Zréinicowanie funkcjonalne izoform aktyny B i y w procesie migracji komorek
nowotworowych

Migracja komorek odgrywa istotng role w trakcie wielu procesow zar6wno
fizjologicznych, jak i patologicznych takich jak embriogeneza, gojenie sie ran, angiogeneza
czy metastaza. Komoérki nowotworowe wykorzystujg w trakcie przerzutowania jeden z dwoch
typow migracji — mezenchymalny lub ameboidalny. Ruch mezenchymalny jest zalezny od
obecnosci kinazy Rac oraz proteaz. Wiaze sie z wystepowaniem wypustek typu
lamellipodiéw i inwadopodiéw zbudowanych z aktyny filamentarnej. Ruch ameboidalny jest
zalezny od kinaz Rho/ROCK. Komorki poruszajace sie w ten sposob posiadajg zaokraglong
morfologie i tworza pecherzyki migracyjne typu ,,blebbs”. Niezaleznie jednak od sposobu
migracji komorek, kluczowa role w tym procesie odgrywa cytoszkielet aktynowy. Aktyny to
konserwatywne bialka zaangazowane w wiele réznorodnych procesow takich jak skurcz
miesni, ruch komoérki, adhezja i nadanie komoérce ksztaltu. Dwie sposréd jej izoform —
niemiesniowe, cytoplazmatyczne aktyny {3 i y sa obecne we wszystkich komérkach organizmu
i niezbedne do jego prawidlowego funkcjonowania. Rdznig sie pomiedzy soba jedynie
czterema aminokwasami w obrebie N-konca tancucha polipeptydowego. Ich
wewnatrzkomorkowa lokalizacja oraz pelnione przez nie funkcje nadal pozostaja w sferze
badan.

Celem niniejszej pracy byto ustalenie czy istnieje zroznicowanie funkcjonalne
cytoplazmatycznych izoform aktyny [ i y w procesie migracji komoérek nowotworowych.
Modele komorkowe uzyte w pracy to migrujgce mezenchymalnie komorki ludzkiego
nowotworu piersi linii MDA-MB-231 oraz poruszajace sie ameboidalnie komorki ludzkiego
nowotworu jelita grubego linii LS174T.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz poziom izoform [ i y aktyny w obu typach komorek jest
zblizony, za$ obydwie badane izoformy wystepuja gtéwnie w obszarze podbtonowym i w
obrebie wypustek zwigzanych z ruchem komorki — lamellipodiow i inwadopodiéw w
komoérkach migrujacych mezenchymalnie oraz pecherzykéw migracyjnych w komérkach
migrujacych ameboidalnie.

W celu ustalenia roli aktyn w migracji, w badanych komorkach podwyzszono poziom
ekspresji genéw kodujacych obydwie cytoplazmatyczne aktyny. Komorki transfekowano
plazmidami zawierajacymi cDNA kodujace odpowiednio 3 lub y aktyne. W obu typach

komorek podwyzszenie ekspresji gendw obu cytoplazmatycznych izoform aktyny



spowodowato wzrost ich zdolnosci migracyjnych i inwazyjnych. Doprowadzito rowniez do
podwyzszenia stopnia spolimeryzowania aktyny mierzonego stosunkiem iloSci aktyny
filamentarnej do monomerycznej. Egzogenne aktyny, obecne w komorkach wskutek
transfekcji, wystepowaly gléwnie w formie spolimeryzowanej i byly zlokalizowane w
obszarze podblonowym. Ich obecno$¢ powodowata réwniez wzrost zdolnosci obu typéow
komorek do tworzenia wypustek migracyjnych.

W kolejnym etapie badan przeanalizowano role cytoplazmatycznych izoform aktyny w
tworzeniu inwadopodiow - struktur wystepujacych w  komorkach migrujacych
mezenchymalnie. Sa one zbudowane m.in. z filamentarnej aktyny, bialek oddziatujacych z
aktyna, integryn i posiadaja zdolnos¢ proteolizy skladnikow macierzy pozakomorkowe;.
Dotychczas nie ustalono, ktéra z izoform aktyny buduje te wypustki. Uzyskane w pracy
doktorskiej rezultaty wskazuja, iz obie cytoplazmatyczne izoformy aktyny — 3 i y sa obecne w
obrebie inwadopodiéw tworzonych przez komorki MDA-MB-231 hodowane zar6wno w
Srodowisku 2D, jak i 3D. Wyniki te uzyskano z uzyciem specyficznych przeciwciat
skierowanych przeciwko obu izoformom oraz poprzez wywolanie ekspresji znakowanych
fluorescencyjnie aktyn w badanych komdrkach. Ponadto wykazano, iz obie aktyny buduja
jednoczesnie te same inwadopodia. Komorki o podwyzszonej ekspresji genéw kodujacych
cytoplazmatyczne aktyny tworzyly inwadopodia, ktorych ilos¢ i powierzchnia byly wieksze
niz w przypadku komérek kontrolnych.

Podsumowujqc, uzyskane rezultaty wskazujq, iz cytoplazmatyczne izoformy aktyny - B iy sq
zaangazowane w proces migracji i inwazji komoérek nowotworowych — zaréwno tych
wykorzystujqcych mezenchymalny, jak i ameboidalny typ ruchu. Obie izoformy wchodzq
rowniez w sktad inwadopodiow — wypustek adhezyjnych o zdolnosciach proteolitycznych,

wspierajqcych inwazje komorek poruszajqcych sie mezenchymalnie.



