z filamentami aktynowy
mi i depolimeryzujące je), przez co zapobiega 
depolimeiyzacji aktyny (Schmitz i współaut. 
2000). Wszystkie białka należące do rodziny 
kinaz PAK posiadają wspólny motyw, obejmu
jący 18 aminokwasów. Motyw ten, nazwany 
CRIB (ang. cdc42/rac interactive binding) bie
rze udział w oddziaływaniach z rac i cdc42. 
Analiza komputerowa pozwoliła ustalić, że do
menę CRIB posiada ponad 25 różnych białek, 
między innymi białko p34, nazwane POR1 (ang. 
partner of rac). Oddziałuje ono specyficznie z 
aktywną postacią białka rac i bierze udział w 
formowaniu pofałdowań błonowych. Mutant 
pozbawiony genu kodującego POR1 nie tworzy 
pofałdowań błon (joneson 1996, Van Aelst i 
D’Souza-Schorey 1997).

Kolejnym białkiem aktywowanym przez rac 
i cdc42, które bierze udział w reorganizacji cyto
szkieletu aktynowego, jest białko IQGAP (Brill 
i współaut. 1996, Kuroda i współaut. 1996). 
Wiąże się ono zarówno z rac i cdc42, oraz dzięki 
domenie homologicznej do domeny wiążącej 
aktynę kalponiny, może wiązać się z F-aktyną. 
Po związaniu z cdc42, białko IQGAP hamuje 
jego aktywność GTPazową i w związku z tym 
pozostaje ono przez dłuższy czas w formie 
aktywnej. Uszkodzenie genu kodującego odpo
wiednik białka IQGAP w drożdżach wiąże się z 
zaburzeniem procesu cytokinezy, natomiast 
nadekspresja IQGAP powoduje przedwczesne 
kształtowanie bruzdy podziałowej. IQGAP zlo
kalizowano w pierścieniu kurczliwym podczas 
podziału komórki (Wolf i współaut. 1999).

Ponadto, rac, analogicznie do rho, aktywuje 
5-kinazę fosfatydyloinozytolo-4-fosforanu, któ
ra odgrywa ważną rolę w polimeryzacji aktyny. 
Produktem tej kinazy jest PI(4,5)P2 i, jak wyka
zano w płytkach krwi z uprzepuszczalnioną 
błoną, rac i PI(4,5)P2 powodują uwalnianie bia
łek blokujących z szybko rosnących końców 
filamentów aktynowych, co stanowi wstępny 
krok wymagany do polimeryzacji aktyny w od
powiedzi na działanie trombiny (Hartwig i 
współaut. 1995). Nie stwierdzono do tej pory, 
aby białko cdc42 brało udział w aktywacji 5-ki-
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Ryc. 4. Schemat działania białek Rho po aktywacji receptorów z uwzględnieniem najważniejszych szlaków 
przekazywania sygnałów prowadzących do aktywacji tych białek oraz kaskad enzymów efektorowych 
stymulowanych przez białka Rho (wg. Schmidta i Halla 1998, KjollerA i Halla 1999, SchmitzA i współaut. 
2000, zmieniony).

nazy fosfatydyloinozytolo-4-fosforanowej. Dla
tego obserwowana polimeryzacja aktyny po 
aktywacji cdc42 przebiega prawdopodobnie z 
udziałem innych szlaków przekazywania syg
nałów (Mackay i Hall 1998). Jednym z efekto- 
rów specyficznie aktywowanych przez cdc42, 
ale nie przez rac, jest białko WASP (ang. Wi
skott-Aldrich syndrome protein) (Burbello i 
współaut. 1995). (Rolę białka WASP i komple
ksu Arp2/3 w procesie polimeryzacji aktyny 
obszernie omawia art. Kwiatkowskiej w  tym 
numerze KOSMOSU). Nadekspresja WASP pro

wadzi do tworzenia filopodiów (Miki i współaut. 
1993, Mackay i Hall 1998), a w komórkach 
nabłonkowych nerki szczura i limfocytach T 
może indukować powstawanie skupisk aktyny. 
Procesy te można zablokować wprowadzając do 
komórki dominujący negatywny mutant białka 
cdc42 (Symons i współaut. 1996). Na Ryc. 4 
przedstawiono schematycznie szlaki przekazy
wania sygnałów uruchamiane w wyniku akty
wacji białek rho, rac i cdc42 w komórkach 
ssaków.

