Udzial reaktywnych form tlenu i reduktazy
tioredoksyny w regulacji migracji komoérek

STRESZCZENIE

eaktywne formy tlenu (RFT) przez wiele lat uwazane byly za czynnik uszkadzajacy ko-

moérki i zaburzajacy wiele proceséw. Jednak w ciagu ostatnich lat pojawilo sie wiele
dowodéw na to, ze RFT w stezeniu fizjologicznym odgrywaja wazna role w prawidlowym
funkcjonowaniu komorek i reguluja takie procesy, jak proliferacja, réznicowanie, apoptoza
oraz migracja. Liczne badania wskazuja, ze jednym z mechanizmoéw, poprzez ktéry czynniki
wzrostowe i cytokiny indukuja migracje komoérek, jest kontrolowane wytwarzanie RFT w
sposéb zalezny, miedzy innymi, od oksydazy NADPH. RFT, utleniajac wiele kluczowych
dla przesylania sygnaléw bialek, takich jak np. kinaza biatkowa C, kinazy MAP, PI3K, fosfa-
tazy tyrozynowe, fosfataza PTEN, zmieniaja ich aktywnos¢, co w znaczacy sposéb wplywa na
reorganizacje cytoszkieletu aktynowego, adhezje komérek i migracje. W artykule omoéwio-
no udzial wybranych Sciezek sygnalowych zaleznych od RFT, zaangazowanych w regulacje
aktywnosci ruchowej komoérek zwierzecych zaré6wno prawidlowych, jak i nowotworowych.
Opisano réwniez uklad tioredoksyna-reduktaza tioredoksyny, odpowiedzialny za redukcje
utlenionych przez RFT bialek i przedstawiono wyniki badan dotyczace roli reduktazy tiore-
doksyny w regulacji migracji komorek.

WPROWADZENIE

Aktywnosc¢ ruchowa komoérek zwierzecych towarzyszy wielu procesom za-
chodzacym w zywych organizmach. Wyré6znic¢ wéréd nich mozna embriogeneze
[1], regeneracje i gojenie sie ran [2], reakcje obronne ukltadu immunologicznego
[3] oraz procesy zwigzane z tworzeniem przerzutéw przez komoérki nowotwo-
rowe [4]. Ruch komérek w odpowiedzi na zewnatrzkomérkowe czynniki, takie
jak cytokiny, chemokiny lub czynniki wzrostowe regulowany jest przez wiele
bialek i czasteczek sygnatowych. Jednym z gtéwnych mechanizméw regulacji
aktywnodci bialek zwigzanych z migracja komoérek sa reakcje fosforylacji i de-
fosforylacji, katalizowane przez takie enzymy, jak: MAPK (ang. Mitogen Activa-
ted Protein Kinases), PKC (ang. protein kinase C), FAK (ang. focal adhesion kinase),
ROCK (ang. rho-associated coiled-coil-forming kinase), PI3K (ang. phosphoinositide
3-kinase), PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten)
i wiele innych [5-8]. Jednak, na co wskazuje wiele ostatnich badan, modyfika-
cja dzialania szlakéw przekazywania sygnatu w komorkach poprzez regulacje
aktywnosci niektérych biatek enzymatycznych, moze by¢ réwniez efektem ich
odwracalnego utleniania przez reaktywne formy tlenu (RFT). Wplyw RFT na
funkcjonowanie szlakéw przekazywania sygnalu w komorce zachodzi gléwnie
poprzez zahamowanie aktywnosci fosfataz, miedzy innymi fosfataz seryno-
wo/treoninowych, tyrozynowych i fosfolipidowych, takich jak PP (ang. protein
phosphatases), PTP (ang. tyrosine phosphatase) i PTEN. Utlenienie reszt cysteino-
wych w centrum aktywnym tych fosfataz prowadzi do ich inaktywacjii — w
konsekwencji — wplywa na regulacje wielu kaskad sygnalizacji wewnatrzko-
moérkowej, przede wszystkim zaleznych od kinaz MAP, PI3K i PKC [9-11]. RFT
moga réwniez bezposrednio wptywac na aktywnosé wielu kinaz biatkowych [9]
(Ryc. 1i2).

