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WSTEP

Materiaty zebrane w obecnym Zeszycie byly przedstawione w postaci
referatow na XXII Seminarium Instytutu Biologii Molekularnej im. Jana
Zurzyckiego Uniwersytetu Jagiellonskiego, ktére odbyto sie w Rabce w dniach
6-13 marca 1993.

Tematem Seminarium byt Postep w badaniach systeméw ruchowych
komorek. Wzieto w nim udziat 48 oséb. Wygtoszono 21 referatéw, ktorych
tematyka obejmowata zagadnienia metodyczne, modelowanie matematyczne
ruchéw, mechanizmy molekularne ruchéw wewngtrzkomoérkowych i migracji
catych komérek oraz reakcje ruchowe na bodzce zewnetrzne. W obecnym
Zeszycie trafia do rgk Czytelnika wiekszo$¢ prezentowanych doniesien.

Seminaria rabczanskie zostaty zaplanowane przez pierwszych organizato-
row jako spotkania pracownikow Instytutu umozliwiajgce wymiane doswiad-
czen iprezentacje badan prowadzonych w réznych pracowniach oraz przeglad
prac decydujacych o postepie dokonujacym sie w r6znych dziedzinach biologii
molekularnej. Ten ich charakter utrzymat sie na przestrzeni dwudziestu trzech
lat i tylko dwukrotnie, zamiast tradycyjnego spotkania pracownikow, odbyty
sie konferencje o charakterze miedzynarodowym.

Statym zwyczajem stato sie zapraszanie specjalistdw z innych polskich
osrodkéw badawczych co nadato seminariom rabczanskim charakter szkoty.
Od czterech lat w seminariach biorg takze udziat grupy studentéw UJ, gtéwnie
ze specjalnosci biologia molekularna, wykazujacych zainteresowania pracg
badawczg.

W opinii uczestnikdw spotkania byly zawsze udane. Chwalono przede
wszystkim stworzenie mozliwosci prowadzenia nieograniczonej czasowo dys-
kusji naukowej w nieformalnej atmosferze i okazji do prezentacji wtasnych
wynikow i przemyslen dla mtodych naukowcow czy studentdw, dla ktérych
wystgpienie na forum publicznym jest zazwyczaj bardzo stresujgce. Podkre-
Slano rowniez, ze jest to okazja do blizszego poznania sie ludzi pracujagcych w
réznych osrodkach a nawet pod jednym dachem i czesto nie zdajacych sobie
sprawy ze zbieznosci swoich zainteresowan naukowych i kierunku prowadzo-
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nych badan. Istotnajest takze wyjatkowa uroda okolicy i mozliwos¢ spedzenia
czasu poza zajeciami na pieszych wedréwkach i na nartach.

Dlatego seminaria odbywaty sie regularnie od 1970 roku z przerwami
jedynie w okresie stanu wojennego oraz w 1991 roku z powodu zasadniczych
trudnosci finansowych.

W 1993 roku w sukurs Instytutowi przyszta Polska Siec Biologii Komor-
kowej i Molekularnejf UNESCO/PAN, ktdra dofinansowata X XII Seminarium
w wysokosci 30 min zt. Za te pomoc finansowa, ktora praktycznie umozliwita
odbycie sie spotkania w jego zaplanowanej formie, organizatorzy skiadaja
serdeczne podziekowania na rece Dyrektora Sieci - docenta Macieja Natecza.
Nie mniej gorace podziekowania pragniemy wyrazi¢ Profesorowi Wtodzimie-
rzowi Korohodzie za faktyczng wspétorganizacje Seminarium oraz nieocenio-
ng pomoc w przygotowaniu materiatow do druku.

Dziekujemy réwniez recenzentom artykutdéw tego suplementu Profesorom:
Andrzejowi Grebeckiemu i Wiodzimierzowi Korohodzie.

Organizatorzy XXII Seminarium IBM:
doc. dr hab. Halina Gabrys$

mgr Przemystaw Malec
mgr Andrzej Waloszek
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BADANIA MIGRACJI KOMOREK -
WATPLIWOSCI | TRUDNOSCI INTERPRETACJI

MEASUREMENT OF CELL MIGRATION -
UNCERTAINTIES AND DIFFICULTIES OF INTERPRETATION

Witodzimierz KOROHODA

Zaktad Biologii Komorki, Instytut Biologii Molekularnej im. Jana Zurzyckiego,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

Streszczenie. Aktywno$¢ ruchowa komérek w organizmach zwierzecych odgrywa role w procesach morfogenezy,
regeneracji, gojenia sie ran, kancerogenezy oraz w reakcjach obronnych komérek uktadu immunologicznego. Coraz
wiecej pracowni naukowych koncentruje swoje badania na analizie ruchéw komérek. W pracowniach tych badane sa
rozmaite komorki i stosowane sa r6znorodne metody okreélania predkosci i orientacji migracji oraz zmian ksztattu
komorek. W artykule przedyskutowano mozliwosci iograniczenia najczesciej stosowanych metod. Szczeg6lnguwage
zwrécono na potrzebe rozwijania bezposrednich metod komputerowego ciagtego zapisywania i analizowania obrazu
populacji pojedynczych komoérek.

Summary. Cell motile activity plays a significant role in processes of morphogenesis, regeneration, wound healing,
cancerogenesis, and in immune responses in animal organisms. Numerous laboratories concentrate research on
analysis of cell motile activity. There are used, however, various methods to determinate and describe the speed and
orientation of cell locomotion and changes in cell polarization and shape. In this review the main limitations and
advantages of the most often applied methods are discussed. The special attention is paid to the need of development
of direct, computer asissted methods which permit continuous recording and analysing pictures of a great number of
individual cell motile behaviour under well defined experimental conditions.

Aktywnos¢ ruchowa komdrek w zywych organizmach zwierzecych wystepuje podczas
proceséw morfogenezy, regeneracji i gojenia sie ran, reakcji obronnych uktadu immunolo-
gicznego oraz w procesach kancerogenezy [6, 7, 8, 29, 30, 35, 36, 38,41, 45,49, 53, 54, 57,
61]. Rownoczesnie aktywnos$¢ ta zwigzana jest z polaryzacjg struktury i funkcji komadrek,
organizacjg ich cytoplazmy, regulacjg metabolizmu wigcznie z syntezg DNA i ekspresja
genow. Coraz wiecej pracowni naukowych koncentruje swe badania na analizie ruchéw
komérek. Swiadczy o tym narastajaca liczba publikacji poswigconych tym zagadnieniom,
kilku tysiecy rocznie. Badania prowadzone sg na rozmaitych komoérkach i stosowane sa
bardzo rozmaite metody okre$lania predkosci lokomocji, polaryzacji ksztattu i orientacji
migracji komoérek. Wiele z tych metod podlega ograniczeniom, ktére powoduja, iz uzyskanych
wynikéw nie moznajednoznacznie interpretowac. Nie zawsze autorzy prac zdajg sobie sprawe
z ograniczen stosowanych metod i wynikajacych z nich btedéw interpretacji.Ten referat
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poswiecony jest oméwieniu trudnosci interpretacji wynikéw badan i pomiaréw aktywnosci
ruchowej komérek zwierzecych.

ROZNORODNOSC METOD BADANIA MIGRACJI KOMOREK

Rozmaite komarki migruja z bardzo ro6zng predkoscia. Dla przyktadu:

orzeski i wiciowce ptywaja z predkoscia ponad 100 pm/s
ameby migruja z predkoscia 2-5 pm/s
keratynocyty 15-30 pm/min
granulocyty wielojadrzaste 5-10 pm/min
fibroblasty 20-10 pm/h
melanoma B 16 10-20 pm/dobe

Bezposrednio mozna mierzy¢ szybkos¢ migracji komorek okreslajgc czas potrzebny do
przebycia danego odcinka, np. 100 pm, lub okreslajac dtugos¢ odcinka drogi przebytej w
danym czasie.Takie pomiary mozna wykona¢ stosunkowo tatwo na komorkach wzglednie
szybko migrujacych, takich jak wiciowce, orzeski lub ameby. Jednak liczba takich pomiaréw
zwykle jest ograniczona, gdyz wykonywane sg na pojedynczych komérkach. W wypadku
keratynocytow i granulocytéw pomiary takie sg trudniejsze, gdyz trudno jest bezposrednio
obserwowac wolno migrujace komérki, a dla fibroblastéw lub komérek melanoma wykonanie
takich bezposrednich pomiaréw pod mikroskopem przez obserwatorajest niemozliwe. Dlate-
go starano sie opracowac posrednie metody pomiaru predkosci ruchdw komorek.

I. POSREDNIE METODY BADANIA‘AKTYWNOSCI RUCHOWEJ KOMOREK

W literaturze mozna spotka¢ najczesciej trzy grupy metod posrednich. Pierwsza z nich
opiera sie na pomiarze drogi przebytej przez najszybciej migrujace komdrki odrywajace sie z
brzegu pojedynczej, zwartej warstwy komoérek (tzw. monolayer) do wolnej "rany" albo z
brzegu eksplantatu tkanki, agregatu komdrek lub sferoidu. Potozenie komorek okresla sie
zwykle po jednym lub dwu dniach (24 lub 48 h). W metodzie tej bada sie wielko$é przemie-
szczenia sie (translokacji) komaérek najszybciej migrujacych (rys. 1), czyli tworzacych tzw.
front prowadzacy (ang. leadingfront). Komorki podczas doswiadczenia zazwyczaj migrujg
od kilkudziesieciu do Kilku tysiecy pm (do 2 mm) [37,38,42,55,56].

Jedna z modyfikacji tej metody polega na tym, ze zamiast migracji komdrek do "rany"
obserwuje sie wymigrowywanie komorek z agregatu lub sferoidu nawolngpowierzchnie szkta
lub plastyku.

W metodzie tej okresla sie maksymalny odcinek migracji z brzegu sferoidu - DI, mini-
malny odcinek migracji - D2 i inne przypadkowo wybrane cztery odcinki - D3-6. Po 48
godzinach fotografuje sie preparat i oblicza srednig warto$¢ migracji w danych warunkach,
w Jimna 2 dni. W innej modyfikacji, po utrwaleniu, wybarwieniu i sfotografowaniu preparatu,
planimetruje sie preparat i oblicza sie stosunek powierzchni zajetej przez komoérki po
doswiadczeniu do ich powierzchni przed doswiadczeniem [35,41]. Metode takg wykorzystali
Mandell i Afnan [41] do okreslenia wspotczynnika chemotaksji wielojadrzastych granulocy-
tow (PMNL). Badali oni wymigrowywanie pod agarozg granulocytow ze studzienki w
kierunku sasiednich studzienek, zawierajacej chemoatraktant i kontrolnej. Obserwowali oni
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ksztatt pola zajetego przez komorki, przypominajacy "rakiete " tenisowg. Po 18 godzinach
inkubacji okreslano stosunek drogi przebytej przez komérki stanowigce front skierowany do
badanej studzienki do drogi frontu komoérek pzypadkowo migrujacych w innym kierunku niz
badana studzienka. Wyniki tej pracy przedstawiane sg w liczbach wzglednych i przez to
praktycznie nieporownywalne z danymi z innych pracowni.