ENDOCYTOZA I TRANSPORT WEWNĄTRZKOMÓRKOWY

Fagocytoza jest procesem pobierania przez 
komórki cząstek o średnicy powyżej 0,5 ąm. Na 
drodze fagocytozy komórki mogą pobierać po
karm, a komórki układu immunologicznego w 
ten sposób pochłaniają i unieszkodliwiają np. 
bakterie. Fagocytoza zostaje zapoczątkowana

przez przyłączenie cząstek do receptorów 
powierzchniowych. Związanie cząsteczki z re
ceptorami powierzchniowymi indukuje urucho
mienie w komórce szlaków przekazywania syg
nałów, które prowadzą do miejscowej reorgani
zacji cytoszkieletu aktynowego w najbliższym
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sąsiedztwie błony cytoplazmatycznej i wchło
nięcie cząstki (K w ia tkow ska  i S o b o ta  1999). Po 
jej internalizacji następuje szereg procesów od
łączania i fuzji błon, które powodują dojrzewa
nie fagosomu i dostarczają hydrolaz, proteaz, i 
enzymów antybakteryjnych rozkładających 
cząstkę lub niszczących patogen. Z wielu badań 
wynika, że w procesie przekazywania sygnału 
fagocytarnego uczestniczą również białka Rho 
(Van A e ls t  i D ’S ou za -S ch o rey  1997). W przy
padku komórek nabłonkowych wykazano, że 
podczas wchłaniania bakterii Shigella do ko
mórki zaangażowane są trzy izoformy białek 
rho: rho A, B oraz C. W zaproponowanym mo
delu (Adam i współaut. 1996), inwazja bakteryj
na wywołuje w komórce podbłonową nukleację 
aktyny i aktywowaną przez białko rho, jej poli
meryzację. Proces ten jest kontynuowany pod
czas zamykania fagosomu i w trakcie jego 
wchłaniania. Komórki traktowane transferazą 
C3, która inaktywuje białka rho, nie wykazują 
zdolności do fagocytozy. Badania prowadzone 
na innych komórkach nie wykluczają udziału 
białek rac i cdc42 na tych etapach fagocytozy. 
W makrofagach aktywność cdc42 i rac jest 
wymagana również podczas internalizacji mi
kroorganizmów z udziałem receptorów Fe (Ca
ro n  i H a l l  1998, Cox i współaut. 1997). Wyka
zano także, że nadekspresja dominujących ne
gatywnych mutantów racl i cdc42 hamuje fa- 
gocytozę zależną od receptorów Fc w leukocy
tach (Cox i współaut. 1997). Ponadto, w 
późniejszej fazie procesu fagocytozy, z udziałem 
receptorów Fc, następuje aktywacja wytwarza
jącej nadtlenki oksydazy NADPH, której rac jest 
allosterycznym regulatorem (A bo  i współaut. 
1991).

Polimeryzacja cząsteczek aktyny i akumula
cja mikrofilamentów jest zjawiskiem przejścio
wym i występuje tylko w trakcie tworzenia kub
ka fagocytarnego i we wczesnej fazie tworzenia 
się fagosomu (Gr e e n b e r g  i współaut. 1991). 
Podczas dojrzewania fagosomu oraz fuzji z en- 
dosomami i lizosomami ma miejsce proces od
wrotny, depolimeryzacj a aktyny. Oprócz mikro
filamentów, wokół wczesnych fagosomów zi
dentyfikowano kilkadziesiąt białek wiążących 
aktynę, które decydują o stopniu polimeryzacji 
i depolomeryzacji aktyny, zaś ruch mikrofila
mentów w pseudopodiach formujących kubek 
fagocytarny przypisuje się miozynie I i VII 
(Kw ia tk o w s k a  i S o b o ta  1999, M a  1999). Rola 
białek Rho podczas przeobrażeń cytoszkieletu 
aktynowego w procesie fagocytozy polega na 
aktywacji enzymów efektorowych, podobnie jak 
ma to miejsce w przypadku migracji czy zmiany 
kształtu komórki. Wśród enzymów efektoro
wych stymulowanych przez białka Rho po za