Wiekszosé RFT powstaje w komorkach w toku ich fizjologicznego metaboli-
zmu, gtéwnie w mitochondriach wskutek , ucieczki” elektronéw z taricucha od-
dechowego. RFT charakteryzuja sie wysoka reaktywnoscia, dlatego tez reakcje
redoks zachodza w komérkach z bardzo duza szybkoscia. Szybkos¢ i tatwosc¢
dyfuzji RFT oraz ich zdolno$¢ do niespecyficznego reagowania z wieloma sktad-
nikami komoérki moze prowadzi¢ do zaburzen funkcjonowania wielu proceséw
w niej zachodzacych, co — w konsekwencji — moze by¢ przyczyna rozwoju
licznych choréb, miedzy innymi miazdzycy, cukrzycy, choroby Alzheimera,
choroby Parkinsona oraz choréb nowotworowych [12,13]. Jednak jak wczesniej
wspomniano, dziatanie RFT w komérkach nie ogranicza sie jedynie do wywoly-
wania szkodliwych efektéw. Istnieje wiele dowodéw na to, ze RFT w stezeniu fi-
zjologicznym odgrywaja wazna role w prawidtowym funkcjonowaniu komorek
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Rycina 1. Drogi sygnalizacji wewnatrzkomérkowej regulowane przez RFT. Wptyw RFT na poziom fosfo-
rylacji biatek zachodzi gtéwnie poprzez zahamowanie aktywnosci fosfataz serynowo/treoninowych PP,
tyrozynowych PTP i fosfolipidowych PTEN, co wplywa na regulacje wielu kaskad sygnalizacji wewnatrz-
komorkowej, przede wszystkim zaleznych od kinaz MAP, PI3K i PKC, prowadzac, miedzy innymi, do
aktywadji czynnikow transkrypcyjnych, takich jak STAT-3, NF-kB i AP-1. Czerwony kolor wskazuje na
bezposrednia aktywacje poszczegoélnych biatek pod wptywem RFT, natomiast niebieski — na zahamowa-
nie ich aktywnosci. Opracowano na podstawie [9].

podjednostki p47rhex, p67rhoxi p40rhex prze-
mieszczajq sie do blony, gdzie lacza sie z
cytochromem b558. Ostatnim etapem akty-
wacji oksydazy NADPH jest przylaczenie
sie do utworzonego kompleksu zaktywo-
wanego biatka Rac, ktére bezposrednio ak-
tywuje oksydaze NADPH do wytwarzania
anionorodnika ponadtlenkowego [31]. W
ostatnich latach wykazano, Zze oksydaza
NADPH wystepuje nie tylko w komérkach
fagocytujacych. W komorkach niefagocytu-
jacych istnieje 5 izoform oksydazy NADPH,
réznigcych sie miedzy soba podjednostka
gp91rhex. Izoformy te kodowane sa przez
rézne geny i okreslane s3 mianem Nox 1-5
(od NADPH oxidase), przy czym Nox2 od-
powiada gp91°hex [32]. Specyficzna lokaliza-
cja poszczegoélnych izoform tego enzymu
w obrebie komoérki lub tkanki umozliwia
lokalne wytwarzanie RFT i precyzyjna re-
gulacje zaleznych od RFT drég wewnatrz-
komérkowego przekazywania sygnatu. W
przeciwienistwie do ,wybuchu tlenowego”

i reguluja takie procesy, jak profileracja, réznicowanie,
apoptoza oraz migracja [13-14].

ROLA REAKTYWNYCH FORM TLENU W REGULAC]JI
MIGRACJI KOMOREK ZW IERZECYCH

Dane literaturowe wskazuja, ze RFT zaangazowane sa
w regulacje migracji wielu typéw komoérek zwierzecych
zaréwno prawidlowych, jak i nowotworowych (Tab. 1).
RFT wytwarzane miedzy innymi pod wplywem dziatania
cytokin i czynnikéw wzrostowych, takich jak PDGF, EGF,
VEGF, TNF-a, interleukina-1 odgrywaja istotng role w re-
organizacji cytoszkieletu aktynowego, adhezji komérek do
podloza, kontaktéow miedzykomérkowych, zmian morfo-
logii i migracji komorek. Regulacja aktywnosci ruchowej
komorek przez RFT moze odbywac sie poprzez wpltyw na
aktywnos¢ wielu bialek, takich jak MAPK, FAK, Src, PKC,
PI3K, PTEN, Rho-GTPazy, jednak mechanizm tej regulacji
nie jest w pelni wyjasniony [9,10].

OKSYDAZA NADPH

Mozliwo$¢ dzialania wspomnianych czynnikéw wzro-
stu i cytokin na migracje komoérek za posrednictwem RFT
wymaga ich kontrolowanego wytwarzania. Jednym z waz-
niejszych enzymow zaangazowanych w wytwarzanie RFT
w komorkach jest oksydaza NADPH, katalizujaca powsta-
wanie anionorodnika ponadtlenkowego w wyniku trans-
feru elektronéw z NADPH na tlen czasteczkowy. Najlepiej
scharakteryzowana jest oksydaza NADPH wystepujaca w
komérkach fagocytujacych, takich jak makrofagi, monocyty
i neutrofile, odpowiedzialna za ,wybuch tlenowy”, majacy
znaczenie w procesach obronnych organizmu. Oksydaza
NADPH jest transblonowym kompleksem podjednostek
p22vhex i gp91Pher tworzacych cytochrom b558. Pozosta-
te podjednostki tego enzymu p47°Px, p67rhox, p40rhex oraz
Racl (w monocytach i makrofagach) lub Rac2 (w neutrofi-
lach) wystepuja w cytoplazmie. Pod wplywem stymulacji
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podczas fagocytozy, produkcja anionorod-

nika ponadtlenkowego w komérkach niefa-

gocytujacych jest niewielka i wiekszoé¢ RFT pojawia sie we
wnetrzu komorki [31].

