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RODZINA BIALEK Rho A CYTOSZKIELET

WSTEP

Biatka Rho, nalezgce do nadrodziny matych
biatek G, regulujg wiele proceséw kluczowych
dla zycia komorki eukariotycznej. Jedng z naj-
wazniejszych funkcji przez nie petnionych jest
uruchamianie szlakéw przekazywania sygna-
téw prowadzacych do przebudowy cytoszkieletu
aktynowego w wyniku aktywacji receptora na
btonie cytoplazmatycznej. Cytoszkielet aktyno-
wy, zbudowany z mikrofilamentéw aktynowych
potaczonych z wieloma biatkami wigzacymi
aktyne, czesto tworzy ztozone uktady wiagzek lub
sieci filamentéw. Aktyna w takiej postaci bierze
miedzy innymi udziat w organizacji struktur
komérkowych, takich jak pierscien kurczliwy

formowany podczas cytokinezy, kortykalna sie¢
aktynowa, widkna naprezeniowe, znane réw-
niez pod nazwa peczkéw kurczliwych (ang.
stress fibers) oraz wypustek powierzchniowych,
wiacznie z lamelipodiami, pofatdowaniami bton
(ang. membrane ruffles) lub filopodiami
(Ryc. 1). Cytoszkielet aktynowy stanowi dyna-
miczny uklad, ktéry w zwigzku z petnionymi
funkcjami (migracja, zmiana ksztattu i podziat
komorki, egzo- i endocytoza) ulega ciggtym
przeobrazeniom, a biatka Rho petnig nadrzedng
role w kontroli tych zjawisk komdrkowych (ko-
rohoda 1997, Van Aelst i D'Souza-Schorey
1997, Schmidt i Hal1 1998).

REGULACJA AKTYWNOSCI MALYCH BIALEK G

Biatka Rho nalezg do wielkiej nadrodziny
matych biatek G, nazywanych rowniez matymi
GTP-azami, matymi biatkami wigzacymi GTP
lub biatkami Ras. Ich masa czgsteczkowa waha
sie miedzy 20 a 40 kDa. Wystepuja one we
wszystkich komérkach eukariotycznych, od mi-
kroorganizmow (Tanaka i Takai 1998, Chung i
wspotaut. 2000, Redowicz i Korn 2000), po-
przez rosliny (Vaister i wspétaut. 2000), az do
kregowcéw (Matozaki i wspétaut. 2000, Takai i
wspétaut. 2001). Ze wzgledu na homologie se-
kwencji aminokwasowych oraz podobienstwo
petnionych funkcji, nadrodzina tych biatek
dzieli sie na przynajmniej 5 rodzin: biatka Ras,
Rho, Rab, Sar/Arforaz Ran. Biatka nalezace do
rodziny Ras, aktywowane w wyniku stymulacji
receptorow o aktywnosci kinaz tyrozynowych
przez kinazy MEK i MAP, moga regulowac pro-
cesy transkrypcyjne w jadrze komdérkowym.
Biatka z dwoch rodzin, Rab i Sar/Arf, biorg
udziat w kontroli wewnatrzkomorkowego trans-
portu pecherzykéw btonowych, zwigzanego z

procesami endo- i egzocytozy. Biatka Ran sg
natomiast odpowiedzialne za transport miedzy
jadrem a cytoplazmg podczas faz GI, S i G2
cyklu komérkowego oraz organizacje mikrotu-
bul podczas fazy M. Rodzina biatek Rho, w
ktérych wyrdznia sie biatka rho, rac i cdc42 (w
niniejszym artykule przyjeto zasade podawania
nazw przedstawicieli rodziny Rho matymi lite-
rami, dla odrdznienia od nazwy calej rodziny),
zaangazowana jest réwniez w regulacje proce-
séw transkrypcji, ale przede wszystkim kontro-
luje przeksztatcenia cytoszkieletu aktynowego
komorki zwigzane z procesami ruchu komorki,
zmiany jej ksztaltu, cytokinezy oraz egzo- i
endodocytozy (Takai i wspétaut. 2001, Tabe-
la 1).

Wszystkie biatka G, nie wylgczajac biatek
nalezacych do rodziny biatek Rho, wystepuja w
formie nieaktywnej, gdy z czasteczkg biatka
potgczony jest GDP, a aktywnej po wymianie
GDP na GTP. Przejscie ze stanu nieaktywnego
w stan aktywny wymaga udziatu dodatkowych
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biatek aktywujacych lub regulujgcych. Do pier-
wszej grupy takich bialek nalezg biatka GEF
(ang. guanine nucleotide exchange factors),
ktére umozliwiaja wymiane GDP na GTP. Kazde
biatko nalezgce do tej stosunkowo duzej grupy
(ponad 30 przedstawicieli) posiada dwie chara-
kterystyczne domeny. Pierwszg z nich stanowi
domena DH (ang. 1-Dbl homology), ktéra jest
odpowiedzialna za wymiane nukleotydéw, a
drugg — domena PH (ang. pleckstrin homolo-

gy), dzieki ktérej biatka te moga wigzaé sie z
fosfolipidami, np. btony cytoplazmatycznej lub
bton wewnagtrzkomérkowych. Domeny te sg od-
powiedzialne za wlasciwg lokalizacje biatek w
komoérce (Hart i wspotaut. 1991, Yaku i wspot-
aut. 1994, Znheng i wspéltaut. 1996). Druga
grupe stanowig biatka regulatorowe GDI (ang.
guanine nucleotide dissociation inhibitors),
ktorych kluczowa rolg jest kontrola przemiesz-
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czania sie bialek Rho miedzy btong cytopla-
zmatyczng a cytoplazma. Nieaktywne biatka
Rho wystepuja w cytoplazmie w postaci kom-
pleksu z biatkami GDI, ktére hamujg wymiane
GDP na GTP. Po aktywacji nastepuje dysocjacja
GDI i biatka Rho ulegajg przemieszczeniu do
btony cytoplazmatycznej (Kjgller i Hall 1999).
W procesie tym biorg udziat biatka z rodziny
ERM (ang. ezrin/radixin/moesin), ktére uta-
twiajg dysocjacje GDI od biatka G i umozliwiajg

Ryc. 1. Schematyczny ob-
raz struktur komorko-
wych wchodzgcych w
skiad cytoszkieletu akty-
nowego.