Najczesciej stosowanymi metodami pomiaru aktywnos$ci mchowej, przede wszystkim
komorek uktadu immunologicznego, ale takze fibroblastéw i innych komoérek, sg rozmaite
modyfikacje zastosowan komor Boydena [2,11,12,44, 58].

W metodzie tej liczy sie komoérki, ktére przedostaty sie przez pory filtru majacego
zazwyczaj grubos¢ od Kilku do kilkuset |im i$rednice porow 2,4, 6 lub 8 jjm, najego druga
strone w obecnosci i przy braku badanych chemoatraktantéw w dolnej komorze. W najno-
wszych wersjach tej metody bada sie migracje wewnatrz filtru pojedynczych, znakowanych
fluorescencyjnie komorek.

Do obliczen wykorzystuje sit najszybciej
migrujace komaérki z frontu prowadzacego [12,
58]. Stosujac filtry o grubosci 100-200 jam
mozna okre$li¢ w nich potozenia najszybciej
migrujagcych komorek i z pewnym przyblize-
niem modelowac (ale nie mierzy¢) stromosé
gradientu stezeA chemoatraktantéw [62]. Uzy-
skane w takich warunkach predkosci migracji
komoérek, wiacznie z wielojgdrzastymi gra-
nulocytami, sg dziesieciokrotnie do stukrotnie
mniejsze niz w innych testach, np. pod agaroza
[12].

Wszystkie powyzej opisane metody w rze-
czywistosci okre$laja przemieszczenie (trans-
lokacje) komorek po stosunkowo dtugim czasie
trwania doswiadczenia, od kilkudziesieciu mi-
nut do kilku dni.

Nie biorg one pod uwage, ze koricowa trans-
lokacja komérek, okreslana po dtugim czasie,
zalezy nie tylko od szybkosci migracji komorek
i ich aktywnosci lokomocyjnej, ale i od:

a) polaryzacji komorek iksztattu drogi prze-
bytej przez komorki; komorki ulegajace pola-
ryzacji moga wedrowac wolniej, ale poruszajac
sie po drogach prostych moga dalej zajs¢ [17],
ilustruje to rysunek 2;

b) wzajemnych oddziatywan miedzy powie-
rzchniami migrujagcych komorek.

Komorki spotykajac sie ze soba moga sie
przejSciowo "zlepia¢", a kolizje miedzy nimi

Rys. 1. Zasada metod badania przemieszczefh komo- nie maja charakteru zderzen sprezystych. Kaz-
rek wymigrowujacych z pojedynczej warstwy lub de takie zderzenie zwalnia migracje komaorki.
agregatéw, blizsze objasnienia w tekscie Szczeg()mie komoérki Wymigrowujqce z poje-
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Rys. 2. llustracja jak czynniki zwalniajgce szybko$¢ migracji komérek wptywajac na polaryzacje ich ruchu moga
powodowaé wzrost przemieszczenia komérek

dynczej warstwy (tzw. monolayer), agregatu lub sferoidu sg hamowane przez oddziatywania
miedzy ich powierzchniami i kontakty miedzykomdrkowe. Lokalna gesto$¢ komérek i cze-
sto$¢ kolizji miedzy nimi ma znaczny wptyw na przesuniecie komoérek badane po dtugim
czasie. Na skuteczno$¢ wymigrowania komorek maja duzy wptyw czynniki rozpraszajace,
takie jak scatter factor wytwarzany przez fibroblasty identyczny z HGF - czynnikiem
wzrostowym hepatocytow. Czymnki takie ostabiajg kontakty miedzykomaorkowe i zapobie-
gaja "zlepianiu sie" komorek, a przez to utatwiajg migracje w gestych populacjach komérek
[5].

c) W wypadku badania migracji wewnatrz lub w poprzek filtréw w komorze Boydena,
dodatkowo obok dwu pierwszych czynnikéw, na przemieszczenie komoérek ma duzy wplyw
zdolnos$¢ ich do zmiany ksztattu i przeciskania sie przez pory filtru. Komérki podatne na
deformacje tatwiej beda przechodzi¢ przez filtr nawet wéwczs, gdy ich rzeczywista aktywno$é
lokomocyjna bedzie zmniejszona.

Wyniki dotyczace pomiaru kohcowego przemieszczenia komorek moga zatem by¢ obar-
czone btedami. Zwiekszone przemieszczenie moze zachodzié¢ przy zmniejszonej predkosci
migracji, jesli dziatajg czynniki wplywajace na kontakty miedzykomorkowe lub czynnik
badany wptywa na polaryzacje ksztattu komaérek i "pennanencje” ruchu lokomotorycznego
[4], a w wypadku badah migracji wewnatrz filtrow na przemieszczenie wptywa tak wiele
innych czynnikéw poza rzeczywista aktywnos$cig lokomocyjng komérek, ze interpretacja ich
jest prawie niemozliwa. Wyniki badan prowadzonych wymienionymi powyzej posrednimi
metodami coraz czeSciej okazujg sie sprzeczne z bezpos$rednimi pomiarami aktywnosci
ruchowej komorek.

Trzeciagrupa, ostatnio ponownie stosowanych po kilkuletniej przerwie, posrednich metod
pomiaru szybkos$ci ruchéw komorek, zwigzana jest z poréwnaniem migracji komorek do
przypadkowego biagdzenia (ang. random walk), takiego jakie wystepuje w ruchach Browna.
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lloSciowy opis ruchéw Browna i okreslenie tzw. "$redniego przesuniecia kwadratowego"
(ang. mean square displacement) podali na poczatku tego wieku Einstein i Smoluchowski.
Analize ruchow komorek przy wykorzystaniu takiego modelu zaproponowali m.in. Sayers i
wsp.[50] dla opisu ruch6w Amoeba proteus oraz Gail i Boone [21,22,23] - dla opisu ruchéw
fibroblastow, na poczatku lat siedemdziesigtych. Gait i Boone zauwazyli jednak, ze tak
uzyskane wartosci liczbhowe sg dla wiekszosci typdw komorek niepowtarzalne. Formalny opis
przypadkowego btgdzenia zaktada, ze :

komorki mogg wytwarzac¢ pseudopodia przypadkowo, w dowolnym Kierunku z

takim samym prawdopodobienstwem;

zderzenia (kolizje) miedzy komérkami sg sprezyste, a nie plastyczne, tzn. komarki

nie przyczepiajg sie do siebie, zderzenie ma wptyw na kierunek ruchu, ale nie na

jego predkosé.

Gait i Boone [21,23] pokazali iloSciowo, jak lokalna gesto$¢ komdrek wptywa na wartosci
$redniego przesuniecia kwadratowego. Okazato sig, ze bardzo silnie zalezy ona od lokalnej
gestosci komaérek w wypadku komorek prawidtowych wykazujgcych kontaktowe hamowanie
migracji, natomiast stabiej zalezy od gestosci w wypadku nowotworowo transformowanych
komérek [31, 32, 33].

Jako dane podawane sg tutaj zazwyczaj wyniki bezposrednich obserwacji migrujacych
komoérek z filméw wykonanych metodg zdje¢ poklatkowych (ang. time lapse cinematography)
lub z pomiaréw przemieszczen komérek prowadzacego frontu.

Doswiadczenia wykazuja, ze taki opis daje sie zastosowac niemal wytagcznie do komérek,
ktére wzajemnie ze sobg stabo oddziatujg, takie jak ameby, monocyty i wielojadrzaste
granulocyty, i powinny by¢ zdolne do wytwarzania pseudopodiéw zjednakowym prawdopo-
dobienstwem we wszystkich kierunkach (por. [4]). W wypadku innych komérek wykazu-
jacych statg polaryzacje ksztattu i migrujgcych bez zmian kierunku lokomocji, jak np.
keratynocyty [9, 10] lub limfocyty, brak jest zgodnos$ci z krzywa przewidywang przez
réwnania Smoluchowskiego-Einsteina [4]. Stosowanie tej metody opisu do fibroblastow,
keratynocytow iinnych komérek tkankowych prowadzi do otrzymywaniadanych liczbowych,
jednak niepowtarzalnych, szczeg6lnie w wypadku prawidtowych komérek, wykazujgcych
kontaktowe hamowanie migracji.

1. METODY ANALIZY AKTYWNOSCI RUCHOWEJ KOMOREK
OPARTE NA OBSERWACIJI | ZAPISIE KSZTALTU | RUCHOW POJEDYNCZYCH
KOMOREK

Z tego co dotychczas powiedziano, wynika potrzeba stosowania metod bezposrednich
okres$lania aktywnosci ruchowej komoérek. Wszystkie metody posrednie mogg prowadzi¢ do
wnioskow sprzecznych z rzeczywistym przebiegiem zjawiska.

Grupa metod, obecnie coraz czesciej wykorzystywanych w badaniach, polega na bezpo-
Sredniej obserwacji migrujacych komorek. Gdy komarki wedruja bardzo szybko lub bardzo
powoli, konieczne staje sie rejestrowanie ruchdw komorek w sposob ciagly, tzw. "monitoro-
wanie". Tylko w ten sposdéb mozna wyznaczy¢ rzeczywiste tory ruchu komérek i zmiany
ksztattu pojedynczych komoérek. Pierwsze préby wyznaczenia trajektorii, czyli toréw ruchu
migrujgcych komorek, pochodzg z lat piecdziesigtych. Wéwczas to Dryl zastosowat metode
ciemnego pola i dtugotrwatego naswietlania obrazu do badania ruchéw orzeskéw [15].
Stosowanie tej metody mozna spotkac jeszcze obecnie dla szybko migrujacych lub ptynacych
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komorek [28,40]. Takze w latach piecdziesigtych Rose, Abercrombie i Ambrose zastosowali
metody filmowe, zdje¢ poklatkowych ianalizy klatka po klatce (ang.frame byframe analysis).
Metody te, chociaz zmudne, wniosty wiele do opisu ruchéw komérek, ale ze wzgledu na
pracochtonno$¢ byty stosowane do opisu ruchu pojedynczych, nielicznych komorek, a nie
populacji pojedynczych komérek [1, 7, 10, 11, 21, 24, 25, 26, 27]. Dopiero po potgczeniu
rejestracji poklatkowej obrazu z jego analizg komputerowg, metody te w ostatnich pieciu
latach znajduja coraz szersze zastosowanie do ilosSciowego opisu aktywnosci wielu komérek
w badanej populacji.

W 1977 r. Albrecht-Buehler [3] wprowadzit metode wyznaczania toréw ruchu wolno
migrujagcych komorek przez rejestrowanie tzw. fagokinetycznych $ladéw ruchu komoérek. W
metodzie tej powierzchnie pokrywa sie ztotem koloidalnym. Migrujgce komorki fagocytujac
pozostawiajg $lady czystej powierzchni. Metoda ta stosowanabytabardzo czesto az do potowy
lat osiemdziesigtych, ale i dzisiaj publikowane sg prace wykonane tg metoda [63, 65].