O istotnym znaczeniu udziatu oksydazy NADPH w re-

gulacji migracji komérek wydaje sie¢ rowniez $wiadczy¢

fakt, ze jest ona aktywowana przez biatka Rac [33]. Bial-
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Rycina 2. Regulacja jednej z wybranych $ciezek sygnatowych przez RFT. Stymu-
lacja komorek czynnikiem wzrostowym indukuje aktywacje PI3K i powstanie
PIP,, ktory aktywujac biatka Rac wplywa na wytwarzanie H,0O, za posrednic-
twem oksydazy NADPH. H,O, inaktywuje fosfataze tyrozynowa PTP, co prowa-
dzi do wzrostu poziomu fosforylacji i aktywacji wielu biatek. Kolejnym etapem
tej kaskady sygnalizacyjnej jest redukgcja utlenionej PTP przy udziale tioredoksy-
ny (Trx). Utleniona tioredoksyna jest redukowana w reakgji katalizowanej przez
reduktaze tioredoksyny (TrxR). Opracowano na podstawie [41].
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ka Rac to male biatka G nalezace do rodziny biatek Rho,
ktére pelnig kluczowa role w regulacji migracji komoérek.
Biatka Rho, a wsréd nich biatka Rac, Cdc42 i Rho sa GTPa-
zami, bioracymi udzial, miedzy innymi, w przebudowie
cytoszkieletu aktynowego, co w konsekwencji prowadzi
do wytworzenia lamellipodium, filopodiéw, wiékien na-
prezeniowych oraz kontaktéw zogniskowanych [8,34-36].
Biatka te, podobnie jak heterotrimeryczne biatka G, zmie-
niajg cyklicznie forme aktywna zwigzang z GTP na nie-
aktywna zwiazang z GDP i odwrotnie. Przejicie ze stanu
nieaktywnego w stan aktywny wymaga udziatu szeregu
biatek regulatorowych. Naleza do nich: biatka GEF (ang.
guanine nucleotide exchange factors), umozliwiajagce wymia-
ne GDP na GTP, biatka GDI (ang. guanine nucleotide disso-
ciation inhibitor), tworzace kompleks z matymi biatkami G,
uniemozliwiajacy wymiane GDP na GTP oraz biatka GAP
(ang. GTPase activating proteins), aktywujace hydrolize GTP
do GDP. W komoérkach niestymulowanych mate biatka G
wystepuja w cytoplazmie w formie nieaktywnej, bedacej
wynikiem przylaczenia sie GDI do ich izoprenylowanego
C-korica, co uniemozliwia im zwiazanie sig z fosfolipidami
bton komérkowych lub bton wewnatrzkomoérkowych. Od-
dysocjowanie biatka GDI wskutek jego fosforylacji lub od-
dziatywan z biatkami ERM (ang. ezrin/radixin/moesin) pro-
wadzi do zakotwiczenia GTPaz w blonie, a oddzialywanie
z GEF indukuje wymiane GDP na GTP i — w konsekwen-

cji — ich aktywacje. Inaktywacja matych biatek G nastepu-
je natomiast przy udziale biatek GAP, ktére zwiekszajq ich
GTPazowa aktywnosé, skutkiem czego jest hydroliza GTP
do GDP [37,38].

FOSFATAZY I KINAZY

Migracja komorek jest procesem, ktéry wymaga Scistej
przestrzennej i czasowej koordynacji wytwarzania wielu
czasteczek sygnatowych [39]. Przykltadowo, biatka Rac i
Cdc42 oraz fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan (PIP,,
ang. phosphatidyl inositol-3,4,5-triphosphate), bedacy pro-
duktem PI3K preferencyjnie lokalizujg sie w btonie kra-
wedzi wiodacej migrujacej komoérki, natomiast fosfataza
PTEN, ktéra defosforyluje PIP,, wystepuje w jej tylnej cze-
Sci [40,41]. Dzieki takiej lokalizacji PI3K i PTEN mozliwe
jest utrzymywanie gradientu PIP,, co zapewnia polaryza-
cje ksztattu komorki i jej efektywna migracje. Wydaje sie,
Zze w wytworzeniu i utrzymaniu takiego gradientu duza
role odgrywajg réwniez RFT. PIP,, powstajacy w wyniku
aktywacji PI3K jest, miedzy innymi, aktywatorem biatek
Rac, ktore sa odpowiedzialne za wytwarzanie lamellipo-
dium w poruszajacej si¢ komoérce [42]. Inna funkcja bia-
tek Rac jest aktywacja oksydazy NADPH, prowadzaca do
lokalnego powstawania H,O,, ktéry hamuje aktywnos¢
PTEN [43]. Poniewaz, jak juz wspomniano, biatka Rac
lokalizuja si¢ wybiérczo w obrebie krawedzi wiodacej

Tabela 1. Czynniki stymulujace migracje komoérek za posrednictwem RFT

Typ komérek

stymulujacy

Czynnik Efekty

Referencje

komorki endotelialne aorty (AoSMC)  nitrotyrozyna

RFT 1, receptora PDGEF-B 1, MMP-2 1, [16]
integryny aV i f3 1, ERK1/2 1, migracja {