A. Wiokna naprezeniowe, pe-
czki filamentéw aktynowych
biegnace wzdtuz linii napre-
zen cytoplazmy. B. Lamelipo-
dium, szeroka wypustka na
przedzie poruszajacej sie ko-
morki, w ktérej filamenty
aktynowe tworzg sie¢ krzyzu-
jacych sie struktur, pofatdo-
wania btonowe powstate w
wyniku uniesienia i zawinie-
cia do tylu lamelipodium,
oraz filopodia, cienkie palcza-
ste wypustki, w ktorych fila-
menty aktynowe utozone sa
réwnolegle do siebie. C. Pier-
Scien kurczliwy, obecny pod-
czas cytokinezy.

tym samym wymiane GDP na GTP (Takahashi |
wspotaut. 1998). Ze wzgledu na niskg wewne-
trzng aktywnos¢ GTPazowa matych biatek G,
ich przejscie ze stanu aktywnego w nieaktywny
wymaga dodatkowego biatka regulatorowego,
GAP (ang. guanine nucleotide activating prote-
in), ktére aktywuje hydrolize GTP do GDP
(Kjgller i Harr 1999) (Ryc. 2).

BIALKA Rho A CYTOSZKIELET AKTYNOWY

Po raz pierwszy wykazano, ze biatka Rho
zaangazowane sga W procesy zwigzane z reorga-
nizacja cytoszkieletu aktynowego zachodzace w
komoérkach drozdzy podczas paczkowania
(Adams i wspotaut. 1990). Dopiero jednak ba-
dania Ridley i Halla na poczatku lat 90. pozwo-
lity poznac szlaki aktywacji poszczegolnych bia-
tek — rho, rac oraz cdc42 — w komoérkach
ssaczych i udowodnity, ze kazda z tych grup ma
swoj indywidualny udziat w przebudowie cyto-
szkieletu aktynowego (Ridley i Hal1 1992, Rid-
ley i wspoétaut. 1992). Stwierdzili oni, ze mikro-

iniekcja konstytutywnie aktywnej, zmutowanej
(Glylaval) postaci biatka rho lub podanie suro-
wicy powoduje zmiane morfologii fibroblastéw
hodowanych w srodowisku bez surowicy. Zmia-
ny te zachodzg w trakcie przebudowy cytoszkie-
letu aktynowego, podczas ktoérej tworza sie no-
we widkna naprezeniowe (Ryc. 3). Jednoczes$nie
rozproszona do tej pory w cytoplazmie winkuli-
Nna, jedno z biatek biorgcych udziat w tworzeniu
ognisk kontaktowych (ang. focal adhesion), sta-
nowigcych punkty przyczepu komérek do pod-
toza, a réwnoczesnie punkty zaczepienia wto-
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kien naprezeniowych w btonie, przemieszcza sie
do btony. Podobny efekt obserwowano po poda-
niu do hodowli fibroblastow kwasu lizofosfa-
tydowego (LPA), wystepujgacego w Surowicy i
stymulujgcego poprzez receptory zlokalizowane
w btonie komdrkowej szlak przekazywania syg-
natéw, w ktérym biatko rho petni kluczowa role.
Nie obserwowano tych zmian, a nawet stwier-
dzono zanik istniejgcych juz widkien napreze-
niowych w komoérkach, w ktérych biatko rho
inaktywowano przez ADP-rybozylacje pod wpty-

Ryc. 2. Schemat procesu aktywacji biatlek Rho (do-
ktadny opis w tekscie).

Po sygnale aktywujacym (czarny grot strzatki) GEF umozli-
wiajg wymiane GDP na GTP. Biatka GDI tworzg kompleks
z Rho-GDP i hamujg wymiane GDP na GTP. GAP aktywuja
hydrolize GTP do GDP (wg. Takai i wspétaut. 2001, zmienio-

ny).

wem transferazy C3 z Clostridium botilinum
(Ridtey i Har1 1992). (Transferaza C3 specyfi-
cznie ADP-rybozyluje biatko rhoA i dlatego jest
niezwykle uzytecznym narzedziem w rozgrani-
czaniu funkcji petnionych przez poszczegélne
biatka z rodziny Rho).

