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MIGRACJA — REGULACJA ZJAWISKA PRZEZ WYBRANE
SZLAKI SYGNALOWE

WPROWADZENIE

Biologia komorki definiuje zjawisko mi-
gracji jako aktywne przemieszczanie sie
jednokomérkowych  organizméw  eukario-
tycznych i komoérek tkankowych. Pojecie to
zawezone jest dodatkowo do wedrowki ko-
morek przyczepionych do podloza, czyli pel-
zajacych. Migracje zaobserwowano i badano
najpierw w komoérkach wolnozyjacych ameb,
stad ten sposob przemieszczania sie nazwa-
no migracja ameboidalng. Mechanizm i pod-
stawy molekularne tego zjawiska w jednoko-
morkowych organizmach bada sie do dzis.
Wiele bialek zaangazowanych w migracje, a
takze procesow zwiazanych z tym zjawiskiem
odkryto wilasnie u wczesnych Eukaryota.
Badania migracji komoérek tkankowych w
zewnatrzkomoérkowej macierzy pokazaly, ze
nie wszystkie typy komorek przemieszczajg
sie ruchem ameboidalnym. Niektére komorki
poruszaja sie tzw. ruchem mezenchymalnym,
ktérego mechanizm jest nieco inny niz odpo-
wiadajacy za migracje ameboidalna (RIDLEY
2011, REIG i wspélaut. 2014). Jednokomoér-
kowe Eukaryota wedruja w poszukiwaniu

pokarmu i optymalnych warunkow
Srodowiska. Migracja komorek tkankowych
jest podstawa morfogenezy, reakcji

ukladu odpornosciowego czy gojenia ran.
Przemieszczanie sie¢ komorek prawidlowych
jest wiec niezwykle waznym zjawiskiem dla
rozwoju i funkcjonowania wielu organizmow.

Bywa jednak niepozadane, jesli migracje
podejmuja komorki nowotworowe, poniewaz
inicjuje patologiczne procesy przerzutowania
(metastazy) (COOPER 2000, YILMAZ i CHRISTO-
FORI 2010).

Migracja komoérek, tak ameboidalna, jak
i mezenchymalna, jest zjawiskiem obejmuja-
cym réznorodne procesy, regulowanym przez
szlaki sygnalowe zwigzane zaréwno z biatko-
wymi przekaznikami sygnalow, jak tez jona-
mi wapnia. Kolejne etapy zjawiska obejmu-
ja: polaryzacje i wysuwanie strefy frontalnej,
adhezje, proteolize macierzy zewnatrzkomor-
kowej (w przypadku migracji mezenchymal-
nej), obkurczanie strefy tylnej i zerwanie jej
kontaktow z podlozem, prowadzace do prze-
mieszczenia sie komorki w kierunku loko-
mocji. Aby komoérka mogla podja¢ migracje,
musza zajS¢ SciSle ze soba powiazane pro-
cesy takie jak: polaryzacja, polegajaca na
utworzeniu funkcjonalnie i1 morfologicznie
zroznicowanych dwoch biegunow komorki:
frontu i strefy tylnej, oraz adhezja, umozli-
wiajaca przesuniecie sie komorki wzgledem
podtoza. Migracji towarzysza zmiany ksztaltu
komorki i silna aktywnosé¢ blony komoérko-
wej w strefie frontalnej, zwana faldowaniem
blony (ang. ruffling), gdzie zachodzi pino-
cytoza i fagocytoza. Bez wzgledu na rodzaj
migracji komoérkowej, fundamentalna role w
tych procesach odgrywa dynamiczna reorga-
nizacja filamentéw aktynowych. U podstaw
zmian architektury filamentow aktynowych
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leza biatka oddziatujace z aktynag, np. kofi-
lina, zelsolina czy kompleks biatek Arp2/3,
regulujace proces polimeryzacji aktyny w
sposéb niezwykle dynamiczny (DOS REME-
DIOS i wspotaut. 2003, RIDLEY 2015). Wydaje
sie, ze wszystkie procesy w komoérce, ktore
mozna okreslic wspolnym mianem dynamiki
cytoszkieletu (polimeryzacja i depolimeryza-
cja aktyny, kurczenie sie sieci mikrofilamen-
tow z udzialem biatek motorycznych, prze-
mieszczanie sie warstwy kurczliwej jako ca-
tosci), wspélnie generuja sile niezbedna dla
migracji komorki, a takze wszystkich proce-
s6w zwiazanych z ruchliwoscia komoérki.

Organizacja cytoszkieletu i jego rola w
migracji ameboidalnej i mezenchymalnej sa
rozne. W migracje komoérek przemieszczaja-
cych sie ruchem ameboidalnym nie sa za-
angazowane mikrotubule, komorki migruja
szybciej, sila dla przesuniecia sie komorki
jest generowana przez skurcz warstwy kor-
tykalnej, a ruch krawedzi wiodacej ma cha-
rakter skokowy. Tak migruja wolnozyjace
ameby (np. Amoeba proteus, Acanthamoeba
castellanii) czy komoérki ukladu odporno-
Sciowego: limfocyty, leukocyty, monocyty.
Te komorki tkankowe nie degraduja ze-
wnatrzkomoérkowej macierzy. Podczas we-
drowki zmieniaja dynamicznie ksztalt, co
umozliwia im przeciskanie sie przez oczka
trojwymiarowej sieci wlokien macierzy ze-
wnatrzkomorkowej. Migracja mezenchymal-
na jest wolniejsza, miedzy innymi ze wzgle-
du na formowanie silnych zogniskowanych
kontaktéw adhezyjnych, ktére nie powsta-
ja podczas ruchu ameboidalnego, a blona
frontalna przesuwa sie ze stala szybkoscia.
Ten typ ruchu jest charakterystyczny
dla keratynocytow, fibroblastow, komorek
Srodbtonka i komoérek miesni gladkich. W
fibroblastach mikrotubule odgrywaja istotna
role w tworzeniu funkcjonalnej asymetrii
i utrzymaniu polaryzacji komorki, a ich
interakcja z filamentami aktynowymi jest
niezbedna dla wysuwania frontu. Natomiast
w innych komoérkach, np. epidermalnych
keratynocytach ryb, a takze ameboidalnej
formie S$luzowca Dictyostelium discoideum,
mechanizm polaryzacji i wysuwania krawe-
dzi frontalnej nie angazuje mikrotubul, a
ekspansja blony komorkowej jest wynikiem
polimeryzacji aktyny we wspoéldzialaniu z
niekonwencjonalnymi miozynami z rodziny I
(THERIOT i MITCHISON 1991, YUMURA i FUKUI
1998; patrz SUSZEK i wspétaut. w tym ze-
szycie KOSMOSU).