VSMC H,0, RFT 1, PTP |, chemotaksja 1 [18]

2

PDGF

VSMC IGF-1 Racl 1, oksydaza NADPH 1, RFT 1, MMP-2 {, migracja 1 [20]

pepowinowe komorki endotelialne
pHUVEC

RFT 1, kontakty miedzykomérkowe |, wiokna naprezeniowe [22]
1, fosforylacja kompleksu-VE-kadheryna-katenina, migracja 1

konstytutywnie
aktywna forma
Rac (Tat-RacV12)

makrofagi J774 anionorodnik

ponadtlenkowy

RFT 1, RhoA1, Raclf, Cdc42 1, PKCC 1, [23]
migracja T

rak ptaskokomérkowy SASH1

anionorodnik
ponadtlenkowy

RFT1, wytwarzanie lamellipodiéw, F-aktyna 1, [23]
RhoA1?, Racl?, Cdc42 1, PKC 1, migracja 1

kostniakomiesaki OST i MNNG TNFa

RFT 1, adhezja do lamininy 1, MMP-9 1, [26]
NFxB 1, migracja 1

wtékniakomiesak HT-1080 PMA RFT 1, MMP-2 1, MMP-9 1, NFxB 1, migracja 1 [28]

embrionalne komérki nerki HEK-293 PMA
difenylocyna

PKC 61, migracja 1 [30]

w
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komorki, to wlasnie w tym rejonie komorki bedzie mia-
ta miejsce inaktywacja fosfatazy PTEN. W konsekwencji,
w przedniej czesci komorki PIP, nie bedzie ulegat de-
fosforylacji. Poniewaz aktywna forma PTEN jest przede
wszystkim obecna w tylnej czeéci komoérki umozliwia to
utrzymywanie wzdluz osi komoérki gradientu PIP, ko-
niecznego do jej polaryzacji i kierunkowej migracji w od-
powiedzi na czynnik stymulujacy [39,40].

Istnieje wiele doniesieni, ze RFT reguluja réwniez aktyw-
nos¢ kinaz MAP (JNK, p38 i ERK), bioracych udziat w regu-
lacji nie tylko proceséw proliferacji, réznicowania i $mier-
ci, ale réwniez migracji komoérek [5,44]. Dane literaturowe
wskazuja, ze aktywacja MAPK przez RFT stymuluje ruch
keratynocytéw, fibroblastow, komoérek miesni gladkich,
neutrofili i wielu innych [5]. Nie do korica znana jest odpo-
wiedZ na pytanie w jaki sposéb MAPK reguluja migracje
komoérek, wiadomo jednak, ze fosforyluja one miedzy in-
nymi paksyline, kinaze kontaktéw zogniskowanych (FAK),
biatka towarzyszace mikrotubulom — MAP, kinaze lekkich
taricuchéw miozyny (MLCK) oraz kalpaine, wptywajac w
ten sposéb na dynamike kontaktow zogniskowanych, na
organizacje aktyny i mikrotubul, czyli tych skladnikéw
komorki, ktére bezposdrednio zaangazowane sa w adhezje
komoérek, rozplaszczanie, tworzenie wypustek i retrakcje
tylnej czesci poruszajgcej sie komoérki. Jedna z charakte-
rystycznych cech modulowania migracji komoérek przez
kinazy MAP jest ciagta aktywacja sygnalu, jak sie wydaje
konieczna do utrzymania odpowiedniego poziomu ekspre-
sji genéw zwigzanych z potranslacyjna modyfikacja biatek
cytoszkieletarnych i adhezyjnych [5,44]. Wciaz nie wiado-
mo, jaka jest droga aktywacji kinaz MAP przez RFT. Jedna
z mozliwosci jest bezposrednia aktywacja tych kinaz przez
RFT [45]. Inng z sugerowanych drég sygnalowych jest szlak
prowadzacy przez PKC, ktorej aktywacja moze by¢ réwniez
regulowana przez RFT [6,46]. Stwierdzono, miedzy innymi,
ze PKC aktywuje ERK, ktéra jest zaangazowana w regulacje
migracji fibroblastéw [47] oraz watrobiaka (ang. hepatoma)
HepG2 [29].

PKC, podobnie jak kinazy MAP, nalezy do kinaz se-
rynowo-treoninowych. Zidentyfikowano przynajmniej 11
izoform PKC i sklasyfikowano je ze wzgledu na sposéb
ich aktywacji. Izoformy klasyczne aktywowane sa przez
diacyloglicerol i Ca*, nowe réwniez przez diacylogli-
cerol, ale bez udziatu Ca*, natomiast nietypowe sa nie-
zalezne od diacyloglicerolu i Ca*. Aktywnos$é PKC jest
regulowana przez 2 odrebne mechanizmy: fosforylacje
reszt tyrozyny, ktéra reguluje centrum aktywne enzymu
i jej wewnatrzkomoérkowa lokalizacje oraz przez wtérne
przekazniki, umozliwiajace zwigzanie PKC z blong i jej
aktywacje przez usuniecie pseudosubstratu z centrum
aktywnego enzymu [6,48]. Specyficzna budowa czastecz-
ki PKC sprawia, ze jest ona réwniez podatna na dziatanie
zaréwno zwigzkow utleniajacych, jak i redukujacych. Za-
rowno domena regulatorowa, jak i katalityczna zawieraja
wiele miejsc bogatych w cysteine, ktére moga by¢ regu-
lowane przez mechanizmy redoks [46,49]. Wykazano, ze
utlenienie PKC moze prowadzi¢ do jej aktywacji, nato-
miast redukcja hamuje aktywnos¢ tego enzymu. Nie wia-
domo, czy mozliwa jest aktywacja ta droga wszystkich
izoform PKC. Dowiedziono jednak, ze izoformy o, 1, 3,
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€1 moga by¢ w ten sposéb regulowane przynajmniej w
niektérych typach komoérek [30,48,50,51].