Kolejng grupa biatek z rodziny Rho sg biatka
rac. Wystepuja one w komdrkach ssaczych w
postaci dwoch izomeréw, racl i 2, homologicz-
nych wobec siebie w 92 %. W podobnym cyklu
doswiadczen, jakie przeprowadzono w przypad-
ku biatek rho, konstytutywnie aktywna postac
biatka racl powodowata reorganizacje cytosz-
kieletu aktynowego polegajaca na polimeryzacji
aktyny de novo na peryferiach komorki i two-
rzeniu nowych lamelipodiéw i pofatdowan bton
(Ryc. 3) oraz aktywacji pinocytozy (Ridley i
wspétaut. 1992). Stymulacja receptoréw btono-
wych komorki przez hormony PDGF. insuline
lub bombezyne wywotywata taki sam efekt, jak
konstytutywnie aktywna forma biatka rac (Rid -
tey i wspotaut. 1992, Nobes i wspotaut. 1995).
Zahamowanie reorganizacji cytoszkieletu akty-
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nowego hastepowato natomiast po wprowadze-
niu do komorki konstytutywnie nieaktywnej
formy biatka rac, w ktéiym 17 aminokwas,
seryne, zamieniono na asparagine (takie biatko
wykazuje 10-krotnie nizsze powinowactwo do
GTP, niz do GDP).

Diugotrwata obserwacja komérek po wpro-
wadzeniu aktywnego biatka rac lub po stymu-
lacji hormonalnej wykazata, ze oprécz chara-
kterystycznych dla aktywnego biatka rac prze-
obrazen cytoszkieletu na peryferiach komérki
pojawiaja sie wkbkna naprezeniowe i organizuja
sie nowe ogniska kontaktowe, specyficzne dla
przeksztatcen cytoszkieletu aktynowego w obe-
cnosci aktywnych biatek rho. W komérkach, do
ktéiych wprowadzono konstytutywnie aktywna
forme biatka rac réwnoczesnie z transferazg C3
z Clostridium botilinum, nie obserwowano
wprawdzie zahamowania tworzenia nowych la-
melipodiéw i pofatdowan bton, ale nie pojawiaty
sie juz wikdkna naprezeniowe i nowe miejsca
adhezji (Ridrey i wspotaut. 1992). Te ostatnie

< Ryc. 3. Schemat reorganizacji cytoszkieletu aktyno-

wego w fibroblastach po aktywacji biatek Rho (wg.
Matozaki | wspotaut. 2000, zmieniony).

doswiadczenia dowodza, ze biatka rho, odpo-
wiedzialne za tworzenie widkien naprezenio-
wych w komoérce, mogg by¢ stymulowane nie
tylko bezposrednio przez receptor, ale réwniez
przez aktywne biatka rac.

Aktywacja biatka cdc42, kolejnego przed-
stawiciela rodziny Rho, wywotuje w drozdzach
polaryzacje komodrek i jest réwniez odpowie-
dzialna za inicjacje procesu paczkowania
(Adams i wsp6taut. 1990). W fibroblastach sty-
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mulacja biatka cdc42 przez bradykinine powo-
duje formowanie filopodidéw (Ryc. 3), a pdzniej
— lamelipodiéw. Tworzenie sie nowych filopo-
diéw hamowato wprowadzenie do komoérek do-
minujgco negatywnej postaci biatka cdc42, na-
tomiast podanie negatywnej formy rac powodo-
wato jedynie zablokowanie tworzenia lamelipo-
diow i pofatldowan blony (Nobes i Har1 1995,
Kozma i wspotaut. 1995). W tym przypadku
aktywacja biatka cdc42 moze pocigga¢ za sobg
stymulacje podlegtego mu biatka rac. Wydaje
sie zatem bardzo prawdopodobne, ze biatko
cdc42 petni funkcje nadrzedng w rodzinie bia-
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tek Rho i moze bezposrednio aktywowac biatka
rac, posrednio zas, poprzez biatko rac, regulo-
wacé aktywnos¢ biatek rho. Na rycinie 3 przed-
stawiono schematycznie drogi aktywacji biatek
Rho oraz miejsce dziatania poszczeg6lnych
przedstawicieli tej rodziny. Przedstawione przy-
ktady dziatania aktywnych form bialek Rho
uzupetnia Tabela |, w ktérej przedstawiono
szczeg6towo izomery wchodzgce w skiad po-
szczegoélnych grup, lokalizacje genu kodujacego
dane biatko w chromosomach, miejsce ekspre-
sji w organizmie oraz funkcje, jaka petniag one
w komoérkach.

AKTYWACJA BIALEK Rho

Przetom w zrozumieniu funkcjonowania
szlakéw przekazywania sygnatéw z udziatem
biatek Rho stanowito poznanie mechanizmu
aktywacji tych biatek. Biatka Rho moga byc¢
stymulowane przez wiele czynnikéw, do ktérych
nalezg substancje aktywujgace receptory o
aktywnosci kinaz tyrozynowych (np. czynniki
wzrostu, insulina), agonisci receptoréow o 7 do-
menach transbtonowych, zwigzanych z hete-
rotrimeiycznymi biatkami G (np. LPA, bombe-
zyna, bradykinina, trombina), integiyny oraz
substancje depolimeryzujgce mikrotubule
(Hant 1998, Schwartz i Shattil 2000). Intere-
sujace byto rozszyfrowanie sposobu, wjaki bra-
dykinina, LPA i bombezyna aktywuja biatka
rho. Wymienione czynniki sg agonistami recep-
torow btonowych, ktére aktywujag inng rodzine
GTPaz, tzw. duze, heterotrimeiyczne biatka G.
Od niedawna dopiero wiadomo, ze szlaki prze-
kazywania sygnatéow z udziatem duzych i ma-
tych bialek G moga oddziatywa¢ miedzy sobag
(selbie i hill 1998). W wyniku aktywacji hete-
rotrimeiyczne biatka G dysocjuja na podjedno-
stki, Ga, wigzgca GTP i G3y. Do tej poiy poznano
4 rodziny biatek G: Gi/o, Gs, Ga/n i G12/13.
Wiele z nich moze by¢ aktywowane przez LPA.
Wstrzykujac do fibroblastéw rézne podjedno-
stki a biatek G stwierdzono, ze dwie z nich, Gai2
i Gal3, powodujg tworzenie widkien napreze-
niowych i ognisk kontaktowych (Buhi i wspot-
aut. 1995). P6zniejsze badania pozwolity stwier-
dzi¢, ze Gai2 jest aktywowana przez trombine,
zas Gai3 przez LPA (KjOltler i Hall 1998).