Druga potowa lat osiemdziesigtych przyniosta bardzo szybki rozw6j metod komputero-
wych. Metody filmowania poklatkowego zastgpiono zapisem obrazu na taSmach magneto-
widowych i firma Panasonic jako pierwsza wyprodukowata analogowy magnetowid
poklatkowy. Zaletg tego systemu jest mozliwos$¢ zapisu obrazu przy bardzo stabym oswietle-
niu, mozliwo$¢ zapisu 25 obrazéw na sekunde oraz rejestracji zwolnionej do kilkuset razy, a
przy zastosowaniu zewnetrznego generatora impulséw mozna zapisywac¢ obraz z dowolng

Rys. 3. Zalezno$¢ dtugosci mierzonej drogi przebytej w danym czasie przez komoérke od odstepu czasu pomiedzy
kolejnymi zapisami obrazu - im wiekszy odstep czasu ("krok czasowy"), tym wiekszy btagd pomiaru
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czestotliwoscig nawet przez wiele dni. Lepsze okazujg si¢ jednak wprowadzane w latach
dziewiecdziesigtych magnetowidy z cyfrowym zapisem obrazu (digitalne) lub ostatnio, bez-
posrednie zapisy poklatkowe obrazu w pamieci komputera. Pozwala to zapisywa¢ obrazy od
50 obraz6éw na sekunde dojednego obrazu na kilka godzin, w zalezno$ci od zyczenia badacza.
Wielu badaczy do dzisiaj jeszcze stosuje metody tgczone - zapis obrazu z uzyciem magneto-
widu analogowego, a potem jego digitalizacja przy uzyciu tzw.frame graber i wprowadzanie
cyfrowego zapisu obrazu do komputera lub przerysowywanie $ladow komorek na foliach [52].

Wyznaczanie trajektorii, torow wedréwki pojedynczych komaérek i zmian ksztattu komo-
rek, nawet przy zastosowaniu najnowoczes$niejszych, dostepnych technik napotyka na trud-
nosci wynikajace z natury obserwowanych zjawisk. Trudnosci te ilustrujg podane ponizej
przyktady.

Jesli odstepy czasowe (kroki czasowe) dla migrujacej komorki sa zbyt duze, to nastepuje
wyrazne skrécenie obrazu rzeczywistej drogi komérki. Jest to btgd mniej istotny, gdy badamy
komorki migrujace po drogach prostych, z tzw. duzgpermanencja ruchu, rzadko skrecajacych,
takich jak np. keratynocyty lub fibroblasty [9]. W wypadku jednak, gdy obserwujemy ruchy
np. PMNL lub ameb Dictyostelium, drogi migracji tych komérek moga by¢ bardzo krete i
btedy moga mie¢ duzg wartos¢ [4, 32, 39] (rys. 3). Stad korzystne bylyby mozliwie czeste
pomiary potozenia komérek [39].

Jesdli odcinek przebyty w jednostce czasu jest mniejszy niz dtugosé¢ komorki, trzeba
okresla¢ potozenie tzw. centroidu - $rodka geometrycznego komorki albo $rodka gestosci
optycznej (Srodka ciezkos$ci) [16] (rys. 4). Inna metoda polega na rysowaniu (lub zapisie
komputerowym) obwodu komoérek i obliczaniu - naktadajac obrazy na siebie i wyznaczajac

Rys. 4. Okreslanie potozenia komérek przez wyznaczanie: A - $rodka gestosci optycznej komoérek lub Srodka geo-
metrycznego komoérek lub B - analize powierzchni rzutu komérek na ptaszczyzne (blizsze objasnienia w tekscie)
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powierzchnie zajetg przez komdérke w czasie t+1 nie zajmowang w czsie t, a nastepnie dzielac
te powierzchnie przez powierzchnie wspélng-procentowej zmiany nowej powierzchni zajetej
przez migrujaca komérke (rys. 5).

Metode te zduzym naktadem pracy, stosowano analizujac klatka po klatce obrazy zapisane
na filmach poklatkowych, zanim powszechnie wprowadzono do pracowni komputerowe
metody analizy obrazu [7, 9, 10, 24, 25, 26, 27]. Mozna tak byto analizowa¢ ruchy i zmiany
ksztattu podczas lokomocji pojedynczych komorek i uzyskac wiele bardzo cennych informa-
cji. Ta metoda po wprowadzeniu komputerowych metod zapisu i analizy obwodu i ksztattu
komoérek pozostaje niezastgpiona, gdy chcemy zbadac¢ aktywno$¢ motoryczng np. w komaér-

Rys. 5a. Wykresy kotowe zapisu migracji keratynocytéw rybich (Lebistespunctatus) po powierzchni szkta
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kach, ktdre nie migruja, a tylko zmieniajg ksztatty. Stosowana bywajednak takze do okre$lania
migracji komérek zmieniajgcych ksztatt i rozptaszczenie [16,19, 34, 57, 64].

Gdy badamy drogi migracji, btedy wszystkich opisanych powyzej metod moga wynikac
z faktu obserwacji rzutdbw komarek na ptaszczyzne zamiast obserwacji zmian tréjwymiarowe-
go, rzeczywistego ksztattu komorek [46, 51]. Ostatnio ukazaty sie prace dotyczace wieloja-
drzastych granulocytow, w ktérych prébuje sie metodg komputerowego sktadania obrazu
przedstawia¢ rzeczywiste ksztatty migrujagcych komarek [46].

Pomocne moga okaza¢ sie takze zastosowane np. w naszej pracowni mikroskopy do
badania trojwymiarowej rzezby powierzchni metali, dajgce obrazy trojwymiarowe w Swietle
widzialnym takze zywych komaérek, o ile ich grubo$¢ nie przekracza 8-10 firn. Jesli komorki

Rys. 5b. Wykresy kotowe zapisu migracji keratynocytéw rybich (Lebistespunctatus) po powierzchni szkta pokrytej
kolagenem 1V
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sg grubsze, wymagane jest sktadanie obrazéw z rozmaitych ptaszczyzn ostrosci. Wedtug
najnowszych prac, zapis takiego "sktadanego" obrazu ze zwyktego mikroskopu $wietlnego
wyposazonego w optyke do réznicowego kontrastu interferencyjnego typu Nomarskiego trwa
kilka sekund i moze by¢ wykorzystany do badania ruchéw wolno migrujacych komorek.

Z naszego doswiadczenia wynika, ze najwygodniej jest do badania toréw komérek dobie-
ra¢ takie odstepy czasu miedzy kolejnymi zapisywanymi lub analizowanymi obrazami (kroki
czasowe), aby komorka mogta przewedrowaé potowe swej diugosci. Stosujac stosunkowo
mate powiekszenia i kontrast fazowy mozna z matym btedem wyznaczaé srodki geometryczne
komérek. Umozliwia to $ledzenie kilkunastu do kilkudziesieciu komorek wjednym dos$wiad-
czeniu i brak doktadnosci w wyznaczeniu potozenia Srodka geometrycznego jest kompenso-
wany duza liczbg pomiaréw, Kkilku tysiecy odcinkdw drogi przebytych przez kilkadziesiat
komdrek w jednostce czasu odpowiadajacej jednemu "krokowi". Zapisy takiej liczby drog
wedréwki komérek stanowia materiat do ilosSciowych badafn zachowan sie wielu komdrek
danej populacji w wybranych warunkach doswiadczalnych i komputerowych obliczen roz-
maitych parametréw charakteryzujgcych zmiany ksztattu i migracje komarek [por. 4,14, 59,
60].

DI. OKRESLANIE KIERUNKU MIGRACJI KOMOREK

Odrebnym zagadnieniem jest okreslanie orientacji ruchéw komoérek pod wptywem rozmai-
tych czynnikoéw, takich jak gradienty stezen badanych substancji podczas chemotaksji, pola
elektryczne, gradienty adhezyjnosci itd.

Wszystkie uwagi dotyczace badania aktywnosci ruchowej, a zatem zmian ksztattu komérek
i ich migracji odnoszg sie i do tych zagadnien.

Komory Boydena, najczesciej stosowane do takich badan w przesztosci, moga dostarczy¢
tylko danych wstepnych, wymagajacych potwierdzenia za pomocg nowszych, doktadniej-
szych metod. W komorach Boydena nieznane pozostajg drogi komérek wewnatrz filtréw, gdyz
bada sie tylko ich koncowe przemieszczenie, nie rozroznia sie haptotaksji i chemotaksji oraz
putapkowania (wybiérczego zatrzymywania - ang. trapping). Ponadto wymagane sg kontrol-
ne pomiary kinetyki przechodzenia komoérek przez filtry (co nie jest jednoznaczne z ich
zdolnoscig do migracji), nieokre$lone pozostajg gradienty stezen badanych substancji, a takze
zdolno$¢ komérek do deformacji podczas przeciskania sie przez pory filtrow. Ponadto nie jest
mozliwe badanie chemotaksji ujemnej. Stad, jak coraz czesciej sie okazuje, wyniki uzyskane
zapomoca tej metody sa nieporéwnywalne z wynikami uzyskanymi za pomocg innych metod.

Aby otrzymac¢ bardziej wiarygodne wyniki, w badaniach chemotaksji Nelson, Quie i
Simons w 1975 r. wprowadzili metode znang dzi$ powszechnie jako test migracji leukocytow
pod agarozg [47]. Metoda ta doczekata sie licznych modyfikacji ijest bardzo czesto stoso-
wana [13, 41, 59, 60, 64], Jej wadg jest trudno$¢ okreslenia lokalnych stezen badanych
substancji oraz niezbyt dobry obraz mikroskopowy. Metoda ta pozwalajuz jednak na wyko-
rzystanie nowoczesnych metod rejestracji ruchéw komérek i wyznaczania toréw ich wedrow-
ki, adzieki temu umozliwia wykorzystanie komputeréw do analizy tych torow. W 1990 r. Alt
i Hoffmann wydali materialty sympozjum w Bonn, w ktérych zamieszczono r6znorodne
propozycje analizy ruchéw komarek i orientacji ich migracji na podstawie rozmaitych metod
matematycznych.
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Jak wynika z aktualnie prowadzonych prac i teoretycznych rozwazan dotyczacych aktyw-
nosci ruchowej komarek, dla zastosowania $cistych metod matematycznych do iloSciowego
badania aktywnosci ruchowej komérek niezbedne jest:

1) obserwowanie pojedynczych komérek;

2) wyznaczanie torow drog migracji tych komorek lub zmian ksztattu nie migrujacych
komorek;

3) wszedzie, gdzie to tylko mozliwe, doktadne okreslenie czynnikow zewnetrznych,
gradientow stezen, natezen pol, rzezby podtoza, adhezyjnosci podtoza etc.

Dopiero dysponujac takimi danymi mozna oblicza¢:

a) predkos$¢ chwilowg mchu wielu pojedynczych komérek;

b) predkos¢ srednig migracji komaérek;

¢) zmiany ksztattu podczas migracji wielu pojedynczych komaérek;

d) stosunek warto$ci przemieszczenia do drogi rzeczywistej, a przez to okreslaé
tzw. pennanencje ruchu, zalezng od trwatosci polaryzacji ksztattu komorek;

e) wspotczynniki McCutcheona okreslajace kierunkowos$¢ migracji [20,43];

0 warto$¢ kosinusa kata pomiedzy odcinkiem translokacji w danym czasie (po 1, 2,
... nkrokach czasowych), a wybrang osig (zalezng od badanego gradientu lub pola)
oraz sumy takich warto$ci katow dla catych populacji migrujagcych komérek [4, 33,
59, 60];

g) mozliwe staje sie takze wowczas obrazowanie wynikow pomiaréw na
zaproponowanych przez Ericksona i Nuccitelliego w 1984 r. wykresach kotowych,
gdy poczatki torow migracji wszystkich komdrek danej populacji sprowadza sie do
jednego punktu zerowego ukfadu wspo6trzednych [14,18, 48].