Wplyw PKC na morfologie i aktywnos¢é ruchowa zale-
zy od typu komoérek. Z reguly jednak w wyniku aktywacji
PKC nastepuje stymulacja migracji komorek. Reakcje taka
zaobserwowano, miedzy innymi, w przypadku fibrobla-
stow [52], embrionalnych komérek ludzkiej nerki HEK-293
[30] oraz komoérek widkniakomiesaka HT1080 [53]. Istnieje
jednak grupa komoérek, a wsréd nich neutrofile [54] i ko-
morki szczurzego miesakoraka Walkera WC256 [55], ktore
pod wplywem dzialania estru forbolu PMA, powszechnie
znanego aktywatora PKC, tracily polaryzacje ksztaltu, a ich
migracja ulegata zahamowaniu.

Badania bezposredniego zaangazowania RFT w regula-
cje zaleznej od PKC migracji przeprowadzono miedzy in-
nymi na komérkach watrobiaka HepG2 [29], raka plaskoko-
moérkowego SASH1, makrofagach J774.1, monocytach [23]
i embrionalnych komoérkach ludzkiej nerki HEK293 [30].
Badania Kuribayashi i in. [23] wykazaly, ze anionorodnik
ponadtlenkowy znaczaco stymuluje ich migracje, a obser-
wacja ze ruch komoérek SASH1 z nadprodukcja Cu-Zn SOD
oraz komorek J774.1 i monocytéw traktowanych NAC (po-
wszechnie znanym przeciwutleniaczem) ulega catkowite-
mu zahamowaniu, potwierdzity znaczaca role RFT w regu-
lacji migracji komoérek w tych uktadach eksperymentalnych.
Autorzy wykazali, ze RFT indukuja ruchliwo$¢ komorek
poprzez regulacje aktywnosci matych bialek G z rodziny
Rho. Stwierdzono takze powiazanie drég sygnatowych za-
leznych od bialek Rho i PKC. Anionorodnik ponadtlenko-
wy aktywuje w tych komérkach tylko jedng izoforme PKC,
a mianowicie PKC ¢, ktéra nastepnie fosforyluje RhoGDI-1,
co umozliwia oddysocjowanie biatek Rho od tego komplek-
su i ich aktywacje [23]. RFT odgrywaja réwniez istotna role
w zaleznej od PKC migracji komérek watrobiaka HepG2.
Stymulowana PMA i zalezna od RFT aktywacja PKC a i
fosforylacja ERK w tych komérkach wptywa na obnizenie
ekspresji integryn i E-kadheryn, a w konsekwencji — in-
dukcje przejscia epitelialno-mezenchymalnego (EMT) oraz
wzrost ich ruchliwosci [29]. Z kolei Sroka i in. [30] wykazali
wplyw reduktazy tioredoksyny, jednego z enzyméw zaan-
gazowanych w regulacje stanu redoks komorki, na zalezng
od PKC & migracje embrionalnych komorek ludzkiej nerki
HEK-293.

ADHEZJA — INTEGRYNY I KADHERYNY

RFT pelnig réwniez istotna funkcje w regulacji drog
sygnalowych aktywowanych przez integryny podczas
adhezji komoérek do bialek macierzy zewnatrzkomoérko-
wej [56]. W komorkach endotelialnych stwierdzono ist-
nienie Scislej zaleznosci pomiedzy aktywacja integryn a
kaskadami przekazywania sygnalu zaleznymi od MAPK,
PI3K i NF-kB, ktére rowniez regulowane sa przez RFT.
Badania te dowodza, ze komoérki hodowane w zawiesi-
nie w obecno$ci PDGF maja znacznie nizszy poziom we-
wnatrzkomoérkowych RFT niz komoérki przyczepione do
podloza, co sugeruje, ze wytwarzanie RFT w komoérkach
stymulowanych czynnikami wzrostowymi jest procesem
zaleznym od bialek adhezyjnych i ich oddzialywaniem z
podtozem [44,57]. Dane literaturowe z ostatnich lat pod-
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kreslaja udziat biatek Racl w migracji poprzez ich wplyw
na kontakty komoérka-komérka oraz komoérka-macierz
zewnatrzkomorkowa. Wykazano, ze RFT wytwarzane w
fibroblastach na drodze zaleznej od Rac sa niezbedne do
inaktywacji fosfatazy tyrozynowej LMM-PTP (ang. low-
molecular-weight protein tyrosine phosphatase) oraz aktywa-
cji FAK, indukujacej tworzenie si¢ kontaktow zognisko-
wanych w komérkach przyczepionych do podloza, roz-
plaszczenie komorek i ich migracje [58]. Z kolei Nimnual
iin. [59] stwierdzili, ze wytwarzanie RFT przy udziale
oksydazy NADPH wskutek aktywacji bialek Rac powo-
duje spadek aktywnosci biatek Rho, czego efektem byto
wytworzenie lamellipodium i indukcja rozptaszczania
sie komérek HeLa na podtozu. RFT w tym ukladzie ha-
mowato aktywnos¢ LMW-PTP, a nastepnie powodowato
wzrost fosforylacji tyrozyny i aktywacje biatka p190Rho-
GAP, aktywujacego hydrolize GTP do GDP w bialkach
Rho i — w konsekwencji — ich inaktywacje.