Ruch mezenchymalny, zachodzacy w
macierzy zewnatrzkomorkowej, jest zalezny
od degradacji bialek formujacych struktury
wlokniste i torowania sobie w ten sposéob
drogi w macierzy zewnatrzkomorkowej. Taka
zdolnos¢ posiadaja komorki dzieki syntezie i

wydzielaniu proteaz, glownie z rodziny me-
taloproteinaz (TROJANEK 2015). Aktywnos¢
proteolityczna, poza polaryzacja, dynamika
cytoszkieletu i adhezja, jest warunkiem mi-
gracji typu mezenchymalnego.

Opisane roéznice dotycza tego, co dzieje
sie w strefie frontalnej migrujacej komor-
ki. Kurczliwosc¢ strefy tylnej zwigzana jest
z aktywnoscia konwencjonalnej miozyny II
(podobnej w budowie i dzialaniu do miozyn
miesniowych, patrz Suszek i wspétaut. w
tym zeszycie KOSMOSU) i w obu rodzajach
migracji przebiega podobnie. Opis mechani-
zmoéw lezacych u podstaw procesow zacho-
dzacych w migrujacej komorce oraz ich re-
gulacja sa tematem niniejszego artykutu.

POLARYZACJA KOMORKI

Polaryzacja jest reakcja nieaktywnej ko-
morki na bodziec mechaniczny, fizyczny czy
chemiczny. Komorki tkankowe odpowiadajg
polaryzacja najczesciej na bodzce chemiczne.
Gradient stezen stymulujacych je substancji
wywoluje reakcje chemotaktyczna i prowadzi
komoérki do miejsc przeznaczenia. Kierunko-
wa lokomocja jest jednym ze zjawisk, ktore
zaleza od rozwoju i stabilizacji dwéch réznig-
cych sie funkcjonalnie i morfologicznie bie-
gunéw komorki. Biegun przedni jest wysu-
wany, drugi (strefa tylna) jest wycofywany i
podaza za frontem. Polaryzacja komorek nie-
zbedna dla podjecia migracji dotyczy zmian
w rozmieszczeniu 1 organizacji filamentow
aktynowych oraz uktadu aktyna-miozyna II.
Zachowanie polaryzacji w komoérkach mi-
grujacych zaréwno ruchem ameboidalnym,
jak i mezenchymalnym jest zwiazane z od-
miennymi procesami zachodzacymi w dwoéch
przeciwlegtych obszarach komorki. Podczas
gdy polimeryzacja aktyny zachodzi lokalnie
na biegunie frontalnym, a jej dezorganiza-
cja jest rozproszona w pozostalych strefach
komorki, to organizacja miozyny II prowa-
dzi do formowania filamentéw miozynowych
(ztozonych z kilku do kilkunastu czasteczek
miozyny konwencjonalnej) w calej komorce,
a jej dezorganizacja zachodzi w tyle komorki
(VERKHOVSKY i wspoétaut. 1999). W komor-
kach pelzajacych ruchem ameboidalnym
trojwymiarowa sie¢ filamentow aktynowych
na krawedzi frontalnej traci cyklicznie kon-
takt z blona komorkows, ktoéra wypychana
jest przez naplywajaca pod blone endopla-
zme. Ruch endoplazmy jest efektem skurczu
akto-miozynowej sieci kortykalnej w calej
migrujacej komoérce poza obszarem wioda-
cym albo tworzacym sie¢ nowym frontem. W
komérkach przemieszczajacych sie ruchem
mezenchymalnym krawedz frontalna jest
przesuwana w wyniku wydtuzania spolaryzo-
wanych filamentéw aktynowych, do ktérych
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Ryc. 1. Schemat struktur tworzonych przez cytoszkielet aktynowy w migrujacych komorkach.

Na rycinie zaznaczono nazwy bialek z rodziny Rho, odpowiedzialnych za procesy zachodzace podczas migracji w

przedniej i tylnej strefie komorki.

przylaczane sa nowe monomery aktyny po
wewnetrznej stronie blony. Dzieki jednocze-
$nie formowanym miejscom adhezji, filamen-
ty pozostaja stacjonarne wzgledem podtoza.
Przyczepienie lamellipodium do podloza jest
tak samo wazne dla zachowania polaryza-
cji komorki, jak lokalna polimeryzacja akty-
ny wypychajaca blone komoérkowa. Deadhe-
zja tyhu, czyli oderwanie tylu od podloza i
przesuniecie ciala komoérki w kierunku lo-
komocji, zachodzi w wyniku skurczu i dez-
organizacji cytoszkieletu akto-miozynowego,
podobnie jak w ruchu ameboidalnym. Taki
podzial procesow miedzy dwa bieguny ko-
morki wymaga kontroli przez odrebne szlaki
sygnatowe (Ryc. 1). Strefa frontalna wymaga
regulacji dynamiki cytoszkieletu aktynowego;
w strefie sSrodkowej i tylnej komorki precy-
zyjnie kontrolowana jest interakcja aktyny z
miozyna II, odpowiedzialna za skurcz oraz
organizacje i dezorganizacje miejsc adhezji —
kontaktéw zogniskowanych.