W naszej pracowni opracowaliémy komory na zasadzie niemieszanych warstw cieczy (ang.
unstirred layers), w ksztatcie kieszeni, w ktérych mozna réwnoczes$nie mierzy¢ chwilowy
rozktad stezen badanych substancji i $ledzi¢ zachowanie sie komdrek. Odpowiednie programy
komputerowe specjalnie przygotowane do analizy aktywnosci ruchowej komorek pozwalajg
na zapis toréow migracji komorek i zmian ich ksztattu, a w nastepstwie automatyczne przed-
stawianie danych w rozmaitej formie, m.in. na wykresach kotowych (rys. 5), oraz obliczania
rozmaitych parametrow charakteryzujacych ruchy komérek.
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PESETA OPTYCZNA - NOWE NARZEDZIE
DO BADANIA SYSTEMOW RUCHOWYCH KOMOREK

OPTICAL TWEEZERS - NEW TOOL TO STUDY
THE INTERNAL CELL MOVEMENT

Matgorzata PIERZCHALSKA

Zaktad Biologii Komarki, Instytut Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Krakdw

Streszczenie: Przedstawiono prace dotyczace pesety optycznej - obiecujagcej metody badawczej wprowadzanej
ostatnio w biologii komérki. Wytwarzana przez $wiatto laserowe putapka optyczna zostata wbudowana do mikrosko-
pu $wietlnego o duzej rozdzielczo$ci. Nowa metoda umozliwia zdalne przemieszczanie obiektéw w przestrzeni,
rébwniez we wnetrzu zywych komoérek. Peseta optyczna jest wykorzystywana zaréwno jako mikromanipulator, jak i
jako przyrzad do pomiaru sit dziatajacych na poziomie ultrastruktur komérkowych. Przyktadem jest, opisana w
artykule, préba pomiaru sit wytwarzanych przez jedna czasteczke cytodyneiny.

Stowa kluczowe: peseta optyczna, putapka laserowa, mikrotubule, cytodyneina

Summary: The papers concerning optical tweezers, a promising tool recently introduced in cell biology are presented.
Laser induced, single beam optical gradient trap has been attached to a high resolution light microscope. Microscopic
objects can be remotely manipulated with optical tweezers, also within a living cell. Laser traps are used both as
micromanipulators and tensiometers. The forces generated by single cytodynein molecule were also measured with
optical tweezers.

Key words: optical tweezers, laser trap, microtubule, cytodynein

Kierowanie obojetnymi elektrycznie obiektami o niezwykle matych rozmiarach w celu
zmiany ich potozenia lub predkoscijest trudnym zadaniem. Obiekty natadowane elektrycznie,
takiejak jony ielektrony, tatwiej poddaja sie sterowaniu, gdyz pola elektryczne i magnetyczne
oddziatujg z natadowanymi czastkami. Wptywanie na potozenie czastek elektrycznie obojet-
nychjest teoretycznie mozliwe izostato, w ostatnim dziesiecioleciu, przeprowadzone prakty-
cznie dzieki wykorzystaniu odpowiednio zbudowanych putapek [9]. Zastosowanie Swiatta
laserowego i pola magnetycznego umozliwito stworzenie tzw. putapek optycznych, magne-
tycznych lub najczeéciej stosowanych putapek magneto-optycznych. Swiatto laserowe pola-
ryzuje obojetne atomy. Stajg sie one dipolami elektrycznymi. Dziata na nie sita o kierunku
zgodnym z gradientem pola elektrycznego. Zmienne pole elektryczne o lokalnym maksimum
w przestrzeni wytwarza zogniskowana wigzka laserowa. W tym wypadku sita dipolowa
dziatajgca na atomy jest jednak zbyt mata, aby przeciwstawic sie ruchom cieplnym atomoéw
w temperaturze pokojowej. Aby tak zaprojektowana putapka mogta dziata¢, atomy musza by¢
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18 M. PIERZCHALSKA

oziebione do bardzo niskich temperatur. Wykorzystujac rowniez wigzki $wiatta laserowego o
odpowiedniej dtugosci fali i rozmieszczeniu, wytwarzajgce tak zwang "melase optyczng"
udato sie oziebi¢ atomy w stanie gazu do temperatur bliskich zeru bezwzglednemu [9]. Oprécz
putapek mogacych uwiezi¢ atomy w okre$lonym punkcie przestrzeni skonstruowano naste-
pnie soczewki i zwierciadta atomowe, atomowe lejki i atomowe fontanny zdolne wytwarzac
strumien zimnych atomdw o okre$lonej predkosci. Odkrycia te znalazty szerokie zastosowania
w réznych dziedzinach fizyki doswiadczalnej ijednoczes$nie przyczynity sie do wynalezienia
nowej metody badawczej w biologii komorki. W pierwszej potowie lat osiemdziesigtych
jednym z wiodacych os$rodkéw pracujacych nad putapkami laserowymi byt Laser Science
Research Department w Laboratoriach AT&T Bell w Holmdel w Stanach Zjednoczonych.
Pracujacy tam Arthur Ashkin byt pierwszym, ktéry wykorzystat promienie laserowe do
poruszania matych, widocznych w mikroskopie $wietlnym, obiektéw biologicznych: wiru-
sow, bakterii, komorek eukariotycznych i organelli komdrkowych. W pracach opublikowa-
nych w roku 1987 w Science i Nature uzyt dla okreslenia swojego wynalazku sugestywnej
nazwy peseta optyczna (ang. optical tweezers) [1,2].

W roku 1986 Ashkin wykazat, ze obojetne czastki o rozmiarach od 200 nm do 10 pm (np.
kulki polistyrenowe lub lateksowe) mozna ztapaé w putapke optyczng, kt6rgjestjedna silnie
zogniskowana wigzka laserowa [1]. Procesom absorbcji, odbicia i zatamania $wiatta towarzy-
szy powstanie niewielkich sit proporcjonalnych do mocy promieniowania. Swiatto padajac na
powierzchnie danego ciata wywiera na te powierzchnie pewne cisnienie. Kiedy o$wietlanym
obiektem jest kulka z dielektryka, dziata na nig sita o kierunku zgodnym z kierunkiem
rozchodzenia sie $wiatta. Jest to tak zwana sita rozproszenia. Jesli takg kulke z materiatu o
wsp6tczynniku zatamania wiekszym od otaczajacego osrodka umiescimy w poblizu punktu,
w ktérym zogniskowanajest wigzka laserowa, to oddziatywanie miedzy indukowanymi przez
Swiatto dipolami a gradientem polaelektrycznego doprowadzi do powstania sity popychajacej
kulke w kierunku punktu o maksymalnej jasnosci Swiatta. Jesli sita skierowana w strone
punktu o najwiekszej gestosci promieniowania jest wieksza od sity rozproszenia, obiekt nie
moze wydosta¢ sie z obszaru, w ktérym jest zogniskowana wigzka laserowa i "wpada do
putapki" [5].

Aby wykorzysta¢ te zasade do poruszania czastek pochodzenia biologicznego o rozmia-
rach kilku mikrometréw, putapke laserowag wbudowano do mikroskopu $wietlnego o duzej
rozdzielczosci (rys. 1). Wiazka promieniowania laserowego ogniskowanajest przez ten sam
obiektyw, ktory stuzy do obserwacji preparatu w elemencie objetosci o rozmiarach w przybli-
zeniu rébwnych diugosci fali emitowanej przez laser. Sita dziatajgca na wpadajacy do putapki
obiektjest proporcjonalna do mocy lasera. Kilku miliwatowa moc wigzki laserowej odpowia-
da sile rzedu pikoniutonéw (0,1 mikrodyny). Zywa komérka o$wietlana przez laser moze ulec
fotouszkodzeniu iogrzaniu. Aby zminimalizowac te efekty, uzywa sie lasera o linii w zakresie
podczerwieni (np. 1064 nm). Swiatto o takiej dhugosci falijest stosunkowo stabo absorbowane
przez komorki. Dzieki mozliwosci ciggtej zmiany mocy lasera sita, z ktdrg Swiatto dziata na
obiekt, moze by¢ réwniez zmieniana w sposob ciggty. Przy uzyciu pesety optycznej mozna
badany obiekt przesuwa¢ w obrebie pola widzenia mikroskopu uzywajac do tego celu
zewnetrznej soczewki. Steruje ona miejscem, w ktérym ogniskowana jest wigzka laserowa.
Komorki E. coli lub komorki drozdzy moga przebywac w obrebie putapki przez kilka godzin
i dzieli¢ sie nie wykazujac zadnych objawoéw uszkodzenia [2]. Za pomoca lasera 0 mocy 80
mW raz ztapana bakteria moze by¢ przesuwana z predkoscig 500 pm/s [2].
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Peseta optyczna jest wyjatkowo precyzyjnym mikromanipulatorem majagcym wiele zalet
odrdzniajacych ja od innych przyrzadéw tego samego przeznaczenia [8].

1. Wspotdziata niemal z kazdg technika mikroskopowg (ciemne pole, kontrast faz,
réznicowy kontrast interferencyjny ( DIC), epifluorescencja, system
wzmocnienia obrazu Allena (AVEC).

2. Sita, zjaka dziata na obiekt, ma znana warto$¢ proporcjonalng do mocy lasera i
jest powtarzalna.

3. Obiektem mozna precyzyjnie manipulowac w przestrzeni.

4. Uchwytjej moze byé zwalniany natychmiast lub stopniowo.

5. Umozliwia poruszanie obiektami wewnatrz zywych komorek bez przerywania
ciggtosci btony komorkowe;.

Przyktadem zastosowania pesety optycznej jako mikromanipulatora jest dowolne prze-
mieszczanie lub unieruchamianie przez eksperymentatora chromosomoéw lub ich fragmentéw
w czasie mitozy [12,13]. Metoda ta moze by¢ wykorzystana zaréwno do badan nad ruchem
chromosomow, jak i do badan genetycznych, na przyktad do tworzenia komérek o monoso-
micznej lub trisomicznej liczbie chromosoméw lub komérek pozbawionych pewnej wybranej
czesci materiatu genetycznego. W tego typu doswiadczeniach pesete optyczng stosuje sie
réwnoczes$nie z skalpelem optycznym, czyli laserem dziatajgcym impulsowo w zakresie UV,
ktéry moze przecig¢ chromosom w wybranym przez eksperymentatora miejscu [14]. Pesete i
skalpel optyczny prébowano wykorzysta¢é do wywotania fuzji bton komérkowych [3] i
komérek oraz procesu sztucznego zaptodnienia [8].