Istnieja réwniez doniesienia, ze RFT posrednicza w
koniecznej do efektywnej migracji, zaleznej od biatek
Racl, utracie polgczen pomiedzy komoérkami endotelial-
nymi. Biatkiem posredniczacym tutaj w adhezji miedzy-
komoérkowej jest VE-kadheryna. Jej cytoplazmatyczna
domena przylacza sie do pB-kateniny, zwiazanej z aktyna
za posrednictwem o-kateniny [60]. Zerwanie kontaktow
miedzykomoérkowych jest nastepstwem fosforylacji kom-
pleksu VE-kadheryna/p-katenina przez Src. Transfekcja
komoérek endotelialnych pHUVEC konstytutywnie ak-
tywna forma bialka Rac (tat-RacV12) indukowala wy-
twarzanie RFT, ktore, aktywujac kinaze Src, wplywaty
na wzrost poziomu fosforylacji kompleksu-VE-kadhery-
na-katenina, ktérej nastepstwem bylo zerwanie potaczen
miedzykomérkowych [22]. Wykazano takze, ze w miej-
scach kontaktow komorka-komoérka lokalizuja sie fosfa-
tazy PTP, miedzy innymi PTP1B i VE-PTP, utrzymujac
w ten spos6b niski poziom fosforylacji kompleksu VE-
kadheryna/B-katenina i stabilizujac kontakty miedzyko-
morkowe [61,62]. Dlatego tez lokalne wytwarzanie RFT
w miejscach kontaktéw moze powodowaé utlenienie i
inaktywacje fosfataz i fosforylacje bialek wspomnianego
kompleksu.

METALOPROTEINAZY

Kolejng regulowana przez RFT droga przekazywania
sygnatu, mogaca wplywac na migracje komorek, jest ak-
tywacja metaloproteinaz lub inaktywacja ich tkankowych
inhibitoréw. Jednym z obserwowanych efektéw wzrostu
aktywnosci metaloproteinaz, ktére posiadaja zdolnos¢ tra-
wienia wiekszosci bialek macierzy zewnatrzkomérkowej
jest stymulacja migracji komorek [63]. Aktywacja tych en-
zymoéw przez RFT prawdopodobnie zachodzi na drodze
utleniania reszt tiolowych w ich domenach katalitycznych
[64]. RFT moga réwniez modulowac ekspresje tych biatek
albo poprzez zmiane aktywnosci biatek Ras, albo poprzez
bezposrednia aktywacje kinaz z rodziny MAP, miedzy in-
nymi ERK1/2 i p38 lub inaktywacje fosfataz, regulujacych
aktywnoé¢ tych kinaz [9]. Dowiedziono takze, ze aktywnos¢
inhibitoréw metaloproteinaz, np. inhibitora aktywatora pla-
zminogenu, moze by¢ hamowana poprzez utlenienie metio-
niny w jego centrum aktywnym.
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ROLA REDUKTAZY TIOREDOKSYNY W
REGULACJI MIGRACJI KOMOREK

Modyfikacja aktywnosci bialek w wyniku utleniania wy-
maga réwniez istnienia mechanizmu wpltywajacego na po-
wrét regulowanych biatek do stanu wyjéciowego poprzez
redukcje utlenionych reszt aminokwasowych. Jednym z po-
stulowanych ukladéw enzymatycznych odpowiedzialnych
za ten proces jest system tioredoksyny, na ktéry skladaja
sie tioredoksyna (Trx) i reduktaza tioredoksyny (TrxR) [65]
(Ryc. 2). Uklad tioredoksyny (Trx/TrxR), oprécz ochrony
przed stresem oksydacyjnym, jest zaangazowany réwniez
w szereg funkcji zwigzanych z przesylaniem sygnatu w
komorce, poprzez regulacje aktywnosci czynnikéw trans-
krypcyjnych (miedzy innymi p53, NF-x3, AP-1) oraz wielu
enzyméw, w tym fosfataz PTP1B, PP2B i PTEN oraz kinaz
ASK-1 i PKC [66,67].