KASKADY SYGNALIZACYJNE

BIALKA rho

Do niedawna niewiele byto wiadomo o mo-
lekularnym mechanizmie dziatania biatek Rho.

Mechanizm aktywacji G13 przez LPA jest lepiej
poznany i polega na wspoétdziataniu podjedno-
stki Gai3 z czynnikiem GEF biatka rho
(115pRhoGEF), co powoduje jego aktywacje i
wiaczenie szlaku przekazywania sygnatéw pro-
wadzgcego do przeobrazen cytoszkieletu z
udzialem tych biatek (Hart i wspétaut. 1998)
(Ryc. 4).

Istnieje wiele dowodéw na to, ze waznym
ogniwem w regulacji biatek rac jest kinaza 3-
fosfatydyloinozytolu. Produkt tej kinazy, fosfa-
tydyloinozytolo-3,4,5-trisfosforan, moze bezpo-
Srednio oddziatywac z domenami PH czynnikéw
GEF (Tiaml, Sos, Vav), prowadzac do zmiany
lokalizacji i /lub aktywacji GEF biatka rac (Reif
i wspoétaut. 1996, Bar-Sagi i Hall 2000)
(Ryc. 4). Podawanie do hodowli fibroblastéw
inhibitora tej kinazy, wortmaniny, powodowato
zahamowanie tworzenia indukowanych przez
PDGF, EGF i insuline pofatdowan btony, ale
mikroiniekcja aktywnej formy biatka rac cofata
ten efekt (Kotani i wspotaut. 1994, Wennstrom
i wspotaut. 1994, Nobes i wspotaut. 1995).

Najmniej znany jest mechanizm aktywacji
cdc42. Czynnik chemotaktyczny fMLP powodu-
je w granulocytach obojetnochtonnych wzrost
aktywnosci tego biatka, a proces ten jest wra-
zliwy na dziatanie toksyny krztusca. Moze to
wskazywacé na udziat heterotrimerycznego biat-
ka G, z grupy Gi, w aktywacji cdc42. Ponadto
cytokiny TNF-a i II-1stymulujg cdc42 i reguluja
reorganizacje cytoszkieletu aktynowego
(KJOLLER i Ha11 1999).

Z UDZIALEM BIALEK Rho

W ciggu ostatnich kilku lat poznano szereg
biatek, ktére wigza sie z aktywna forma biatek
rho (rho-GTP) i moga petnic¢ funkcje biatek efe-
ktorowych. Szczego6lnie interesujgcym biatkiem
jest kinaza ROKa/ROCK, wystepujaca réwniez
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pod nazwa kinazy pl60Rho (Redowicz1999).
Aktywnos¢ tej seiynowo/treoninowej kinazy
wzrasta w niewielkim stopniu po zwigzaniu z
rho-GTP. Leung i wspdtaut. (1996) jako pierwsi
wykazali, ze nadekspresjg biatka kinazy akty-
wowanej rho lub jej N-koricowego odcinka (sta-
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Waznarolg kinazy rhojest regulacja stopnia
fosforylacji miozyny. Substratem tej kinazy jest
wigzgca miozyne podjednostkg MBS (ang. myo-
sin-binding subunit) fosfatazy lekkich tancu-
chéw miozyny (Kimura i wspétaut. 1996). Fosfo-
rylacja MBS prowadzi do zmniejszenia aktyw-

Tabela I. Rodzina biatek G, biatka Rho, lokalizacja i dziatanie na cytoszkielet komorki ssaczej (wg

Aspenstrom 1999)

Mate biatka G Lokalizacja w

chromosomie

Wystepowanie w organizmie

Dziatanie na
cytoszkielet

racl 7p21-22 wystepuja powszechnie lamelipodia,
pofatdowania bton

rac2 22ql2 komorki krwiotwércze aktywacja oksydazy
NADPH

rac3 17qter/17923-925 serce, nerki, trzustka 9

rhoG 1lpl5.4-15.5 wystepuja powszechnie pofatdowania bton

cdc42 1p36.1? wystepuja powszechnie filopodia

TC10 ? miesnie szkieletowe, serce, watroba  filopodia

rndl (rho6) 12ql2-qI3 mozg i watroba, jadra zanik wiokien napreze-
niowych,
zniesienie adhezji

rnd2 (rho7) 17921 mobzg, watroba, ?