działaniu sygnału fagocytarnego znajdują się, 
między innymi, kinaza rho i 5-kinaza fosfatydy- 
loinozytolowa. Produkt tej ostatniej kinazy, 
PI(4,5)P2 oddziałując z różnymi białkami wiążą
cymi aktynę i posiadającymi domeny wiążące 
fosfoinozytole, może w efektywny sposób regu
lować poziom polimeiyzacji i depolimeryzacj i 
aktyny (Sc h m id t  i Ha l l  1998).

Endocytoza fazy płynnej, zależna i niezależ
na od klatryny, podobnie jak w przypadku fa
gocytozy rozpoczyna się aktywacją receptorów 
błonowych i przeobrażaniem cytoszkieletu pod- 
błonowego (Klo p o c k a  2000). W komórkach ssa
ków konstytutywnie aktywne mutanty rac i rho 
redukują endocytozę receptorów transferyny, a 
dominujący aktywny mutant rhoA blokuje in
ternalizację receptorów muskarynowych. Przy
puszcza się, że w proces ten zaangażowane są 
fosfolipaza D (PLD) i 5-kinaza fosfatydyloino- 
zytolowa, które kontrolują organizację wgłębień 
opłaszczonych klatryną (La m a z e  i współaut.
1996). Ekspresja dominującego aktywnego mu
tanta rho A w oocytach Xenopus powoduje zwię
kszenie endocytozy nie związanej z opłaszcza- 
niem pęcherzyków klatrynowych, a wprowadze
nie transerazy C3 lub ADP-rybozylowanej for
my rho A hamuje ten efekt. Białka z rodziny Rho 
zostały zlokalizowane na powierzchni wczes
nych endosomów (Va n  A e ls t  i D ’S o u z a -S c h o 
r e y  1997). Natomiast w fibroblastach (R id le y  i 
współaut. 1992), ale nie w zarodkowych komór
kach nerki chomika (Li i współaut. 1997), po 
wprowadzeniu aktywnej formy białka rac ob
serwowano wzmożoną pinocytozę, podczas któ
rej zlokalizowano na powierzchni pęcherzyków 
pinocytotycznych kinazę PAKI. W późniejszych 
badaniach wykazano, że RasH aktywuje proces 
pinocytozy, który nie jest blokowany przez do
minujący negatywny mutant racl, ale dominu
jący aktywny mutant Rab5. Rola białek rac w 
procesie endocytozy jest niejasna, a opisywane 
rozbieżności mogą sugerować występowanie 
odmiennych dróg przekazywania sygnałów w 
różnych rodzajach komórek (Va n  A e ls t  i D ’S o u 
z a -Sc h o r e y  1997).

Poza regulacją endocytozy, małe białka G z 
rodziny Rho kontrolują proces transportu pę
cherzyków sekrecyjnych (egzocytozy). W ko
mórkach tucznych białka rac i rho stymulują 
egzocytozę pęcherzyków wydzielniczych, pod
czas gdy transferaza C3 i dominujące negatyw
ne mutanty tych białek hamują wydzielanie 
indukowane przez GTPyS (N o r m an  i współaut.
1996). Podobnie jak w procesach endocytozy, 
podczas egzocytozy wymagana jest także redy
strybucja i polimeryzacja mikrofilamentów. Ten 
ostatni proces można zahamować cytochalazy- 
ną D, ale interesujący jest fakt, że dominujące
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aktywne mutanty rac i rho aktywują egzocytozę 
nawet w obecności cytochalazyny D. Wydaje się 
więc, że w tych komórkach szlaki przekazywa
nia sygnałów kontrolujące transport pęcherzy
kowy i przebudowę cytoszkieletu aktynowego 
przebiegają równolegle. Przypuszczenia te po
twierdzają obserwacje, w któiych wykazano, że 
GDI białek rho hamuje egzocytozę stymulowa
ną przez GTPyS (Ma r io t  i współaut. 1996). W 
komórkach drożdży S. cerevisiae w pęcherzy
kach aparatu Golgiego zlokalizowano homolog 
rhoA, rhol (M c c a ffe r y  i współaut. 1991), z 
drugiej strony cdc42 występuje w drożdżach w 
miejscach sekrecji pęcherzyków przy nowo for
mowanym pączku (Z im a n  i współaut. 1993). W 
komórkach ssaków białko cdc42 jest obecne w