Tioredoksyny (Trx) stanowia grupe polipeptydéw o ma-
sie czagsteczkowej 12 kDa. W komérkach ssakéw wyrdznia
sie kilka rodzajéw Trx: cytoplazmatyczna Trx1, mitochon-
drialng Trx2, jadrowa NRX (nukleoredoksyna), dwie for-
my wystepujace w siateczce srédplazmatycznej Erdj5 oraz
TMX, bedaca tioredoksyna transbtonowa, a takze SpTrx1l
i SpTrx2, zlokalizowane w plemnikach. Specyficznymi
substratami dla Trx sa miedzy innymi reduktaza rybonu-
kleotydowa, reduktaza sulfotlentku metioniny, izomeraza
disiarczkowa biatek (PDI) oraz, wspominane wyzej, czynni-
ki transkrypcyjne. Trx jest rowniez specyficznym donorem
elektronow dla peroksyredoksyn [66,67]. Pod wplywem
stresu oksydacyjnego i w stanach zapalnych Trx1 i jej skro-
cona forma Trx-80 s réwniez wydzielane na zewnatrz ko-
morki, gdzie przejawiajg wlasciwosci immunomodulacyjne.
Zewnatrzkomérkowa Trx1 wywoltuje efekty podobne do
dziatania autokrynnych czynnikéw wzrostowych i cytokin,
indukujac gromadzenie sie¢ i proliferacja limfocytéw oraz
wzrost komoérek nowotworowych, a takze reguluje procesy
syntezy cytokin, takich jak TNF, IL-1, IL-2, IL-6 i IL-8. Po-
nadto, jest czynnikiem chemotaktycznym dla monocytéw,
neutrofili i limfocytéw T [66].

Reduktazy tioredoksyny (TrxR) sa homodimerycznymi
oksydoreduktazami o masie czasteczkowej 54-58 kDa, za-
leznymi od NADPH i zawierajacymi w centrum aktywnym
selenocysteine. W komoérkach ssakéw wyréznia sie 3 rodza-
je TrxR: cytoplazmatyczna TrxR1, mitochondrialng TrxR2 i
narzadowo specyficzng TGR, wystepujaca w jadrach i po-
siadajaca zdolnosé redukcji nie tylko tioredoksyny, ale réw-
niez utlenionego glutationu. Dotychczasowe badania wska-
zuja, ze TrxR jest jedynym enzymem mogacym redukowac
utleniona Trx, jednak Trx nie jest jedynym biatkiem, ktére
redukowane jest przez ten enzym. Poza Trx substratami dla
TrxR sg miedzy innymi nadtlenki kwaséw tluszczowych,
witamina K, witamina C, anionorodnik ponadtlenkowy, se-
leniny, selenocysteina, peroksydaza glutationowa, ubichi-
non, p53 oraz PKC [66].

Jak wczedniej wspomniano, TrxR oprécz ochrony przed
stresem oksydacyjnym pelni w komorce wiele znaczacych
funkcji. Do najwazniejszych z nich nalezy niewatpliwie re-
gulacja proliferacji komoérek oraz hamowanie apoptozy na
drodze regulacji proceséw utleniania i redukcji wielu bia-
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tek. Wykazano, miedzy innymi, zahamowanie proliferacji
mysich komoérek Neuro2A wykazujacych nadekspresje
TrxR2 [68] oraz embrionalnych komoérek nerki czlowieka
HEK-293 z nadekspresja TrxR1 lub TrxR2 [69]. Niewiele jed-
nak wiadomo o udziale TrxR w regulacji migracji komorek.
Poniewaz RFT sg zaangazowane w regulacje migracji ko-
moérek mozna przypuszczaé, ze TrxR moze odgrywac role
réwniez i w tym procesie. Dodatkowym argumentem prze-
mawiajgcym za takg mozliwoscig jest fakt, Ze TrxR moze
mieé¢ wplyw na aktywnosé PKC [45], jednego z kluczowych
regulatoréw ruchliwosci komorek.