rhoE (rnd3) ? wystepuja powszechnie zanik widkien
naprezeniowych,
wypustki btonowe

rhoA 3p21 wystepujg powszechnie wiékna naprezeniowe
ogniska kontaktowe

rhoB 2pl2-2pter wystepujg powszechnie widkna naprezeniowe

rhoC Ip13-p21 wystepujg powszechnie widkna naprezeniowe

rhoH (TTF) 4q13 komoérki krwiotworcze 9

rhoD (HP1) ? wystepujg powszechnie filopodia? zanik wtokien

nowigcego domene katalityczng, ale pozbawio-
nego miejsce wigzania biatka rho) powoduje
utworzenie wiokien naprezeniowych i ognisk
kontaktowych w komérce, co p6zniej potwier-
dzili Amano i wspétaut. (1997). Okazato sie za-
tem, ze do reorganizacji cytoszkieletu wymaga-
najest aktywnos¢ kinazy, nie zas domena wig-
zgca biatko rho. Ponadto, ekspresja mutanta z
nieaktywng katalityczng domeng kinazy lub
tylko C-korica (domeny wigzacej rho) tego biat-
ka powoduje zanik wiokien naprezeniowych i
ognisk kontaktowych. Ishizaki i wspoétaut.
(1997) zaobserwowali, ze dominujgcy negatyw-
ny mutant kinazy zaleznej od rho powodowat
rowniez zahamowanie tworzenia widkien na-
prezeniowych i ognisk kontaktowych w nowo-
tworowych komdrkach nabtonkowych, ale row-
noczesnie obserwowano wzrost stopnia polime-
ryzacji aktyny. Te ostatnie wyniki sugeruja, ze
drogi prowadzace do polimeryzacji aktyny i two-
rzenia widkien naprezeniowych oraz ognisk
kontaktowych moga by¢ regulowane niezalez-
nie przez odmienne efektoiy.

naprezeniowych

nosci fosfatazy lekkiego tancucha miozyny, aw
konsekwencji do wyzszego stopnia ufosforylo-
wania czasteczki miozyny (wyzszego poziomu
jej aktywnosci). Ponadto, kinaza zalezna od rho
moze bezposrednio fosfoiylowac¢ lekki taricuch
miozyny w tym samym miejscu, co specyficzna
kinaza lekkiego tancucha miozyny (Amano i
wspotaut. 1996, art. Brzeskiej, W tym numerze
KOSMOSU). Miozynaw postaci ufosfoiylowanej
taczy sie z mikrofilamentami, tworzgc aktomio-
zynowy ukiad kurczliwy komérek (Tan i wspo6t-
aut. 1992, ChrzanowskaiBurridge 1996). Sty-
mulowany przez rho skurcz fibroblastow mozna
zahamowac przez zastosowanie farmakologicz-
nego inhibitora kinazy lekkiego taricucha mio-
zyny (KT5926), lub endogennego czynnika biat-
kowego, kaldesmonu, blokujgcego oddziatywa-
nie miozyna-aktyna (Chrzanowska i Burridge
1996, Sastry i Burridge 2000). Biatko rho i
kinaza zalezna od niego regukujg skurcz w
komoérkach miesni gladkich, a zredukowanie
aktywnos$ci kinazy biatka rho przez Y-27632
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hamuje skurcz miesni gtadkich indukowany
przez agonistow (Uehata i wspotaut. 1997).

Drugim waznym punktem dziatania biatek
rho jest synteza fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfo-
sforanu, PI(4,5)P2. Wprawdzie nie jest znany
mechanizm tego procesu, ale przypuszcza sie,
ze kinaza fosfoiylujaca w pozycji 5 pierscienia
inozytolowego fosfatydyloinozytolo-4-fosforan,
jest aktywowana przez bezposrednie wigzanie z
aktywng forma rho (Chong i wspétaut. 1994,
Hartwig | wspétaut. 1995, Tolias i wspoOtaut
1995, Ren i wspétaut. 1996). Stymulacja syn-
tezy PI(4,5)P2 moze wplywaé na reorganizacje
aktyny poprzez biatka wigzgce aktyne (np. zel-
zolina, profilina, kofilina, a-aktynina, winkuli-
na, spektryna oraz CapZ). Biatka te posiadajg
domeny bogate w lizyne i arginine oraz domeny
PH, ktére taczg sie z fosfatydyloinozytolami
(Schmidt i Har1 1998). Wstrzykniecie przeciw-
ciat przeciw PI(4,5)P2 do fibroblastéow hamuje
wytwarzanie indukowanych przez LPA widkien
naprezeniowych i ognisk kontaktowych (Gitmo-
re i Burridge 1996).

Kolejnym fizjologicznie aktywnym efekto-
rem biatek rhojest biatko p 140mDia (pokrewne
biatko u Drosophila diaphanous bierze udziat w
procesie cytokinezy i ustalaniu polarnosci ko-
morek). W komérkach ssaczych biatko to moze
reagowac z profiling, biatkiem wigzagcym mono-
mery aktynowe (Watanabe i wspétaut. 1997).
Ponadto, Narumiya i wspotaut. (1997) oraz Wa-
tanabe | wspotaut. (1997) stwierdzili, ze w spo-
laryzowanych i niespolaiyzowanych fibrobla-
stach oraz komdrkach fagocytujgcych biatko
pl40mDia kolokalizuje sie z profiling, a nade-
kspresja pl4dOmDia w komdrkach nabtonko-
wych wzmaga organizacje mikrofilamentéw. W
oparciu o te obserwacje zaproponowano me-
chanizm dziatania pl40mDia, w ktorym akty-
wowane biatko rho powoduje przemieszczenie
kompleksu pl40mDia/Zprofilina w specyficzne
miejsce pod btong. Proces ten wigze sie z lokal-
nym wzrostem poziomu profiliny, a to z kolei
prowadzi do polimeryzacji mikrofilamentéw. W
ten sposd6b tlumaczy sie funkcje biatka
pl40mDia w procesie cytokinezy w komérkach
ssaczych. (Van Aelist i
1997).