Sity o wartosciach pikoniutonowych wywierane przez $wiatto laserowe sg dobrze dopaso-
wane do zakresu sit dziatajgcych na poziomie ultrastuktur komérkowych. Uzycie pesety
optycznej stwarza mozliwos$¢ pomiaru tych sit (np. sit wytwarzanych przez mechanoenzymy
zwane silnikami molekularnymi). Wyniki takich pomiarow zostaty opublikowane przez
wspotpracujacy z twoércg pesety optycznej A. Ashkinem zespét badaczy z Uniwersytetu w
Berkeley w Kalifornii pracujacy pod kierunkiem Manfreda Schliwy. Uzyli oni pesety optycz-
nej do pomiaru sity wytwarzanej przez jedng czasteczke cytodyneiny [4]. Wiekszo$¢ wiado-
mosci na temat dziatania kinezyny, cytodyneiny i miozyny pochodzi z testow in vitro, w
ktérych obserwuje sie ruch kulek polistyrenowych lub lateksowych pokrytych enzymami
wzdtuz mikrotubul lub ruch mikrotubul po pokrytej enzymami powierzchni [14]. Tym razem
uzyto jednak ekstraktow cytoplazmatycznych - pozbawionych btony komérkowej, cienkich
pasm cytoplazmy z retikulopodiow wielkiej, stodkowodnej ameby Reticulomyxa. W retikulo-
podiach o $rednicy 0,3 mikrometra zawierajgcych od 1do 4 mikrotubul odbywa sie intensywny
ruch mitochondriow. Mitochdéndria kuliste, o zblizonej $rednicy (ok. 300 nm) i duzym
wspotczynniku zatamania $wiatta (wyraznie widoczne w mikroskopie swiednym) poruszaja
sie z predkosScig ok. 10 pm/s. Ich ruch zalezny jest od ATPazy nalezacej do typu cytodynein.
Liczba czasteczek tego biatka zwigzana z jednym mitochondrium wynosi od 1do 4 (Srednia
obliczona na podstawie zdje¢ z mikroskopu elektronowego wynosi 2,4 czgsteczki cytodynei-
ny/mitochondrium). Putapka optyczna zostata zogniskowana na retikulopodium, a moc jej tak
dobrano, aby mitochondrium wedrujagce po mikrotubuli wchodzac w obszar putapki zatrzy-
mato sie. Nastepnie zmniejszano moc lasera. W momencie, w ktérym sita dziatania putapki
byta mniejsza od sity wytwarzanej przez silnik molekularny, mitochondrium uciekato z
obszaru putapki i ruszato dalej wzdtuz mikrotubul. Srednia moc lasera, przy ktérej nastepo-
wata ucieczka mitochondrium, wynosita 160 inW. Sifa jednej czasteczki cytodyneiny byta
réwnowazona srednio przy mocy laseraréwnej 63 mW. Po odpowiedniej kalibracji obliczono,
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ze odpowiada to sile 2,6-10‘7 dyny. W tej samej serii doswiadczen udowodniono réwniez, ze
mitochondrium moze by¢ transportowane przez te sama czasteczke enzymu w obu kierunkach
wzdtuz polarnej wigzki mikrotubul, gdyz uwolnione z putapki mitochondria poruszaty sie nie-
koniecznie w te samg strone co poprzednio. Opisane powyzej do$wiadczenia stanowig
szczegOlnie interesujgcy przyktad zastosowania omawianej techniki. Wyniki ich wskazuja, ze
przynosi ona nowe mozliwosci zarowno w zakresie pomiaru sit dziatajgcych na poziomie
komaérki, jak i badania mechanizméw ruchdéw wewnatrzkomoérkowych.

Oprdécz pomiaru sity potrzebnej do transportu organelli wzdtuz mikrotubul peseta optyczna
zostata wykorzystana do pomiaru wiasciwosci mechanicznych witki bakteryjnej [6]. Umoz-
ziwita réwniez bardziej precyzyjne badanie mechanizmu dziatania silnikdbw molekularnych
w uktadzie pozakoindrkowym, w tzw. teécie optaszczonych ziaren (ang. bead assay) [7,11,16].
W testach tych obserwuje sie ruch pokrytych odpowiednim biatkiem ziaren polistyrenowych
0 znanych wymiarach wzdtuz mikrotubul lub wigzek filamentéw aktynowych. Pesete optycz-
na wykorzystano do naprowadzania poszczeg6lnych ziaren przed rozpoczeciem obserwaciji.
Podobne podejscie zastosowano w badaniach nad ruchem czasteczek glikoprotein w btonie
komorkowej poruszajacych sie keratynocytéw. Kulki lateksowe pokryte konkanawaling A
umieszczano w wybranych obszarach bltony komdrkowej poruszajacej sie komorki. Naste-
pnie, zmniejszajac moc lasera, analizowano site, zjaka kulki wigzg sie z btong [10]. Ciekawe
wyniki uzyskano réwniez badajac z uzyciem pesety laserowej wiasnosci mechaniczne cyto-
szkieletu erytrocytéw [15]. Pojedynczy erytrocyt umieszczany byt w putapce laserowej
wytworzonej wewnatrz komory przeptywowej w taki sposob, ze nie dotykat zadnej zjej Scian.
Tak uwieziona komorka poddawana byta nastepnie ekstrakcji detergentem idziataniu roztwo-
réw o roznej sile jonowe;j.

Metode putapkowania laserowego w biologii komorki stosuje sie dopiero od 5 lat, a jej
wykorzystanie ograniczone byto do tej pory do kilku laboratoriow amerykanskich dysponu-
jacych odpowiednig aparaturg. W nadchodzacych latach zapowiadane udoskonalenia tech-
niczne oraz dostepno$¢ handlowa urzadzenia zapewne znacznie poszerza zakres jego
zastosowan. Potozeniem putapki mozna sterowa¢ komputerowo, tak jak Kieruje sie promie-
niem lasera w laserowym skaningowym mikroskopie konfokalnym. W ten spos6b prébuje sie
wytworzy¢ w jednym preparacie kilka miejsc putapkowaniajednoczes$nie, szybko wigczajac
1wytgczajagc wigzke Swiatta laserowego ijednoczesnie zmieniajagc miejsce jej ogniskowania
[8]. Wykorzystanie tafszych laseréw diodowych wytwarzajacych wigzke Swiatta o dtugosci
lali 780-950 nm w dostepnym handlowo urzgdzeniu ma obnizy¢ jego koszt, a takze stworzy
mozliwos$¢ operowania wiekszymi sitami przez zmniejszenie efektu fotouszkadzania zywych
komorek [8].
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LOGICAL AND SEMIOTIC PROBLEMS OF CELL BIOLOGY

Jan DOROSZEWSKI
Zaktad Biofizyki i Biomatematyki Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego w Warszawie

Streszczenie. W pierwszej cze$ci niniejszej pracy przedstawione sg wybrane, szczeg6lnie wazne, ogdlno-metodolo-
giczne cechy wiedzy biologicznej, a mianowicie: systemowy charakter, znaczenie czynnika czasu, rézne stopnie
ogdlnosci, szczegbtowosci, $cistosci oraz pewnosci twierdzen i fragmentéw wiedzy. Druga cze$¢ pracy poswiecona
jest semiotycznej analizie wiedzy cytobiologicznej; wprowadzone jest pojecie znakéw instrumentalnych, ktére
odpowiadajg zinterpretowanym obrazom i warto$ciom liczbowym stanowiagcym wyniki dziatania przyrzadow. W
czesci trzeciej autor zwraca uwage na charakter obiektéw bedacych przedmiotem badan cytobiologicznych oraz na
zwigzek miedzy lingwistycznym (jakosciowym) a iloSciowym sposobem opisu zjawisk w tej dziedzinie.

Summary. Inthe first part of the present paper some chosen, especially important features of the biological knowledge
are described, namely: its systemic character, importance of the time factor, various degrees of generality, ofrichness
of detail, of precision and degree of certainty of the statements and fragments of knowledge. The second part contains
semiotic analysis of cytobiological knowledge. The notion of instrumental signs is introduced; the signs of this kind
embrace interpreted images and numerical values which are the results of functioning of the scientific instruments.
The third part concentrates on the character of the objects studied in cytobiology and the connection between linguistic
(qualitative) and quantitative description of phenomena in this field.

Logiczna struktura i og6lna metodologia biologii komorki i wiekszos$ci innych dziedzin
biologii sg w ogdlnych zarysach podobne; nauka o komérce jednak wykazuje takze pewne
swoiste dla niej cechy logiczno-metodologiczne.

I. OGOLNY SCHEMAT STRUKTURY WIEDZY BIOLOGICZNEJ]

Organizm zywy - niezaleznie od poziomu gatunkowego, tj. zaréwno pojedyncza komdrka
jak i ustréj wielokomoérkowy - jest ogromnie ztozonym systemem, czyli zespotem bardzo
licznych i réznorodnych elementéw powigzanych ogromng liczbg nie mniej réznorodnych
zaleznosci. Elementami systemu zywego sg - zgodnie z powszechnym ujeciem - obiekty
(twory morfologiczne) odznaczajace sie wtasciwymi dla nich cechami (wtasnosciami), zwiaz-
ki za$, ktore - wedtug naszego pogladu - facza te twory iich cechy stanowig charakterystyczne
dla tego systemu relacje. System zywy znajduje w naszym umys$le odzwierciedlenie w postaci
sadow wyrazonych w zdaniach o charakterze og6lnym stanowigcych twierdzenia i prawa
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biologii, ktérych wzajemnie powigzane zespoly tworzg wieksze i mniejsze fragmenty wiedzy
i teorie. Innymi stowy, obiekty wchodzace w sktad systemu zywego, ich cechy i fgczace je
relacje stanowig tre$¢ (znaczenie) sadoéw i wypowiedzi tworzgcych nauke biologiczna.

Szczegolnie charakterystyczne dla biologii jest to, ze twierdzenia (prawa) tej nauki tworzga
zespoty (fragmenty wiedzy), w ktorych obrebie sg one wzajemnie $cisle i wielostronnie
powigzane w postaci niezmiernie rozbudowanej struktury typu sieci lub grafu, ktérego wezty
odpowiadajg zjawiskom, gatezie zas$ - faczacym je zalezno$ciom. Termin "zjawisko" uzyty
jest tu w najbardziej ogolny sposéb dla oznaczenia zardwno wystepowania okreslonych
obiektow, przystugiwaniaobiektom okreslonych wiasciwosci oraz zachodzenia takich a takich
relacji miedzy obiektami i ich wiasciwosciami. Zjawiska opisywane przez elementy wiedzy
biologicznej sa przewaznie zwigzane z okreslonym czasem, pojecie to obejmuje wiec takze
stany obiektow oraz zmiany stanéw i ciggi lub zespoty zmian stanéw czyli procesy (taki sposob
rozumienia tego terminu jest szczeg6lnie typowy dla nauk fizjologicznych).

Obok zarysowanego wyzej systemowego charakteru wiedzy biologicznej, bardzo cha-
rakterystyczng jej cechg jest fakt, ze jej fragmenty sa wyrazane w rézny sposéb z punktu
widzenia opisu obiektéw oraz ich wiasciwosci i relacji. Innymi stowy, prawa i fragmenty
wiedzy biologicznej bywajg wyrazane z r6znym stopniem ogolnosci, szczegdtowosci, Scisto-
$ci i pewnosci.

Stopien ogdlnosci elementdw wiedzy, tj. przede wszystkim praw (twierdzen), a takze ich
zespotow (fragmentow), zalezy od tresci (denotacji) wystepujacych w nich pojec: im szerszy
jest zakres odpowiadajgcych tym pojeciom termindw, tym bardziej og6lne jest dane prawo
lub tym wiekszy jest poziom og6lnosci danego fragmentu wiedzy. Z praw o wyzszym stopniu
ogolnosci moga by¢ wyprowadzane prawa mniej ogélne; pierwsze moznatez okresli¢ mianem
praw bardziej abstrakcyjnych, drugie - bardziej konkretnych.