Badania roli cytoplazmatycznej TrxR1 w regulacji ak-
tywnoéci ruchowej komoérek prowadzono na liniach ko-
morek HEK-293 o trwatej nadprodukcji tego enzymu [30].
Wczeéniejsze badania wykazaly, ze w komoérkach tych
aktywnosé TrxR1 jest okoto 5-krotnie wyzsza niz w ko-
moérkach kontrolnych [70]. W przeprowadzonych przez
Sroke i in. [30] do$wiadczeniach stwierdzono, ze wplyw
PMA i difenylocyny, aktywatoréw PKC, na morfologie i
migracje badanych komoérek zalezy od stopnia ekspresji
TrxR1. PMA indukowato powstawanie komorek spola-
ryzowanych, wytwarzajacych aktywne lammelipodia.
Zmiany te harmonizowaly z reorganizacja cytoszkieletu
aktynowego oraz wzrostem aktywnosci ruchowej komo-
rek, byly jednak znacznie wyrazniejsze w komérkach kon-
trolnych niz w komoérkach z nadekspresjg TrxR1. Réznice
te byly jeszcze lepiej widoczne w przypadku komérek
inkubowanych w obecnosci difenylocyny. Reakcja komo-
rek na poziomie zmian morfologicznych, reorganizacji
cytoszkieletu aktynowego i aktywnosci migracyjnej wi-
doczna byla jedynie w komérkach kontrolnych, a catko-
wicie zahamowana w komoérkach z nadekspresja TrxR1.
Stwierdzono réwniez, ze obserwowane réznice w reakcji
komoérek z nadekspresja TrxR1 sa zwigzane z wplywem
tego enzymu na aktywnosé¢ PKC. W komérkach kontro-
Inych stymulacja migracji w wyniku dziatania difenylo-
cyny zwiazana byla z aktywacja PKC §. Zahamowanie
aktywnosci PKC 3§ rotleryna, specyficznym inhibitorem
tej izoformy lub wyciszenie genu kodujacego PKC & po-
przez transfekcje komorek kontrolnych siRNA-PKC 3,
znosito efekty morfologiczne wywotane difenylocyna. W
komoérkach z trwala nadekspresja TrxR1, w ktérych nie
obserwowano stymulacji migracji w wyniku dzialania
difenylocyny nie obserwowano réwniez aktywacji PKC
8. Przeprowadzone badania po raz pierwszy wykazaly,
ze TrxR1 moze by¢ zaangazowana w regulacje migracji
komoérek [30]. Hipoteza, ze TrxR1 jest zaangazowana w
regulacje aktywnosci PKC § znalazta pelne potwierdze-
nie w badaniach taczacych zjawisko komunikacji mie-
dzykomoérkowej przez zlacza szczelinowe z aktywnoscia
reduktazy tioredoksyny [71]. Autorzy tej pracy wykaza-
li, ze difenylocyna i PMA hamuja komunikacje miedzy-
komérkowa w komoérkach HEK-293 na drodze zaleznej
od PKC & stymulacji fosforylacji koneksyny Cx43, nato-
miast w komoérkach z nadekspresja TrxR1 takiego efektu
nie obserwowano, co moze by¢ zwiazane z hamujacym
wplywem TrxR1 na aktywacje PKC 5. Wydaje sie, ze efekt
ten zwigzany jest z sugerowana mozliwoscia regulacji ak-
tywnoéci PKC na drodze redoks, jednak nie mozna wy-
kluczyé¢, ze hamujacy wplyw TrxR1 na PKC zachodzi na
drodze posredniej poprzez zmiany aktywnosci fosfataz i
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kinaz, zaangazowanych w regulacje aktywnosci tego en-
zymu [72].

PODSUMOWANIE

Coraz wiecej dowodéw wskazuje, ze RFT oprocz szko-
dliwego dzialania na komorki odgrywaja wazna role w
prawidlowym ich funkcjonowaniu poprzez regulacje takich
proceséw, jak proliferacja, réznicowanie, apoptoza oraz
migracja. RFT wplywajg na aktywnos¢ czynnikéw trans-
krypcyjnych i wielu enzyméw, przede wszystkim kinaz i
fosfataz. Dotychczasowe badania wyraznie wskazuja, ze
RFT moga pelnic¢ istotng funkcje w przesytania sygnatu w
komérce. Mechanizm dziatania RFT w regulacji migracji
komorek nie zostal jeszcze wystarczajaco poznany. Liczne
badania wskazuja jednak, ze RFT odgrywaja istotng role w
reorganizacji cytoszkieletu aktynowego, adhezji komoérek
do podioza, kontaktéw miedzykomoérkowych, zmian mor-
fologii i migracji komoérek. Regulacja aktywnosci ruchowej
komérek przez RFT moze odbywac sie poprzez wplyw na
aktywnosc¢ wielu biatek, takich jak: MAPK, FAK, PKC, PI3K,
PTEN i GTPazy Rho. Niewiele wiadomo réwniez na temat
specyficznych mechanizméw odpowiedzialnych za powrét

regulowanych biatek do stanu wyjéciowego poprzez re-

dukcje utlenionych reszt aminokwasowych. Doktad-
niejsze poznanie tych mechanizméw pozwoli na lepsze
zrozumienie ztozonych proceséw zwiazanych z regulacja
migracji komorek.
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ABSTRACT

It is generally accepted that reactive oxygen species (ROS) act as signalling molecules and regulate various physiological processes, including
proliferation, differentiation, apoptosis and migration. The initiation and proper functioning of several signalling pathways leading to the
effective motility rely on the action of. several growth factors and cytokines, which induce generation of ROS, among others by NADPH
oxidase. ROS modify the activity of several key enzymes, resulting in the reorganization of actin cytoskeleton, adhesion and stimulation of
migration. There is an evidence that ROS can oxidase such critical target molecules as PKC, MAPK, PI3K, tyrosine phospatases (PTPs) and
PTEN. In this review, some ROS-dependent transduction pathways, involved in regulation of cell migration are discussed. Moreover, the thio-
redoxin/thioredoxin reductase system, which is responsible for reduction of oxidised proteins has been described and some data concerning
the effect of thioredoxin reductase on the regulation of PKC-dependent cell motility have been presented.
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