Reorganizacja sieci filamentéw aktyno-
wych w odpowiedzi na bodzce zewnetrzne
zalezna jest od aktywnosci biatek wiazacych
aktyne. Dwa z nich, kofilina i miozyna II,
odgrywaja niezwykle wazna role w organi-
zacji ukladu (albo cytoszkieletu akto-miozy-
nowego) aktyna-miozyna zaréwno w strefie
frontalnej, jak i poza nig (MCGOUGH 1998,
Dos REMEDIOS i wspoélaut. 2003, WINDER i
AYSCOUGH 20035). Oba te biatka sa aktywo-

wane i dezaktywowane przez wiele szlakow
sygnatowych. Kofilina jest kluczowym regu-
latorem dynamiki cytoszkieletu aktynowego,
a miozyna II odpowiada za procesy skurczu.
Biatka wchodzace w interakcje z aktyna sa
regulowane m. in. przez male bialtka wiaza-
ce GTP (zwane roéwniez maltymi GTPazami)
z rodziny Rho (Rho, Rac, Cdc42) oraz jony
Ca?. Te szlaki (Sciezki) regulacji procesow
odpowiedzialnych za migracje komoérek zo-
stana omoéwione w niniejszym artykule.

MECHANIZM I REGULACJA
WYSUWANIA FRONTU

Niemal 40 lat temu Abercrombie zidenty-
fikowal cienka warstwe cytoplazmy wysuwa-
na na froncie rozplaszczonej, migrujacej ko-
morki niemiesSniowej, okreslajac ja jako la-
mellipodium (ABERCROMBIE 1980). Po6zniejsze
badania wykazaly w tej strefie obecnosc fi-
lamentéow aktynowych i bazujace na polime-
ryzacji aktyny wysuwanie krawedzi wiodacej
komorki (HEATH i HOLIFIELD 1993, LASOTA i
wspotaut. 2017). Doswiadczenia z zastoso-
waniem fluorescencyjnie znakowanej aktyny
pokazaly, ze lamellipodium jest pierwszym
obszarem komorki, do ktérego inkorporo-
wana jest znakowana aktyna (GLACY 1983).
Lamellipodium stanowi strefe migrujacej ko-
morki, ktora odpowiada nie tylko za prze-
suwanie sie jej krawedzi wiodacej, ale takze
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formowanie i rozwo6j miejsc adhezji (SMALL
1998), zwanych kompleksami adhezyjnymi.
Mechanizm organizacji aktyny i generowania
sily przesuwajacej blone lamellipodium w
kierunku lokomocji byt i nadal jest tematem
licznych badan (patrz KrLOPOCKA i wspélaut.
2009). Wyniki tych badan sugeruja, ze za
ekspansje lamellipodium odpowiada pro-
ces polegajacy na ciaglej przebudowie fila-
mentéw aktynowych (ang. treadmilling) oraz
zdeterminowana podczas polaryzacji komor-
ki orientacja mikrofilamentéw, z koncami
kolczastymi skierowanymi ku wewnetrzne;j
powierzchni blony frontalnej (VERKHOVSKY i
wspotaut. 1998). Polimeryzacja aktyny za-
chodzi wiec pod blona, a dezorganizacja sie-
ci w tylnej strefie lamellipodium. Sila prze-
suwajaca blone jest dodatkowo zwiekszona

dzieki rozgalezieniu sieci mikrofilamentéw
(POLLARD i BORISY 2003). AktywnosS¢ kra-
wedzi wiodacej komorki: wypychanie blo-

ny komoérkowej, formowanie filopodiow czy
tzw. ,ruffles” (czyli faldy blony komoérkowe;j),
bazujace na dynamicznej reorganizacji sieci
filamentéw aktynowych, polimeryzacja/depo-
limeryzacja aktyny, formowanie odgalezien
bocznych czy fragmentacja filamentéw, jest
regulowane przez mate biatka G z rodziny
Rho (HALL 1998, RIDLEY 2001).

Pierwszych dowodéw na akto-miozynowy
charakter ukladu kurczliwego ameb dostar-
czyly na poczatku lat 70. XX w. doswiad-
czenia prowadzone w grupie Korna nad cy-
toszkieletem Acanthamoeba -castellanii (POL-
LARD i KORN 1973). W przypadku Amoeba
proteus dowodow takich dostarczyly badania
modeli glicerynowych ameb, ktore kurczyly
sie w obecnosci adenozynotrifosforanu (ATP)
i jonéw nieorganicznych (SIMARD-DUQUESNE i
COUILLARD 1962, RINALDI i wspoétaut. 1975,
OpAs i RINALDI 1976). Kortykalny cytoszkie-
let komoérek przemieszczajacych sie ruchem
ameboidalnym tworzy ciagla warstwe pod-
Scielajacg wewnetrzng powierzchnie blony
(KrorockA 2001). Formuje go trojwymiarowa
sie¢ filamentéw aktynowych z krotkimi fila-
mentami miozyny Il rozmieszczonymi w stre-
fie Srodkowej i tylnej komérki. W miejscach
formowania nowych frontéw, a takze cyklicz-
nie na krawedzi wiodacej, sie¢ filamentow
aktynowych oddysocjowuje od blony i jest
wycofywana do wnetrza komorki. Powstaje
lokalny spadek cisnienia hydrostatycznego,
ktore jest wytwarzane w wyniku aktywnosci
kurczliwej warstwy kortykalnej poza krawe-
dzia wiodaca. Endoplazma plynaca w kie-
runku slabego punktu w obrebie korteksu
- zgodnie z prawami hydrodynamiki - wy-
pycha blone komérkowa. Stad skokowa pro-
gresja krawedzi wiodacej (GREBECKI 1990).
Rozdzielenie kompleksu blona-cytoszkielet
zachodzi prawdopodobnie dzieki zwiekszone-