Wieksza lub mniejsza szczeg6towosé praw i fragmentow wiedzy wigze sie z faktem, ze
wiedza biologiczna opisuje ztozone systemy, ktdrych czeséci sktadowe mogg by¢ wyrdzniane
w rozmaity sposoéb, tj. poprzez pojecia oznaczajace wieksze lub mniejsze podsystemy, czyli
zespoty zjawisk, ktore sg bardziej lub mniej zagregowane z systemowego punktu widzenia.

Prawa wiedzy biologicznej odznaczajg sie réznym stopniem pewnosci: jedne majg chara-
kter bezwyjatkowy, inne przyjmowane sg ze $wiadomoscia, ze nie zawsze sprawdzajg sie,
jeszcze inne przyjmowane sgjako niepewne hipotezy. Spos6b wyrazenia czynnika niepewno-
§ci w prawach biologicznych bywa bardzo rozmaity: stosowane sg badz r6znorodne oceny
stowne, badZz oszacowania ilosciowe.

Ro6zne stopnie i rodzaje $cistosci praw biologicznych odzwierciedlajg rozmaite sposoby
wyrazania zalezno$ci miedzy obiektami i warto$ciami cech; mogg by¢ one oparte na za-
stosowaniu skal typu jakosciowego, tj. nominalnej, porzadkujgcej lub przedziatowej albo skali
iloSciowej. Zwigzki miedzy warto$ciami cech wyrazonymi w sposob jakoSciowy sg podstawg
praw wigzacych pojedyncze wartosci, prawa typu ilosciowego taczg wiele wartosci cech. Przy
jakosciowym sposobie wyrazania cech wykorzystanie wiedzy, tj. rozumowanie, opiera sie na
operacjach typu logicznego, ujecie ilosciowe umozliwia stosowanie metod matematycznych.

Sposéb ujecia wiedzy biologicznej z punktu widzenia jej ogdlnosci, szczeg6towosci i
Scistosci zalezy zjednej strony od stopnia zaawansowania i sposobu poznania danego systemu
zywego ijego podsystemoOw, z drugiej za$ strony od tego, do czego dany fragment wiedzy jest
wykorzystywany. Na przyktad charakter wiedzy biologicznej - z powyzszego punktu wi-
dzenia - stuzacy praktyce lekarskiej jest inny w poréwnaniu z wiedzg niezbedng dla badania
naukowego.
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Il. SEMIOTYCZNE PROBLEMY BIOLOGII KOMORKI

Podobnie jak kazda nauka empiryczna, wiedza biologiczna oparta jest na obserwacji
obiektéw stanowiacych przedmiot jej zainteresowania, tj. organizméw zywych. Obserwacja
jest podstawa stwierdzenia - myslowego i stownego - faktu, ze taki a taki obiekt wykazuje
takg a takg ceche. Stwierdzony fakt ma czesto sam przez sig istotne znaczenie dla obserwatora,
najczesciej jednak jest réwniez interpretowany z punktu widzenia zwigzkéw z innymi,
bezposrednio nie spostrzeganymi zjawiskami; innymi stowy, obserwowane zjawiska sa wyko-
rzystywane jako znaki (oznaki) innych zjawisk; sady o zjawiskach bedacych korelatami
znakéw powstajg w wyniku wnioskowania semiotycznego. W celu porozumienia z innymi
ludZzmi, np. z innymi badaczami, obserwator postuguje sie znakami jezykowymi wyrazajac
stowami swoje sady. W ten sposdb nowe fakty sg przez obserwatora (eksperymentatora)
stwierdzane bezposrednio oraz postulowane drogg rozumowania, sady za$ o tych faktach
komunikowane sg za pomocg $rodkow jezykowych.

Jesli chodzi o biologie komorki - obserwacje wykonywane sg w ramach eksperymentow,
w ktérych prawie zawsze stosowane sg réznorodne badawcze narzedzia techniczne.Do naj-
czesciej uzywanych w badaniach cytologicznych przyrzaddw nalezg na przyktad mikroskopy
(optyczne i elektronowe), wagi, detektory i rejestratory zjawisk elektrycznych, analizatory
biochemiczne, liczniki czastek. Umozliwiajg one w sposdb posredni obserwacje i pomiar cech
obiektow pojedynczych, tj. komorek i ich czeSci oraz obiektow zbiorowych, ktérymi sa
kolekcje i zespoly tych tworéw; w tym ostatnim wypadku przedmiotem obserwacji sg
wypadkowe wartosci cech obiektdw pojedynczych oraz liczebnos$ci zbioréw.

Przyrzady badawcze przetwarzajg sygnaty, ktérych zrédiem sg badane zjawiska oraz
wykonujg pomiary i procedury obliczeniowe. Wynikiem dziatania przyrzadéw sa w wie-
kszosci wypadkdw badz obrazy, jak przy uzyciu mikroskopu, badz wielkosSci liczbowe
przedstawione w postaci cyfr, krzywych, wykresoéw itp. Pomijajac proste badanie za pomoca
mikroskopu optycznego, przy kazdym zastosowaniu instrumentu w eksperymencie cytologi-
cznym obiektem bezposrednio obserwowanym jest badz cze$¢ przyrzadu (np. tarcza z podziat-
ka), badz - cojest szczegdlnie czeste - taki czy inny dokument: zdjecie mikroskopowe, papier
z narysowanym wykresem (krzywa obrazujaca zalezno$¢ nasilenia procesu od czasu, histo-
gram itp.) lub z wydrukowanymi cyframi (np. w postaci tabeli) albo z wypisanymi stowami.
R6zne rodzaje wyzej wymienionych wynikéw badan dokonywanych zapomoca przyrzadow
mozna uja¢ w dwie grupy, ktorymi sg obrazy inapisy; te ostatnie moznapodzieli¢ na wyrazenia
cyfrowe i stowne.

Przyrzad lub produkt dziatania przyrzadu, ktory eksperymentator obserwuje, jest obiektem
znajdujacym sie w okreslonym stanie, czyli wykazujagcym takie czy inne cechy; bezposrednim
przeto rezultatem jego spostrzezeniajest stwierdzenie tych wasnie cech (potozenia wskazéw-
ki, okreslonego ksztattu itp.) tego obiektu (tarczy ze skalg, ekranu, wydruku itp.). Stan, czyli
tzw. wskazanie przyrzadu lubjego wytworu, jestjednak dla obserwatora istotne wytacznie ze
wzgledu na to, ze na tej podstawie wnioskuje on o stanie obiektu, ktdry jest przedmiotem jego
badania, tj. w wypadku cytologa- komorki lub zbioru komérek albo ich czesci czy produktow.
Zjawisko, ktore cztowiek spostrzega i ktére wykorzystuje, aby poznac inne zjawisko, jest dla
niego znakiem (naturalnym) czyli oznaka nieobserwowanego zjawiska, bedacego korelatem
tego znaku, rozumowanie zas$, ktére prowadzi od sadu orzekajgcego o stwierdzeniu znaku do
sadu dotyczgcego korelatu, jest wnioskowaniem semiotycznym.
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Stany przyrzadow badawczych, jako ze stuzg do wnioskowania o stanach innych obiektéw,
mozna okresli¢ mianem znakoéw instrumentalnych, przy czym nalezy wyrézni¢ dwa rodzaje
takich znakdw; stosujac przyjeta terminologie, jeden z tych rodzajow odpowiada znakom
naturalnym, drugi - znakom typu konwencjonalnego. Jako przyktad znaku instrumentalnego
typu naturalnego mozna poda¢ obraz na zdjeciu mikroskopowym bedacy znakiem cech
badanej komorki. Wnioskowanie zwigzane z interpretacjg obrazu przebiega mniej wiecej
nastepujaco. Badacz wie lub przypuszcza, iz jesli obiekt jego zainteresowania, tj. komarka,
wykazuje taki a taki zespdt cech ijesli znajduje sie w takich a takich warunkach i w okre$lonym
stosunku wzgledem przyrzadu (mikroskopu), to produkt dziatania tego przyrzadu, czyli
mikrofotografia, odznacza sie takimi a takimi cechami: widoczne sg okre$lone ksztatty i
barwy. Podstawe wnioskowania stanowi znana badaczowi zalezno$¢ faczaca cechy przedmio-
tu badania (korelatu znaku) z cechami obiektu obserwowanego (znaku); w tym wypadku jest
to stosunek podobienstwa zachodzacy miedzy cechami komérki a cechami widocznymi na
zdjeciu mikroskopowym, ktéry zalezy od budowy i sposobu funkcjonowania przyrzadu.
Trzeba wiec przyjaé, ze obraz na zdjeciu mikroskopowym jest znakiem (typu naturalnego)
pewnych cech komorki lub jej czesci sktadowych. Warto tu zwréci¢ uwage, ze mniej
oczywisty jest stosunek, jaki tgczy obraz optyczny obserwowany bezposrednio w mikroskopie
z cechami obiektu obserwacji; mozna zapewne przyjaé¢, ze przy takim zastosowaniu mikro-
skop jest narzedziem raczej wspomagajacym obserwacje niz tworzacym znak obiektu.

Bardziej ztozony charakter majg z seiniotycznego punktu widzenia stany i wytwory takich
przyrzadow badawczych, jak np. waga, miernik potencjatu elektrycznego czy spektrofo-
tometr. Instrumenty te wytwarzajg nie obrazy (w wyzej uzywanym znaczeniu), lecz réznego
rodzaju napisy, tj. reprezentacje - graficzne i cyfrowe - wielkosSci liczbowych, czasem tez
wyrazenia stowne. Stosunek faczacy krzywa, wykres, zespot cyfr lub stowa wytworzone przez
przyrzad z cechami obiektdw, ktore sg przedmiotem badania za pomocg tego przyrzadu, nie
jest stosunkiem podobienstwa, jak w wypadku obrazu na zdjeciu mikroskopowym i cech
komorki. Jest to zalezno$¢ zwigzana z procedurg pomiaru wartosci cech obiektow (np.
organelli komorkowych) lub zliczania elementéw sktadajacych sie na obiekty zbhiorowe (np.
liczby komorek wjakim$ srodowisku). Nie wnikajac w bardzo ztozong problematyke pomiaru,
mozna stwierdzié¢, ze napisy produkowane przez przyrzady pomiarowe i liczniki interpretowa-
ne sg przez obserwatora jako znaki typu konwencjonalnego lub symbolicznego, ktorych
korelatami sg okreslone wartosci cech lub liczebnosci obiektéw badanych. Podstawy rozumo-
wali semiotycznych, ktérych przestankami sg symbole liczbowe stanowigce wyniki dziatania
przyrzadow, wnioskami za$ iloSciowe oszacowania wartosci cech, sg bardzo ztozone. Podo-
bnie jak w wypadku interpretacji instrumentalnych znakéw typu naturalnego (np. obrazéw)
wnioskowania te przebiegajg prawie zawsze w sposob nieuswiadomiony, cho¢ bywajg sytu-
acje (np. podejrzenie niesprawnosci przyrzadu), w ktérych przynajmniej czesciowo muszg byé
ujawnione.