D’'Souza-Schorey

BIALKA rac i cdc42

Najwazniejszym efektorem dla biatek rac i
cdc4?2 jest kinaza PAK, dla ktérej substratem
jest miozyna (patrz art. Brzeskiej, w tym nu-
merze KOSMOSU). Nadekspresja biatka
p65PAK moze powodowaé formowanie lameli-
podiow w fibroblastach (Sells i Chernoff
1997). Kinaza PAK nie tylko bezposrednio regu-
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luje reorganizacje cytoszkieletu aktynowego,
ale réwniez dziata poprzez biatka efektorowe.
Jednym z nich jest kinaza LIM, biatko nalezgce
do rodziny biatek CRP (ang. cystein rich prote-
in), posiadajgce wigzaca jony cynku domene
LIM. Wiekszos¢ biatek z tej grupy petni wpraw-
dzie funkcje czynnikéw transkrypcyjnych,. ale
zlokalizowano je réwniez jako biatka zwigzane
z cytoszkieletem aktynowym. Po fosforylacji
przez kinaze PAK, aktywna kinaza LIM, bedaca
réwniez substratem dla kinazy ROCK (Amano i
wspoétaut. 2000), fosforyluje i inaktywuje kofili-
ne (biatko wiazace sie z filamentami aktynowy-
mi i depolimeryzujace je), przez co zapobiega
depolimeiyzacji aktyny (Schmitz i wspotaut.
2000). Wszystkie biatka nalezace do rodziny
kinaz PAK posiadajg wspdlny motyw, obejmu-
jacy 18 aminokwasow. Motyw ten, nazwany
CRIB (ang. cdc42/rac interactive binding) bie-
rze udzial w oddziatywaniach z rac i cdc42.
Analiza komputerowa pozwolita ustali¢, ze do-
mene CRIB posiada ponad 25 réznych biatek,
miedzy innymi biatko p34, nazwane POR1 (ang.
partner of rac). Oddziatuje ono specyficznie z
aktywng postacig biatka rac i bierze udziat w
formowaniu pofatdowarnn btonowych. Mutant
pozbawiony genu kodujgcego POR1 nie tworzy
pofatldowan bton (joneson 1996, Van Aelst i
D’Souza-Schorey 1997).

Kolejnym biatkiem aktywowanym przez rac
i cdc42, ktére bierze udziatw reorganizacji cyto-
szkieletu aktynowego, jest biatko IQGAP (Brill
i wspotaut. 1996, Kuroda i wspétaut. 1996).
Wigze sie ono zaréwno z rac i cdc42, oraz dzieki
domenie homologicznej do domeny wigzacej
aktyne kalponiny, moze wigzac sie z F-aktyna.
Po zwigzaniu z cdc42, biatko IQGAP hamuje
jego aktywnos$¢ GTPazowa i w zwigzku z tym
pozostaje ono przez diuzszy czas w formie
aktywnej. Uszkodzenie genu kodujacego odpo-
wiednik biatka IQGAP w drozdzach wiagze sie z
zaburzeniem procesu cytokinezy, natomiast
nadekspresja IQGAP powoduje przedwczesne
ksztattowanie bruzdy podziatowej. IQGAP zlo-
kalizowano w pierscieniu kurczliwym podczas
podziatu komérki (Woif i wspétaut. 1999).

Ponadto, rac, analogicznie do rho, aktywuje
5-kinaze fosfatydyloinozytolo-4-fosforanu, kto-
ra odgrywa wazng role w polimeryzacji aktyny.
Produktem tej kinazy jest PI(4,5)P2 i, jak wyka-
zano w plytkach krwi z uprzepuszczalniong
btona, rac i PI(4,5)P2 powodujg uwalnianie bia-
tek blokujacych z szybko rosngcych koncéw
filamentéw aktynowych, co stanowi wstepny
krok wymagany do polimeryzacji aktyny w od-
powiedzi na dziatanie trombiny (Hartwig i
wspétaut. 1995). Nie stwierdzono do tej pory,
aby biatko cdc42 brato udziat w aktywacji 5-ki-
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Ryc. 4. Schemat dziatania biatek Rho po aktywacji receptoréow z uwzglednieniem najwazniejszych szlakéw
przekazywania sygnatéw prowadzacych do aktywacji tych biatek oraz kaskad enzymoéw efektorowych
stymulowanych przez biatka Rho (wg. Schmidta i Halta 1998, KjollerA i Halla 1999, SchmitzA i wspotaut.

2000, zmieniony).

nazy fosfatydyloinozytolo-4-fosforanowej. Dla-
tego obserwowana polimeryzacja aktyny po
aktywacji cdc42 przebiega prawdopodobnie z
udziatem innych szlakéw przekazywania syg-
natéw (Mackay i Hal1 1998). Jednym z efekto-
row specyficznie aktywowanych przez cdc42,
ale nie przez rac, jest biatko WASP (ang. Wi-
skott-Aldrich syndrome protein) (Burbello i
wspoétaut. 1995). (Role biatka WASP i komple-
ksu Arp2/3 w procesie polimeryzacji aktyny
obszernie omawia art. Kwiatkowskiej w tym
numerze KOSMOSU). Nadekspresja WASP pro-

wadzi do tworzenia filopodidéw (Miki i wspotaut.
1993, Mackay i Harl 1998), a w komorkach
nabtonkowych nerki szczura i limfocytach T
moze indukowaé powstawanie skupisk aktyny.
Procesy te mozna zablokowac¢ wprowadzajac do
komdérki dominujgcy negatywny mutant biatka
cdc42 (Symons i wspoOtaut. 1996). Na Ryc. 4
przedstawiono schematycznie szlaki przekazy-
wania sygnatéw uruchamiane w wyniku akty-
wacji biatek rho, rac i cdc42 w komorkach
ssakow.