mu stezeniu jonéw Ca?" bezposrednio pod
btong frontalng. Wykazano, ze podczas ru-
chu wielkich ameb poziom wapnia w ich
strefach czolowych wzrasta rytmicznie co
1-4 sekund (TAYLOR i wspdélaut. 1980). W
tym tempie odklejane sa rowniez od blony
kolejne warstwy sieci aktynowej (GREBEC-
KI 1990). Jony Ca? reguluja oddzialywania
pomiedzy filamentami aktyny i blona pla-
zmatyczna (KAWAKATSU i wspétaut. 2000).
Podobny mechanizm odpowiada za migra-
cje komoérek przemieszczajacych sie ruchem
ameboidalnych, np. leukocytow (KELLER i
EGGLI 1998). Migracja ludzkich monocytéw
pierwotnych jest rowniez regulowana przez
zmiany poziomu cytoplazmatycznych jonéw
Ca* oraz biatka z rodziny Rho (POMORSKI i
wspotaut. 2004).

ROLA BIALEK Rho

Mate biatka G dzialajg jako molekularne
aktywatory, regulujace nie tylko migracje ko-
morek niemiesniowych, ale takze skurcz mie-
$ni gladkich, endocytoze cytokineze, wzrost i
wycofanie sie neurytu (RIDLEY i HALL 1992,
RIDLEY 2001, KrOoPOCKA i BARANSKA, 2005).
Ich dzialanie obserwowano w wielu typach
komoérek: fibroblastach, makrofagach, ko-
morkach epitelialnych, astrocytach, komor-
kach nowotworowych, limfocytach czy plyt-
kach krwi oraz neuronach (RIDLEY i wspol-
aut. 1995, ALLEN i wspoétaut. 1997, RIDLEY
2015). Wydluzanie aksonu jest specjalna
forma kierunkowej migracji, podczas ktorej
cialo komorki nie przemieszcza sie. Cdc4?2
i Racl pozytywnie reguluja wzrost neurytu,
natomiast RhoA hamuje jego wydluzanie sie
(WONG i wspoétaut. 2000).

Aktywne biatka Rho przekazuja sygnat
wchodzac w interakcje ze swoimi efektora-
mi. Sa nimi kinazy bialkowe, enzymy mo-
dyfikujace lipidy, aktywatory kompleksu
bialek Arp2/3, a takze biatka ERM i mDia
(ETIENNE-MANNEVILLE i HALL 2002). Kazde
z malych bialek Rho moze byc¢ aktywowa-
ne przez receptory czynnika wzrostu (HALL
1998), integryny (PRICE i1 wspoétaut. 1998)
oraz receptory zwiazane z heterotrimeryczny-
mi bialkami G (GPCRs) (ang. G protein-co-
upled receptors), przede wszystkim G, ,, G
G,. Receptory te aktywuja odpowiednie dla
danego biatka czynniki GEFs (ang. guanine
nucleotide exchange factors), ktérych funk-
cja polega na wymianie GDP na GTP w cza-
steczkach biatek Rho, a w konsekwencji ak-
tywacje tych bialek (HALL 1998, MAHONEY i
SUNAHARA 2016). Aktywacja czynnikow GEFs
dla biatka Rac jest zalezna od aktywnosci
PI3-kinazy (KAIBUCHI i wspoétaut. 1999, Roy-
AL i wspotaut. 2000).

0’
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Wykazano, ze Racl kontroluje formo-
wanie lamellipodium, Cdc42 filopodiow, a
RhoA wlokien naprezeniowych (NOBES i HALL
1995). Aktywacja bialek Rac i Cdc42, np.
w komoérkach neuroblastomy, promuje for-
mowanie odpowiednio lamellipodiow i filopo-
diéw wzdhuz rosnacego neurytu (Luo 2000).
Cdc42, zlokalizowane pod btona komoérkowg
na krawedzi frontalnej, odpowiada takze za
polaryzacje komorki i stabilizuje ruch kie-
runkowy - chemotaksje (ITOH i wspélaut.
2002). Badania z zastosowaniem jednej z
technik fluorescencyjnych, rezonansowego
przeniesienia energii (ang. Forster/Fluore-
scence Resonance Energy Transfer, FRET),
ujawnily gromadzenie sie¢ Racl-GTP, czyli
aktywnego biatka Racl, tuz pod blong kra-
wedzi wiodacej, w wyniku stymulacji recep-
torow czynnika wzrostu (KRAYNOV i wpotaut.
2000, IToH i wspoétaut. 2002). Szlak sygna-
lowy uruchamiany przez ten receptor prowa-
dzi do aktywacji bialek GEFs. W przypadku
Racl sa to m.in.: biatko Vav (KRANEWITTER
i wspoélaut. 2001) i Sos (SCITA i wspélaut.
2000), aktywowane przez fosfatydyloinozy-
tolo-trifosforan. Ten produkt aktywacji PI3-
-kinazy podczas chemotaktycznej migracji
komoérek, np. leukocytéow, gromadzi sie pod
btong krawedzi frontalnej (RICKERT i wspol-
aut. 2000). Rac i Cdc42 reguluja rowniez
adhezje strefy frontalnej poprzez kontrole
formowania stabych wigzan lamellipodium 2z
podlozem - kompleksow adhezyjnych (RIDLEY
i wspotaut. 2003). Bialka te wlaczone sag
takze w aktywacje kompleksu bialek Arp2/3,
katalizujacego nukleacje nowych filamentéw
aktynowych i formowanie odgalezien istnie-
jacych juz mikrofilamentéw. Aktywacja kom-
pleksu wymaga zwigzania sie¢ z bialtkami z
rodziny WASP czy WAVE (POLLARD i wspo6l-
aut. 2000, CONDEELIS 2001). Pierwsze z nich
sa efektorami Cdc42 (ASPENSTROM 1997, WE-
LCH i MULLINS 2002), natomiast WAVE jest
regulowane przez Rac (RIDLEY 2001, CORY i
RIDLEY 2002). Aktywacja kompleksu Arp2/3
umozliwia jego interakcje z biatkami pro-
mujacymi nukleacje aktyny (CHESARONE i
GOODE 2009, CAMPELLONE i WELCH 2010).
Efektorem Rac, wlaczonym takze w regu-
lacje polimeryzacji aktyny, jest kinaza PIPS
(kinaza 5 fosfatydyloinozytolo-4-fosforanu).
Enzym ten przeksztalca fosfatydyloinozyto-
lo-fosforan (PIP) do fosfatydyloinozytolo-bis-
fosforanu (PIP,) (HARTWIG i wspoélaut. 1995,
ToLias i wspotaut. 2000), ktéry wspoldziata
z Cdc42 podczas aktywacji WASP (BLANCHO-
IN i wspotaut. 2000). PIP, odgrywa niezwy-
kle wazna role w kontroli dynamiki cytosz-
kieletu aktynowego modulujac wiele bialek
wiazacych aktyne (COOPER i SCHAFER 2000).
Hamuje aktywnos¢ profiliny, kofiliny i bia-
tek zakrywajacych kolczaste konce mikro-