1. TEORETYCZNO-KONKRETNY CHARAKTER
WIEDZY CYTOLOGICZNEJ]

Obiekty, ktére sg przedmiotem badania biologii komorki i ktérych cechy stanowig korelaty
znakow instrumentalnych, nalezg w znacznej czesci do klasy obiektdw zwanych teoretyczny-
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mi, czesciowo za$ majg status niejako posredni miedzy obiektami obserwowalnymi bezpo-
$rednio a takimi, ktére mozna poznaé jedynie jako myslowo konstruowane korelaty znakow.
Ta druga grupa obejmuje struktury i cechy morfologiczne, ktére mozna "uwidoczni¢" za
pomoca mikroskopu Swietlnego lub elektronowego; obiekty mozliwe do zaobserwowania bez
zastosowania przyrzaddw sg w cytobiologii nieliczne lub odgrywaja role niejako pomocnicza.
Znaczna wiekszo$¢ badan w dziedzinie biologii komérki dotyczy "poziomu molekularnego”,
tj.przedmiotem tych badan sa czasteczki i atomy, wiasciwosci tych obiektow, zwigzane znimi
procesy i faczace je relacje. Sciéle biorac, charakter taki ma wiekszo$é szczegétowych badan
prowadzonych niejako na codzien w laboratoriach cytobiologicznych; ostatecznym jednak ich
celem i ukoronowaniem jest poznanie komorek jako catosci, ktorych czesciami sa czgsteczki
iatomy. Poznanie obiektow teoretycznych, ktére w takich naukachjak fizyka i chemia stanowi
gtdwne dazenie badawcze, jest wiec w biologii komdrki celem posrednim a nie ostatecznym.
Fakt jednak, ze obiekty te sg bezposrednim przedmiotem wiekszosci eksperymentow w tej
dziedzinie, ma istotne znaczenie z punktu widzenia semiotycznej analizy tego rodzaju pozna-
nia naukowego. Podobnie jak w fizyce czy chemii, korelatami znakéw instrumentalnych w
cytobiologii sg cechy obiektow, ktore (zaréwno obiektyjak i wiekszo$¢ cech) sg teoretycznymi
"konstruktami®, tj. zjawiskami postulowanymi na podstawie niezmiernie ztozonych rozumo-
wali, w ktérych sady bezposrednio oparte na obserwacji sg bardzo odlegtymi od wnioskéw
przestankami. Jest to sytuacja podobna jak w naukach fizykalnych, wnioskowanie jednak
semiotyczne w biologii komorki jest jeszcze bardziej ztozone i wieloogniwowe, teoretyczne
bowiem korelaty znakéw instrumentalnych stanowig punkt wyjscia do wnioskdw dotyczacych
obiektow niejako péteoretycznych, jakimi sa podstawowe obiekty badania cytologicznego,
tj. komérki jako catosci.

Dlabiologii komorki bardzo wazne znaczenie maréwniez Scisty zwigzek miedzy jakoscio-
wym, tj. lingwistycznym, a iloSciowym, matematycznym opisem obiektéw, ich wiasnosci i
relacji. W stosunkowo dawnych juz czasach, gdy w cytologii dominowata problematyka
morfologiczna, niemal wytgcznym sposobem wyrazania wiedzy byta fachowa odmianajezyka
naturalnego. W ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat gtbwny nurt badan w biologii komorki
wigze sie w coraz wiekszym stopniu z zagadnieniami biochemicznymi i biofizycznymi; w
zwigzku z tym obok metod badania morfologicznego coraz wiekszego znaczenia nabierajg
metody doswiadczalne i teoretyczne typowe dla chemii i fizyki, m.in. matematyczne opraco-
wanie wynikow. Obecnie jednak metody matematyczne stuzg w biologii komérki w wiekszym
stopniu jako $rodek precyzyjnego wyrazania wynikéw pomiaréw - przede wszystkim dla
celdéw poréwnawczych - nizjako podstawowe narzedzie opisu badanych zjawisk. Dlatego tez
szczegOlnie czesto stosowane sa metody statystystyczne, dzieki ktorym mozliwy jest szcze-
go6towy i wielostronny opis wynikéw oraz obiektywne wnioskowanie w procesie sprawdzania
hipotez. Zaréwno jednak przestanki badawcze, jak i wnioski majg w wiekszosci charakter
sadow typu jakosciowego. W ciggu ostatnich lat zywo takze rozwijajg sie badania, w ktorych
metody matematyczne stanowig podstawowy sposéb formutowania hipotez badawczych,
rozumowania (w postaci operacji formalnych i obliczeniowych) i opisu wnioskéw badaw-
czych; do takich dziedzin nalezy na przyktad biofizyka komorki. We wszystkich jednak
dziatach cytologii, podobnie jak w innych dziedzinach biologii, udziatjezyka typu naturalnego
jako no$nika wiedzy inarzedzia rozumowaniajest znacznie wigekszy w poréwnaniu z naukami
typu fizycznego. Nie jest to zapewne sprawa zwigzana jedynie z obecnym charakterem i
stopniem rozwoju biologii, prawdopodobnie nie wynika to roéwniez tylko z ogromnej zto-
zonosci i rznorodnos$ci obiektéw biologicznych. Poznanie systemow zywych - w zwigzku z
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samg ich istota - ma bardziej konkretny, mniej abstrakcyjny charakter w poréwnaniu z
poznaniem zjawisk bedacych przedmiotem nauk fizycznych, konkretne za$ poznanie znajduje
lepszy wyraz w znakach jezykowych (i innych, np. obrazowych) zblizonych do tych, jakimi
postugujemy sie w zyciu codziennym, niz w symbolice liczbowej i formalnej.
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MODELE RUCHU LEUKOCYTOW
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MODELS OF LEUKOCYTE MOVEMENT
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Streszczenie. Wstepna cze$¢ pracy zawiera krotkie oméwienie trzech pozioméw abstrakcji opisu ruchu komérki.
Zasadnicza czes$¢ pracy poswieconajest modelom proceséw stochastycznych, ze szczegdlnym zwr6ceniem uwagi na
modele zaktadajagce wystepowanie zmian mechanizmu losowego generujgcego bazowy proces stacjonarny: proces
przedziatami Markowa, proces odcinkami ARMA, proces AR z progiem, proces AR wyktadniczy, proces AR
biliniowy. Dyskutuje sie przydatnos$¢ przedstawionych modeli do opisu wptywu zmian w otoczeniu komorki na jej
aktywnos$¢ ruchowa.

Summary. In the introductory part three levels of abstraction used to description of the leukocyte movement are
briefly discussed. The basic part of the paper provides a review of probabilistic models that have been proposed to
description of the directional movement: the piece-wise Markov chains, the piece-wise ARMA models, the threshold
AR models, the exponential AR models, the bilinear AR model. These all share a common premise, that the
mechanisms, forming a stochastic process, fluctuate in time. The application is discussed to describe the relationships
between the cell behavioural expression and changes in its neighbourhood.

WPROWADZENIE

Stosowane w praktyce modele ruchu komorek mozna podzieli¢ na trzy klasy modeli, lezace
na réznych poziomach abstrakcji:

1) modele faz aktywnosci;

2) modele trajektorii przemieszczen;

3) modele regulacyjne.

W modelach pierwszego typu wszystkie mozliwe formy ruchowej aktywnos$ci komorki
dzieli sie na kilka stan6w, zachowanie sie komorki opisywane jestjako cigg nastepujacych po
sobie faz ruchu. W modelach regulacyjnych komdrka traktowana jest jako uktad kilku
powigzanych receptoréw. Pod dziataniem pola bodzcowego, interakcja kilku receptoréw
wywotuje okreslone zmiany ksztattu i przemieszczanie sie catego uktadu. W modelach
trajektorii przemieszczen aktywnos$¢ ruchowa komorki analizowanajestjako realizacja kilku-
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wymiarowego, dyskretnego procesu stochastycznego, ktorej poszczegolne sktadowe odpo-
wiadajg, na przyktad, odlegtosciom miedzy potozeniami $rodka ciezkosci komorki i kieru-
nkom przemieszczen w kolejnych chwilach. Modele trajektorii przemieszczen spehiiaja
szczegOlng role stuzac obiektywizacji, potwierdzaniu zasadnos$ci pozostatych typow modeli.
Stad gtdwna czes¢ pracy poswieconajest réznym postaciom modeli trajektorii przemieszczen,
opartych namodelu stochastycznego procesu autoregresji z petzajaca srednig (ARM A), takich
jak: proces odcinkami ARMA, proces AR z progiem, proces AR wyktadniczy, proces AR
biliniowy. Przytacza sie przyktady poswiadczajace przydatnos$é przedstawionych modeli do
opisu swobodnego ruchu komorki, dyskutuje sie zasadno$¢ stosowania ich do opisu ruchu w
polu bodzcowym.

TXPY MODELI

Model matematyczny porzadkuje wiedze o obiekcie badan w tym sensie, ze wyréznia
wielkosci, ktére w wybranym aspekcie charakteryzuja obiekt, oraz wielkosci, od ktérych one
zaleza. W kategoriach cybernetycznych pierwsze nazywane sg wielkosciami wyjsciowymi a
drugie wielkosciami wejSciowymi i parametrami badanego systemu. Wielko$ci wyjsciowe
definiowane sg explicite, z mniej lub bardziej jednoznacznymi sugestiami co do sposobu ich
pomiaru w warunkach rzeczywistych. Natomiast wielko$ci wejsciowe i parametry badanego
systemu sg czesto okre$lane zapomoca werbalnego opisu lub tak zwanych milczgcych zatozen
co do podlegajgcych modelowaniu rzeczywistych obiektow i warunkéw. Pozadane jest, aby
opis wielkosci wejsciowych i parametrow byt sformutowany dostatecznie jasno dla uzytkow-
nika modelu tak, aby ten potrafit okresli¢, wjakich warunkach moze i w jakich nie powinien
oczekiwac zgodnosci miedzy wielko$ciami wyjsciowymi obliczonymi na podstawie modelu
a obserwowanymi w praktyce. Poza tym jest pozadane, aby modele o réznych poziomach
abstrakcji i dotyczace r6znych aspektdw badanych zjawisk korespondowaty miedzy sobg -
przynajmniej zeby parametry i wielkoSci jednego modelu mogty by¢ interpretowane w
kategoriach drugiego modelu. W odniesieniu do fizykalnych modeli przemieszczania sie
komorek oznacza¢ to moze zadanie powigzan nie tylko miedzy modelami fizykalnymi, ale
takze zmodelami struktury komoérek, modelami funkcjonalnymi imodelami biochemicznymi.
Szukanie takich powigzan wykracza poza zakres niniejszej pracy. Jak juz zaznaczono, fizy-
kalne modele ruchu komorek mozna podzieli¢ na trzy klasy modeli, lezace na réznych
poziomach abstrakcji:

* modele faz aktywnosci;

* modele trajektorii przemieszczen;

*modele regulacyjne.