ENDOCYTOZA | TRANSPORT WEWNATRZKOMORKOWY

Fagocytoza jest procesem pobierania przez
komorki czastek o Srednicy powyzej 0,5 gm. Na
drodze fagocytozy komorki moga pobieraé po-
karm, a komoérki uktadu immunologicznego w
ten spos6b pochtaniajg i unieszkodliwiajg np.
bakterie. Fagocytoza zostaje zapoczgtkowana

przez przylaczenie czastek do receptorow
powierzchniowych. Zwigzanie czagsteczki z re-
ceptorami powierzchniowymi indukuje urucho-
mienie w komorce szlakdéw przekazywania syg-
natdw, ktdre prowadzg do miejscowej reorgani-
zacji cytoszkieletu aktynowego w najblizszym
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sasiedztwie btony cytoplazmatycznej i wchio-
niecie czastki (Kwiatkowska i Sobota 1999). Po
jej internalizacji nastepuje szereg procesow od-
taczania i fuzji bton, ktére powodujg dojrzewa-
nie fagosomu i dostarczajg hydrolaz, proteaz, i
enzymoéw antybakteryjnych rozkladajacych
czastke lub niszczacych patogen. Zwielu badan
wynika, ze w procesie przekazywania sygnatu
fagocytarnego uczestniczg réwniez biatka Rho
(Van Aelst i D'Souza-Schorey 1997). W przy-
padku komdérek nabtonkowych wykazano, ze
podczas wchtaniania bakterii Shigella do ko-
morki zaangazowane sa trzy izoformy biatek
rho: rho A, B oraz C. W zaproponowanym mo-
delu (Adam i wspotaut. 1996), inwazja bakteryj-
na wywotuje w komérce podbtonowag nukleacje
aktyny i aktywowang przez biatko rho, jej poli-
meryzacje. Proces ten jest kontynuowany pod-
czas zamykania fagosomu i w trakcie jego
wchianiania. Komoérki traktowane transferaza
C3, ktéra inaktywuje biatka rho, nie wykazuja
zdolnos$ci do fagocytozy. Badania prowadzone
na innych komdérkach nie wykluczaja udziatu
biatek rac i cdc42 na tych etapach fagocytozy.
W makrofagach aktywnos¢ cdc42 i rac jest
wymagana réwniez podczas internalizacji mi-
kroorganizméw z udziatem receptorow Fe (Ca-
ron i Hall 1998, Cox i wspétaut. 1997). Wyka-
zano takze, ze nadekspresja dominujgcych ne-
gatywnych mutantéw racl i cdc42 hamuje fa-
gocytoze zalezng od receptoréw Fc w leukocy-
tach (Cox i wspodtaut. 1997). Ponadto, w
pozniejszej fazie procesu fagocytozy, z udziatem
receptoréw Fc, nastepuje aktywacja wytwarza-
jacej nadtlenki oksydazy NADPH, ktorej racjest
allosterycznym regulatorem (Abo i wspétaut.
1991).

Polimeryzacja czasteczek aktyny i akumula-
cja mikrofilamentoéw jest zjawiskiem przejscio-
wym i wystepuje tylko w trakcie tworzenia kub-
ka fagocytarnego i we wczesnej fazie tworzenia
sie fagosomu (Greenberg i wspoOtaut. 1991).
Podczas dojrzewania fagosomu oraz fuzji z en-
dosomami i lizosomami ma miejsce proces od-
wrotny, depolimeryzacja aktyny. Oprécz mikro-
filamentéw, wokot wczesnych fagosomow zi-
dentyfikowano kilkadziesiat biatek wigzgacych
aktyne, ktoére decyduja o stopniu polimeryzacji
i depolomeryzacji aktyny, za$ ruch mikrofila-
mentéw w pseudopodiach formujacych kubek
fagocytarny przypisuje sie miozynie | i VII
(Kwiatkowska | Sobota 1999, Ma 1999). Rola
bialek Rho podczas przeobrazen cytoszkieletu
aktynowego w procesie fagocytozy polega na
aktywacji enzymow efektorowych, podobniejak
ma to miejsce w przypadku migracji czy zmiany
ksztattu komorki. Wsréd enzymoéw efektoro-
wych stymulowanych przez biatka Rho po za-
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dziataniu sygnatu fagocytarnego znajduja sie,
miedzy innymi, kinaza rho i 5-kinaza fosfatydy-
loinozytolowa. Produkt tej ostatniej kinazy,
PI(4,5)P2 oddziatujac z r6znymi biatkami wigza-
cymi aktyne i posiadajgcymi domeny wigzace
fosfoinozytole, moze w efektywny sposéb regu-
lowa¢ poziom polimeiyzacji i depolimeryzacji
aktyny (Schmidt i Ha11 1998).