filamentéw, takich jak biatko CapZ i zelso-
lina, natomiast aktywuje biatka sieciujace
filamenty aktynowe, np. a-aktynine (FUKAMI
i wspoétaut. 1992). Poziom fosfatydyloino-
zytolo-bisfosforanu w komérce reguluja za-
rowno receptory majace aktywnosc¢ kinazy
tyrozynowej: receptor epitelialnego czynnika
wzrostu (EGFR), receptor ptytko pochodnego
czynnika wzrostu (PDGFR), jak i receptory
zwiazane z bialkami G, m.in. receptor P2Y,.

Inny szlak sygnalowy, stymulujacy for-
mowanie lamellipodium, zwigzany jest z ak-
tywacja kinazy PAK (ang. p2l-activated ki-
nase), bedacej bezposrednim efektorem bia-
lek Racl i Cdc42. Ta serynowo-treoninowa
kinaza aktywuje m.in. kinazy LIM, ktére
fosforyluja kofiline, blokujac w ten spos6b
jej aktywnosé, a tym samym hamujac poli-
meryzacje aktyny i wysuwanie lamellipodium
(YANG i wspotaut. 1998, DANIELS i BOKOCH
1999, EDWARDS i wspoétaut. 1999, MAEKAWA i
wspotaut. 1999, DAN i wspétaut. 2001). Ko-
filina jest kluczowym regulatorem dynamiki
cytoszkieletu aktynowego zaréwno w lamel-
lipodium, jak tez poza nim, gdzie jej aktyw-
nos¢ kontrolowana jest przez kinaze ROCK
zalezna od biatka Rho (ang. Rho-dependent
kinase). Jej efektorami sa m.in. kinazy LIM
i TES, ktore fosforyluja kofiline (ARBER i
wspoétaut. 1998, MAEKAWA i wspoétaut. 1999,
BERNARD 2007, PAK i wspotaut. 2008). Zdol-
nos¢ kofiliny do wiazania aktyny jest hamo-
wana przez fosforylacje (BAMBURG i wspolaut.
1999, DEsMARAIS i wspétaut. 2005). Kofili-
ne defosforyluja: fosfataza SSH (ang. sling-
shot) oraz fosfataza CIN (ang. chronophin)
(NiwA i wspoélaut. 2002, HUANG i wspoétaut.
2006). Aktywna, zdefosforylowana forma
tego biatka moze poprzez fragmentacje mi-
krofilamentéw zwieksza¢ liczbe kolczastych
koncow filamentéw (ICHETOVKIN i wspoétaut.
2002, VAN RHEENEN i wspoétaut. 2009) albo
aktywuje nukleacje aktyny (ANDRIANANTO-
ANDRO i POLLARD 2006). Z kolei aktywnosc¢
depolimeryzujaca kofiliny zwiecksza pule mo-
nomeréw aktynowych dostepnych dla poli-
meryzacji (VAN RHEENEN i wspétaut. 2009).
Kofilina determinuje wiec szybkos¢ polime-
ryzacji, wplywajac tym samym na stosunek
liczby filamentéw (F-aktyny) do monomeréow
(G-aktyny), od ktorego =zalezy morfologia i
migracja komoérki (HOTULAINEN i wspétaut.
2005). Dzialanie kofiliny moze byc¢ lokalnie
ograniczane przez jej wiazanie z PIP, (YANG i
wspotaut. 1998, EDWARDS i wspolaut. 1999,
MAEKAWA i wspotaut. 1999, DAN i wspoétaut.
2001,vAN RHEENEN i wspotaut. 2007, PAK i
wspotaut. 2008). Sygnal dla uwolnienia kofi-
liny zwiazany jest z aktywacja fosfolipazy C
(PLC) i hydroliza PIP,.