aparacie Golgiego i sugeruje się, że aktywacja 
tego białka i tworzenie filopodiów przy krawędzi 
komórki może być związana z transportem do 
błony cytoplazmatycznej (Erikson i współaut.
1996). Wprawdzie wiadomo, że wiele procesów 
związanych z transportem pęcherzykowym 
koordynowanych jest przez wzajemnie oddzia
ływanie pomiędzy cytoszkieletem a błoną ko
mórkową, jednak funkcja tych interakcji w 
przebiegu procesu egzocytozy nie jest znana. 
Najprawdopodobniej wpływ białek Rho na me
tabolizm fosfolipidów, ze szczególnym uwzględ
nienie fosfatydyloinozytoli, może być tym klu
czowym ogniwem w regulacji przemiany cytosz
kieletu aktynowego podczas procesów sekrecji.

PODSUMOWANIE

Przedstawiciele rodziny małych białek G, 
białka Rho, funkcjonują jako regulatory mole
kularne, które kontrolują szeroki zakres proce
sów kluczowych dla życia komórki eukariotycz
nej. Podobnie jak inne GTPazy, występują one 
w stanie aktywnym po związaniu GTP, a w 
stanie nieaktywnym, gdy GTP ulegnie hydroli
zie do GDP. Wymiana i hydroliza nukleotydów 
wymaga udziału dodatkowych białek regulato
rowych, takich jak GEF, GAP i GDI. Jedną z 
najważniejszych funkcji białek należących do 
rodziny białek Rho (rho, rac i cdc42) po aktywa

cji receptora przez ligand jest uruchamianie 
mechanizmów prowadzących do reorganizacji i 
przekształcenia cytoszkieletu aktynowego. Po
przez stymulację wielu kinaz i białek efektoro- 
wych, białka Rho mogą włączać szlaki przeka
zywania sygnałów, które kontrolują stopień 
polimeryzacji i depolimeryzacji aktyny oraz re
gulują poziom fosforylacji miozyny. W ten spo
sób umożliwiają one komórkom prawidłowy 
przebieg tak ważnych dla jej życia procesów, jak 
ruch, zmiana kształtu, endocytoza, egzocytoza 
i podział komórki.

FAMILY OF Rho PROTEINS AND CYTOSKELETON 

Summary

The GTP-ases of the Ras superfamily act as molecular 
switches to control a wide range of essential biochemical 
pathways in eukaryotes from microorganisms to human. 
This family is structurally classified into at least five 
families: the Ras, Rho, Rab, Sar/Arf, and Ran. The Ras 
family regulates gene expression, Rab and Arf/Sarf families 
regulate vesicle trafficking, Ran family regulates nucleocy- 
toplasmic transport and micro tubule organization, and Rho 
family regulates cytoskeleton reorganization and gene ex
pression. The review aims to summarize current views of 
Rho GTPases (rho, rac, cdc42) in signal transduction path

ways that link plasma membrane receptors to the organiz
ation of the actin cytoskeleton. Like the all other GTPases, 
they exist in an inactive (GDP-bound) and an active (GTP- 
bound) conformation. In their active GTP-bound state, Rho 
GTPases interact with specific downstream effectors to 
promote characteristic morphological changes. In addition 
there is growing evidence for cross-talk within the Rho 
GTPase family. These signaling networks are thought to 
provide the cooperative and coordinated interactions that 
are crucial for regulating complex biological process such 
as actin cytoskeleton reorganization.
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