Endocytoza fazy ptynnej, zalezna i niezalez-
na od klatryny, podobnie jak w przypadku fa-
gocytozy rozpoczyna sie aktywacja receptorow
btonowych i przeobrazaniem cytoszkieletu pod-
btonowego (K1opocka 2000). W komdrkach ssa-
kow konstytutywnie aktywne mutanty rac i rho
redukuja endocytoze receptorow transferyny, a
dominujacy aktywny mutant rhoA blokuje in-
ternalizacje receptoréw muskarynowych. Przy-
puszcza sie, ze w proces ten zaangazowane sg
fosfolipaza D (PLD) i 5-kinaza fosfatydyloino-
zytolowa, ktore kontrolujg organizacije wgtebien
optaszczonych klatryng (Lamaze i wspotaut.
1996). Ekspresja dominujgcego aktywnego mu-
tanta rho A w oocytach Xenopus powoduje zwie-
kszenie endocytozy nie zwigzanej z optaszcza-
niem pecherzykéw klatrynowych, awprowadze-
nie transerazy C3 lub ADP-rybozylowanej for-
my rho A hamuije ten efekt. Biatka z rodziny Rho
zostaly zlokalizowane na powierzchni wczes-
nych endosomow (Van Aelst | D'Souza-Scho-
rey 1997). Natomiast w fibroblastach (Ridiey i
wspotaut. 1992), ale nie w zarodkowych komor-
kach nerki chomika (Li i wspétaut. 1997), po
wprowadzeniu aktywnej formy biatka rac ob-
serwowano wzmozong pinocytoze, podczas kto-
rej zlokalizowano na powierzchni pecherzykow
pinocytotycznych kinaze PAKI. W pézniejszych
badaniach wykazano, ze RasH aktywuje proces
pinocytozy, ktory nie jest blokowany przez do-
minujacy negatywny mutant racl, ale dominu-
jacy aktywny mutant Rab5. Rola biatek rac w
procesie endocytozy jest niejasna, a opisywane
rozbieznosci moga sugerowaé wystepowanie
odmiennych drég przekazywania sygnatéw w
roznych rodzajach komorek (Van AetstiD'Sou-
za-Schorey 1997)

Poza regulacjg endocytozy, mate biatka G z
rodziny Rho kontrolujg proces transportu pe-
cherzykéw sekrecyjnych (egzocytozy). W ko-
morkach tucznych biatka rac i rho stymuluja
egzocytoze pecherzykédw wydzielniczych, pod-
czas gdy transferaza C3 i dominujgce negatyw-
ne mutanty tych biatek hamujg wydzielanie
indukowane przez GTPyS (Norman i wspétaut.
1996). Podobnie jak w procesach endocytozy,
podczas egzocytozy wymagana jest takze redy-
strybucja i polimeryzacja mikrofilamentéw. Ten
ostatni proces mozna zahamowac cytochalazy-
nag D, ale interesujacy jest fakt, ze dominujace
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aktywne mutanty rac i rho aktywujg egzocytoze
nawet w obecnosci cytochalazyny D. Wydaje sie
wiec, ze w tych komorkach szlaki przekazywa-
nia sygnatéw kontrolujgce transport pecherzy-
kowy i przebudowe cytoszkieletu aktynowego
przebiegaja réwnolegle. Przypuszczenia te po-
twierdzajg obserwacje, w ktoiych wykazano, ze
GDI biatek rho hamuje egzocytoze stymulowa-
ng przez GTPYS (Mariot i wspétaut. 1996). W
komérkach drozdzy S. cerevisiae w pecherzy-
kach aparatu Golgiego zlokalizowano homolog
rhoA, rhol (Mccaffery i wspétaut. 1991), z
drugiej strony cdc42 wystepuje w drozdzach w
miejscach sekrecji pecherzykéw przy nowo for-
mowanym paczku (Ziman i wspotaut. 1993). W
komorkach ssakéw biatko cdc42 jest obecne w
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aparacie Golgiego i sugeruje sie, ze aktywacja
tego biatka i tworzenie filopodidw przy krawedzi
komérki moze by¢ zwigzana z transportem do
blony cytoplazmatycznej (Erikson i wspotaut.
1996). Wprawdzie wiadomo, ze wiele procesow
zwigzanych z transportem pecherzykowym
koordynowanych jest przez wzajemnie oddzia-
tywanie pomiedzy cytoszkieletemm a btong ko-
moérkowa, jednak funkcja tych interakcji w
przebiegu procesu egzocytozy nie jest znana.
Najprawdopodobniej wptyw biatek Rho na me-
tabolizm fosfolipidéw, ze szczegélnym uwzgled-
nienie fosfatydyloinozytoli, moze by¢ tym klu-
czowym ogniwem w regulacji przemiany cytosz-
kieletu aktynowego podczas procesow sekreciji.

PODSUMOWANIE

Przedstawiciele rodziny matych biatek G,
biatka Rho, funkcjonujg jako regulatory mole-
kularne, ktére kontroluja szeroki zakres proce-
sow kluczowych dla zycia komorki eukariotycz-
nej. Podobnie jak inne GTPazy, wystepujag one
w stanie aktywnym po zwigzaniu GTP, a w
stanie nieaktywnym, gdy GTP ulegnie hydroli-
zie do GDP. Wymiana i hydroliza nukleotydéw
wymaga udziatu dodatkowych biatek regulato-
rowych, takich jak GEF, GAP i GDI. Jedng z
najwazniejszych funkcji biatek nalezgcych do
rodziny biatek Rho (rho, rac i cdc42) po aktywa-

cji receptora przez ligand jest uruchamianie
mechanizmdéw prowadzgcych do reorganizaciji i
przeksztatcenia cytoszkieletu aktynowego. Po-
przez stymulacje wielu kinaz i biatek efektoro-
wych, biatka Rho moga wigczac szlaki przeka-
zywania sygnatéw, ktore kontrolujg stopien
polimeryzaciji i depolimeryzacji aktyny oraz re-
gulujg poziom fosforylacji miozyny. W ten spo-
s6b umozliwiajg one komorkom prawidtowy
przebieg tak waznych dlajej zycia proceséw, jak
ruch, zmiana ksztaltu, endocytoza, egzocytoza
i podziat komorki.

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/Sarffamilies
regulate vesicle trafficking, Ran family regulates nucleocy-
toplasmic transport and microtubule 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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