W ekspansje lamellipodium zaangazowa-
ne sa takze miozyny I, ktére sa zdolne do
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bezposredniego oddzialywania z lipidami blo-
ny komoérkowej (MERMALL i wspotaut. 1998).
Wykazano rowniez, ze w rejonie lamellipo-
dium wzrasta poziom ufosforylowanych lek-
kich tancuchéw regulatorowych miozyny II
(MATSUMURA i wspoétaut. 1998). Regulacja
aktywnosci miozyn w lamellipodium zalezy
od szlaku sygnalowego Racl/PAK1. Aktywa-
cja tego bezposredniego efektora Racl moze
prowadzi¢ zaréwno do fosforylacji ciezkich
tancuch6éw miozyny (MHC) (VAN LEEUWEN i
wspoétaut. 1999), jak tez lekkich lancuchow
regulatorowych (RLC) (BRZESKA i wspotaut.
2004). Regulacja wysuwania frontu w ko-
morkach migrujacych tzw. ruchem amebo-
idalnym jest stabo poznana. Badania pro-
wadzone na A. proteus pokazaly, ze biatka z
rodziny Rho: RhoA i Racl odgrywaja kluczo-
wa role w regulacji migracji tej ameby (Kro-
POCKA i REDOWICZ 2003). Badania in vitro
udowodnily natomiast, iz amebowe bialtko
Rac reguluje tempo polimeryzacji aktyny
na etapie nukleacji (KLOPOCKA i wspoélaut.
2005). Niezaleznie wiec od rodzaju mecha-
nizmu, ktory umozliwia przesuniecie btony
frontalnej, u podstawy kazdego z nich lezy
polimeryzacja aktyny.

ROLA RECEPTORA P2Y, (P2Y,R) ORAZ
INTEGRYN

Szlaki sygnatowe uruchamiane przez sty-
mulacje receptora P2Y,R reguluja aktywnosc
malych bialek G, fosfolipaz i kinaz, ktore
kontrolujg procesy zalezne od dynamiki cy-
toszkieletu aktynowego: endocytoze, egzo-
cytoze, cytokineze, transport wewnatrzko-
morkowy, adhezje i migracje komorki.

Receptor P2Y, jest metabotropowym re-
ceptorem aktywowanym przez nukleotydy
ATP i UTP. Wiaze si¢ on z heterotrimerycz-
nym biatkami G: G, G, i G,, . Interakcja
receptora z biatkiem" G, aktyque PLC (fos-
folipaze C), ktora hydrohzuje PIP, do inzy-
tolo 1,4,5-trifosforanu (IP,) i d1acylog11cerolu
(DAG) (BOARDER i HOURANI 1998). 1P, mo-
bilizuje Ca? 2z siateczki endoplazmatyczne;j
(PUTNEY 1990).

W polaryzujacych i rozplaszczajacych sie
komorkach stymulowane sa jednoczesnie re-
ceptory integrynowe i receptory indukujace
reorganizacje cytoszkieletu aktynowego. Nie-
ktore z nich wchodza w interakcje z niekto-
rymi typami integryn, czego konsekwencja
moze by¢ uruchomienie konkretnego szlaku
sygnatowego. Przykladem takiej zaleznosci
miedzy rodzajem kompleksu receptor-inte-
gryna a indukowanym szlakiem sygnatowym
jest interakcja receptora P2Y, z okreslona
integryna. Integryny sa grupa heterodime-
rycznych czasteczek regulujacych adhezje
komorka-komoérka oraz komérka-macierz ze-

wnatrzkomorkowa. Ich nazwa wywodzi sie
od funkcji jakie pelnia, czyli integracji cy-
toszkieletu 2z Srodowiskiem zewnetrznym
(HYNES 1987). Miejsca adhezji na powierzch-
ni lamellipodium formowane w odpowiedzi
na kontakt z ligandem takim jak: witronek-
tyna, fibronektyna czy kolagen, gromadza
odpowiednie receptory integrynowe wokot za-
konczen filamentow aktynowych. Zlokalizo-
wane w tych miejscach bialtka: talina, win-
kulina i a-aktynina, lacza mikrofilamenty z
kompleksami receptor-ligand (BALLESTREAM i
wspoétaut. 2001). Funkcjonalna réznorodnosc
integryn wynika z réznych rodzajow buduja-
cych je podjednostek a/f. Przykladowo, in-
tegryny a, sa grupa receptorow regulujacych
adhezje 1 migracje komoérek osrodkowe-
go ukltadu nerwowego (CLEGG i wspélaut.
2003). Badania roli roznych grup integryn
w zachowaniu komorek, podobnie jak funk-
cji wielu innych biatek, polegaja na anali-
zie zmian wywolywanych blokada badanych
czasteczek.

W jednej z zewnetrznych petli receptora
nukleotydowego P2Y, jest domena wiaza-
ca integryny a3, albo af, (ERB i wspotaut.
2001). Konsekwencja tej interakcji jest wia-
zanie P2Y, z konkretnym typem biatka G:
G, albo G,,. Zwiazanie z bialkiem G, wy-
maga interakcji receptora z af; albo af,
(ErRB i wspotaut. 2001, BAGCHI i wspoétaut.
2005). Oddzialywanie z a3, jest niezbedne
dla zwiazania receptora P2Y2 z biatkiem G,
(Liao i wspoétaut. 2007). Sciezki sygnalowe
indukowane przez kazde 2z tych biatek
zaangazowane Sa W procesy zwiazane z
ruchliwoscia komoérek (SAUZEAU i wspotaut.
2000; ERrRB i wspotaut. 2001, 2006; BAGCHI
i wspotaut. 2005; Liao i wspoétaut. 2007;
SINGH i wspoétaut. 2007). Aktywacja biatka
Racl za posrednictwem G, promuje pola-
ryzacje komoérki i formowanie kompleksow
adhezyjnych w obrebie strefy wiodacej. G,
posredniczy w aktywacji biatka RhoA, kon-
trolujacego procesy zachodzace poza lamelli-
podium: formowanie wildkien naprezeniowych
i kurczliwos¢ poprzez regulacje aktywno-
Sci kofiliny i miozyny II (AMANO i wspoétaut.
1997, BRZESKA i wspoétaut. 2004).

Wykazano, ze synteza integryn a  jest
niezbedna dla indukcji migracji przez P2Y,R
w wielu typach komoérek (BAGCHI i wspétaut.
2005, WANG i wspoélaut. 2005).

Wyniki badan prowadzonych na komor-
kach glejaka C6, w ktéorych hamowano ak-
tywnos¢ kinazy ROCK, jednego z efektoréow
P2Y,R pokazaly, ze mozliwa jest kompen-
sacja takiej blokady przez szlaki sygnatowe
uruchamiane z udzialem integryn af,i a3,
przez ten sam receptor (TARGOS i wspélaut.
2006, KORCZYNSKI i wspoétaut. 2011). Inte-
resujacy jest fakt, ze kompensacja ta jest
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zalezna od obecnosci jonéw Ca?** w S§ro-
dowisku, poniewaz tworzenie komplekséw
P2Y R-integryna nie zachodzi w sSrodowisku
pozbawionym tych jonéw. W komoérkach gle-
jaka C6 jedynie stymulacja szlaku sygnato-
wego via G_ zachodzi bez udzialu integryn.
W aktywacji szlakow przez G, i G , koniecz-
ny jest udzial integryn (Nowak i wspotaut.
dane nieopublikowane). ZHANG i CHEN (2012)
pokazali, ze brak Ca?' na zewnatrz komor-
ki blokuje szlaki sygnatlowe zwiazane z G, i
G, ,, poniewaz zaburzone jest w tych warun-
kach dojrzewanie integryn. Odpowiedzi ko-
morek na stymulacje receptora P2Y, zaleza
zarowno od typu komorki, jak tez krzyzo-
wania sie szlakéw sygnalowych i wzajemne-
go odzialywania receptoréw (ERB i wspétaut.
2006). Przyktadowo, P2Y,R moduluje aktyw-
nos$¢ receptora o aktywnosci kinazy tyrozy-
nowej (LIU i wspotaut. 2004).

REGULACJA PROCESOW W STREFIE
SKURCZU

Podczas gdy w strefie frontalnej komoér-
ki generowana jest sila umozliwiajaca wysu-
wanie lamellipodium i formowanie nowych
miejsc przyczepu do podloza, to poza tym
rejonem kurczliwos¢ cytoszkieletu akto-mio-
zynowego generuje sile odpowiedzialng za
przesuniecie ciata komérki w kierunku ru-
chu (RIDLEY 2001, WORTHYLAKE i wspélaut.
2001). Migracja komorki jest efektem koor-
dynacji obu tych sit.

Kurczliwos¢ cytoszkieletu akto-miozyno-
wego jest determinowana przez aktywnosé
miozyny II. Biatko to regulowane jest przez
fosforylacje i defosforylacje lekkich tancu-
chow regulatorowych (RLC), ktére to procesy
sg regulowane przez bialko RhoA oraz jony
Ca?". Inaktywacja biatka Rho zmienia morfo-
logie komorek, hamuje ich ruchliwosé¢ i in-
wazyjnos¢é, natomiast wzrost w cytoplazmie
stezenia jonoéw Ca?' jest sygnalem dla reor-
ganizacji cytoszkieletu akto-miozynowego.

Dzialanie biatka RhoA jest ograniczone
do tylnej i Srodkowej strefy komorki (WOR-
THYLAKE i wspétaut. 2001). Bezposrednim
efektorem RhoA, regulujacym organizacje
systemu aktyna-miozyna II, jest serynowo-
-treoninowa kinaza ROCK oddzialujaca z
licznymi substratami (SCHMITZ i wspoétaut.
2000, TsuJr i wspoétaut. 2002). ROCK fosfo-
ryluje i hamuje dzialanie fosfatazy lekkich
tancuchow (MLCP) (KIMURA i wspétaut. 1996,
HARTSHORNE i wspotaut. 1998, KAWANO i
wspotaut. 1999, RAMACHANDRAN i wspotaut.
2011). Fosforyluje takze bezposrednio RLC,
zwickszajac aktywnos¢ ATPazowa miozyny II
(MoussaAvI i wspoétaut. 1993, AMANO i wspot-
aut. 1996, RIENTO i RIDLEY 2003, MATSUMU-
RA 2005).

Od kurczliwosci cytoszkieletu akto-miozy-
nowego zalezne jest formowanie wtokien na-
prezeniowych (FUKATA i wspoétaut. 2001) oraz
silnych miejsc adhezji, tworzonych przez
duze grupy integryn powiazanych z wiékna-
mi naprezeniowymi, czyli kontaktow ognisko-
wych (RIDLEY i wspétaut. 2003). Kontrolowa-
na przez szlak sygnatlowy RhoA/ROCK akty-
wacja miozyny II w migrujacych komoérkach
niemiesniowych jest odpowiedzialna zaréwno
za adhezje ciala komorki i formowanie wié-
kien naprezeniowych, jak i za wycofywanie
strefy tylnej (WORTHYLAKE i wspotaut. 2001).
Innym efektorem biatka RhoA jest formi-
na mDial, indukujaca polimeryzacje aktyny
poza obszarem lamellipodium i wspotdziala-
jaca z ROCK w formowaniu wilokien napre-
zeniowych (WATANABE i wspoétaut. 1999).

Poza kinaza ROCK, miozyne aktywuje
kinaza lekkich tancuchow miozyny (MLCK).
Podczas gdy ROCK dziala niezaleznie od
obecnosci jonow Ca? (KIMURA i wspolaut.
1996), MLCK fosforyluje reszty Serl9 i/lub
Thr18 po zwiazaniu czasteczki kalmoduliny
i jonow Ca?" (KATOH i wspoétaut. 2001, Som-
LYO i SOMLYO 2003). A zatem, MLCK jest
aktywowana przez kompleks kalmodulina-
-Ca?* co oznacza, ze dzialanie tej kinazy za-
lezy od sygnatu wapniowego. MLCK aktywu-
je stymulacja receptorow zwiazanych z bial-
kami G (ang. G protein-coupled receptors,
GPCRs), ktora indukuje reakcje wapniowag
w komorkach niepobudliwych. Obie kinazy
fosforylujace RLC dziataja w réznych obsza-
rach migrujacej komorki. Szlak sygnatowy
Rho/ROCK aktywuje miozyne II w strefie
centralnej (CHRZANOWSKA-WODNICKA i BUR-
RIDGE 1996, KIMURA i wspoétaut. 1996, Ka-
WANO i wspoélaut. 1999, TOTSUKAWA i wspol-
aut. 2000). Regulacja via Ca?"/kalmodulina/
MLCK jest odpowiedzialna za fosforylacje
RLC w strefie peryferycznej komorki (TOTSU-
KAWA i wspétaut. 2000, KATOH i wspoétaut.
2001, SOMLYO i SoMLYO 2003). Poza ROCK,
niezaleznie od jonow wapnia, aktywnosc¢
miozyny II reguluje fosfataza lekkich tancu-
chow miozyny (MLCP), ktoéra, defosforylujac
RLC, powoduje relaksacje cytoszkieletu akto-
-miozynowego (SOMLYO i SOMLYO 2000).

Regulacja aktywnosci ATPazowej miozyny
II jest odpowiedzialna za formowanie wlo-
kien naprezeniowych w strefie brzusznej cia-
la komorki, tworzenie ognisk kontaktowych,
skurcz ciala komorki, zerwanie przyczepoéw
do podloza, co powoduje przesuniecie obsza-
ru poza lamellipodium w kierunku migracji,
za wysuwang krawedzia wiodaca. Skurcz i
relaksacja, zwiazane z procesami fosforylacji
i defosforylacji RLC, oraz wysuwanie lamelli-
podium, to trzy podstawowe zjawiska migra-
cji mezenchymalnej. Dwa pierwsze sa cha-
rakterystyczne takze dla migracji ameboidal-
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nej, natomiast u podstaw wysuwania frontu
lezy inny mechanizm. W tylnej i Srodkowe;j
strefie komorek przemieszczajacych sie ru-
chem ameboidalnym skurcz potaczony z zo-
lifikacja cytoplazmy prowadzi do dezorgani-
zacji aparatu kurczliwego, deadhezji i prze-
suniecia ciala komorki w kierunku migra-
cji. Bialka cytoszkieletu, w tym oligomery i
monomery aktynowe, wraz ze strumieniem
endoplazmy przenoszone sg do strefy fron-
talnej, pod blone wysuwanej krawedzi wio-
dacej, gdzie zachodzi rekonstrukcja aparatu
kurczliwego dzieki procesom polimeryzacji
aktyny i sieciowania filamentow aktynowych.

Streszczenie

Ruch i migracja sa jedna z gléwnych funkcji zycio-
wych komoérek. W odpowiedzi na roézne bodzce, dyna-
miczny cytoszkielet aktynowy generuje sile umozliwiaja-
ca komorce przemieszczanie sie w trojwymiarowej sieci
zewnatrzkomorkowej macierzy czy po ptaskim podtozu.
Wydtuzanie filamentéw aktynowych na ich kolczastych
koncach wypycha blone komoérkowa w kierunku mi-
gracji, formujac strefe frontalna zwana lamellipodium.
Skurcz wlokien naprezeniowych umozliwia oderwanie
tylnej czesci komorki i przesuniecie jej do przodu. W
odpowiedzi na bodzce ze Srodowiska, receptory komor-
ki inicjuja wiele szlakéw sygnatowych powodujacych
reorganizacje mikrofilamentéw aktynowych oraz skurcz
uktadu akto-miozynowego. Glownymi regulatorami tych
proceséw sa bialka z rodziny Rho, fosfolipidy PIP, oraz
jony wapnia. Receptory nukleotydowe P2Y, w potaczeniu
z biatkami G reguluja poziom fosfatydyloinozytolu-4,5-
bisfosforanu (PIP,), ktéry moduluje funkcje biatek wia-
zacych aktyne i aktywuje biatka Racl oraz RhoA. Szlak
sygnatowy RhoA/ROCK odgrywa wazna role w genero-
waniu skurczu wiokien naprezeniowych. Z kolei biatko
Racl poprzez swoj efektor kinaze PAK1 reguluje procesy
formujace lamellipodium oraz wysuwanie strefy wiodacej
podczas migracji.
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MIGRATION, MECHANISMS AND REGULATION PRINCIPLES

Summary

Motility is a common feature of numerous cell types. In response to various stimuli, the dynamic actin cytoskel-
eton and contractility generate forces needed to drive the cell forward. Actin filament elongation on the barbed ends
pushes the plasma membrane forward during lamellipodium formation. Stress fibers contraction and/or the contrac-
tion of the cortical network are responsible for detaching the rear part of the cell and enable cell body to follow the
progressing front. In response to extracellular stimuli, multiple signaling pathways are initiated resulting in the actin
filament network reorganization and contractility of acto-myosin system. The key regulators of these processes are
Rho family proteins, PIP, and calcium ions. Nucleotide receptors P2Y, coupled with G-proteins regulate the level of
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP,), which in turn modulates a variety of actin binding proteins, is involved
in calcium response, and activates Racl and RhoA proteins. The RhoA/ROCK signaling pathway plays an important
role in contractile force generation needed for the assembly of stress fibers, focal adhesions and for tail retraction
during cell migration. The Racl via its effector Pakl regulates lamellipodium formation and protrusion of the leading
edge.

Key words: actin cytoskeleton, migration, Rho proteins, stress fibers