W modelach pierwszego typu wszystkie mozliwe formy ruchowej aktywnosci komarki
dzieli si¢ na kilka stanéw, na przykitad [22, 23]: wyrzut, szukanie, zaokraglanie. Jesli z
zatozenia w kazdej chwili komérka moze przejawiac jedng i tylko jedng z wyr6znionych faz
aktywnosci, to matematycznie model moze by¢ wyrazony w kategoriach dyskretnego tancu-
chaMarkowa. Jak wiadomo, przy tym sposobie opisu zachowanie sie komérki charakteryzujg
prawdopodobienstwa nastepstw faz ruchu. W cytowanym przyktadzie [22, 23] wystepuje
sze$¢ mozliwych nastepstw faz ruchu:

wyrzut —>szukanie, wyrzut —>zaokraglanie, szukanie —wyrzut, szukanie - » zaokraglanie



MODELE RUCHU LEUKOCYTOW W JEDNORODNYM POLU BODZCOWYM 31

zaokraglanie —wyrzut, zaokraglanie —szukanie

i odpowiednio sze$¢ prawdopodobiefstw warunkowych:

p(szukanielwyrzut),... ,/?(szukanielzaokraglanie).

Uwzglednienie zaleznosci czasowych wymaga wprowadzenia nastepstw polegajacych na
trwaniu w poczatkowej fazie, na przykiad:

wyrzut -> wyrzut, szukanie -> szukanie, zaokraglanie —zaokraglanie

oraz uzaleznienia od czasu albo wszystkich prawdopodobienstw nastepstw, albo tylko
prawdopodobienstw trwania w poczatkowej fazie ruchu [17,18].

Szczegolnie chetnie stosowany jest tu rozktad wyktadniczy, dla ktérego prawdopodobien-
stwo nastapienia zdarzenia w odcinku czasu o zadanej statej dtugosci nie zalezy od tego, jak
dtugo juz trwa oczekiwanie na wystgpienie tego zdarzenia. Oczywiscie, style zachowania sie
komarki moga by¢ analizowane na podstawie dtuzszych sekwencji kolejnych faz ruchu niz
tylko fazapoprzednia- fazanastepna. Pozostanie przy tym na gruncie modeli Markowowskich
umozliwia typ modelu "tancuchy przedziatami Markowa" [28,29,30]. W tym modelu zaktada
sie, ze w historii zachowania sie komérki mozna wyrozni¢ kilka stadiow aktywnosci, a w
kazdym stadium obowigzuje inny model Markowa. Przy tym ujeciu, je$li wystgpienie zmiany
stadium aktywnos$ci powigza¢ ze zmiang zewnetrznych warunkéw ruchu, staje sie mozliwe
badanie wptywu zmian pola bodZzcowego na zachowanie sie komoérki. Nalezy zauwazyé, ze
oszacowanie prawdopodobieristw wymaga dostatecznie duzej liczby zaobserwowanych
przejs¢ z kazdej fazy ruchu w inne. Stad w kazdym stadium pole bodZzcowe powinno by¢
dostatecznie rozlegte i dostatecznie dtugotrwate. Poza tym zatozenie statosci poszczegélnych
prawdopodobienstw przejs¢ w kazdym z wyrdznionych stadiow ruchu sugeruje stosowanie
pél bodZzcowych o takiej samej wartosci w kazdym potozeniu komérki.

U podstaw wszystkich modeli faz aktywnosci lezy milczace zatozenie, ze istnieje kryterium
wykrywania wystgpienia zmiany jednej fazy ruchu w druga, jednego stadium aktywnosci w
drugie. Obiektywne kryterium moze bazowaé na analizie trajektorii ruchu komérki. W
modelach trajektorii przemieszczen obserwowana aktywnos$¢ ruchowa komorki analizowana
jestjako realizacja kilkuwymiarowego dyskretnego procesu stochastycznego, ktérej poszcze-
goélne sktadowe odpowiadajg, na przyktad, odlegtosciom miedzy potozeniami $rodka ciezko-
§ci komorki w kolejnych chwilach, kierunkom przemieszczen miedzy kolejnymi chwilami,
okre$lonym parametrom ksztattu komérki w kolejnych chwilach. Metody identyfikacji kilku
postaci modeli zwigzanych z tym podejsciem omawiane sg nizej. Gromadzenie danych
potrzebnych do oszacowania parametréw modelu wymaga podjecia decyzji co do odstepu
czasu miedzy kolejnymi obserwacjami, a takze napotyka na pewne trudnosci interpretacyjne,
na przyktad, co uzna¢ za centrum komorki (w gre wchodzi $rodek geometryczny rzutu
komoérki, srodek ciezkosci rzutu komoérki, $rodek ciezkosci komérki), jak wyrazi¢ zmiany
ksztattu komorki. W przypadku pola bodzcowego o réznych warto$ciach w réznych miejscach
do wymienionych trudnosci interpretacyjnych dotgczaja sie trudnosci zwiazane z okresleniem,
co wiasciwie oddziatuje na badang komorke ijak to mierzy¢: pod uwage moga tu by¢ brane
rézne sposoby okreslania umownej wartosci bodZca (albo réznic wartosci bodzca) w miejscu,
gdzie znajduje sie komorka.

Z analogicznymi trudno$ciami zwigzane jest gromadzenie danych do oceny modeli regu-
lacyjnych ruchu komoérki. W modelach tych komoérka traktowana jest jako uktad kilku
powigzanych receptorow. Pod wptywem chwilowych i lokalnych oddziatywan pola bo-
dzcowego, w kazdym receptorze powstaje lokalna tendencja do zmiany lub utrzymania
miejsca pobytu. Interakcja kilku receptoréw wywotuje okreslone zmiany ksztattu i przemie-
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szczanie sie catego uktadu. W najprostszym przypadku cata komoérka traktowana jest jako
jeden punktowy receptor, a w opisie reakcji na bodziec pomijane sg losowe odchytki reakcji
od jej wartosci oczekiwanej [12, 13]. W przypadku skokowych zmian wartosci pola bo-
dzcowego obiektem zainteresowania modeli regulacyjnych, w odréznieniu na przyktad od
modeli "przedziatami Markowa" jest faza przejsciowa od jednego stanu ustalonego do
drugiego, a nie same stany ustalone. W cytowanych pracach [7, 13] przytaczane sg przyktady
faz przejSciowych o czasie trwania rzedu minuty.

Scisle deterministyczny opis zachowania sie komérki kiéci sie z zachowaniem obserwo-
wanym w praktyce. Stad w modelach regulacyjnych majacych opisywac reakcje komérki na
wymuszenia bardziej subtelne od znacznej skokowej zmiany otoczenia, do deterministycznej
sktadowej odpowiedzi odpowiednio dodawana jest sktadowa losowa tak, aby uzyskac zado-
walajgcg zgodnos$¢ z obserwacjg [32, 33, 34]. Mozliwo$¢ wyboru modeli z wiekszg liczba
receptoréw (bez wzgledu na to, czy sg to receptory umownie rozmieszczone na powtoce
komorki, czy odpowiedniki receptoréw zaobserwowanych w badanej komdrce) wynika z
fizycznej mozliwosci rejestrowania réznic wartosci pola bodzcowego w najblizszym otocze-
niu komérki [19]. To, czy wiasciwie dobrano charakter zaleznosci bodziec — reakcja,
sprawdzi¢ mozna tylko analizujac zgodnos¢ reakcji (trajektorii ruchu) narézne zmiany bodzca
obliczonej na postawie modelu z reakcjg obserwowang, to znaczy, innymi stowami, badajgc
wiele modeli trajektorii przemieszczen. Jak wida¢, modele trajektorii przemieszczen spetniajg
szczegOlng role wsrdd pozostatych typéw modeli: same, by¢ moze, niewiele wnoszac do
zrozumienia zjawisk ruchu komorek stuza obiektywizacji, potwierdzaniu zasadnosci tak
modeli faz aktywnosci, jak i modeli regulacyjnych.

Dalsza cze$¢ pracy w catosci poswiecona jest roznym postaciom modeli trajektorii prze-
mieszczen, opartych na modelu stochastycznego procesu autoregresji z petzajaca $rednia.

MODELE LINIOWE TRAJEKTORII: AR, MA i ARMA

Przez znalezienie modelu danego szeregu czasowego

[X(t);t=0,1,2,...}

zazwyczaj rozumie sie znalezienie funkcji przeksztatcajacej ten szereg w tak zwany biaty
szum {e (1)}, definiowany jako sekwencja nieskorelowanych zmiennych losowych o zerowej
warto$ci oczekiwanej i statej wariancji:

E{£(1)}=0; E{e(t)2 }=02; E{e(s)*e(t)}=0dlas*t (D
h(...,x(t-2), x(t=1), x(t)) = e(t) 2

Okreslenie "realizowalny model™ oznacza, ze aktualna warto$¢ procesu niejest uzalezniana
od przysztych wartosci procesu. Liniowo$¢ modelu (2) polega na tym, ze funkcje przeksztat-
cajacg mozna przedstawi¢ w postaci sumy:

Zh(s)x(t-s) = e(t); s=(0,) 3
lub, réwnowaznie, za pomocg operatora zespolonego:

H(z) = £h(s)zs; s =(0,°°) 4)
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Jesli wszyskie zera H(z) leza na zewnatrz kota jednostkowego, to H I(z) moze by¢
rozwinigte dla |z | <1 :

H“1(z) = Z g(s) zs=T(2) (5)
s=0
gdzie: H_1(z)r(z) = 1
W takim przypadku x(t) moze by¢ jawnie wyrazone jako:
X(t) = 2 g(s) e(t-s); s= (Ow) (6)

Modele (3) lub (6) bez dodatkowych zatozen nie moga mie¢ praktycznego zastosowania
ze wzgledu na nieskonczong liczbe sktadnikow. Model AR (akronim od angielskiego okre-
$lenia: autoregressive) powstaje przy zatozeniu, ze H(z) moze by¢ aproksymowane jako
wielomian:

H(z) =1+a(l)z + ... + a(k)zk 7
co w dziedzinie czasu oznacza, ze:
x(t) + a()x(t—2) + ... + a(k)x(t-k) =e(t) (8)

gdzie: k<°° - rzad modelu AR.
Model MA (akronim od angielskiego okreslenia: moving average - pefzajaca $rednia)
powstaje przy zatozeniu, ze T(z) moze by¢ aproksymowane jako wielomian:

T(z) =1+ b0Ojz1l+ ... + b(rn)zm o)
co w dziedzinie czasu oznacza, ze:
x(t) = e (t) +b(l)e(t-1) + ... + e(t-m) (10)

gdzie: m < °0- rzad modelu MA.
Model ARMA jest modelem mieszanym:

r(z)= 1+b(l)z-+ ...+ b(m)z—
1+a(l)z1+ ..+ a(k)zk (11)

co w dziedzinie czasu oznacza, ze:
x(t) + a()x(t-1) +...+ a(k)x(t-k)=e(t) + b(l)e(t-1) +...+ e(t-m) (12)

gdzie: k,m <°° - rzad modelu ARMA.

Jak wida¢, modele (8) i (10) stanowia szczeg6lne przypadki (12). Ogo6lnie rzecz biorac,
kazda dostatecznie dtuga realizacja (X(t); t=0,1,2,..} moze by¢ réwnie dobrze (na przyktad
w sensie minimum sumy kwadratéw odchylen) estymowana tak za pomocg modelu AR
odpowiednio duzego rzedu, jak za pomocg modelu MA. Rzad modelu ARMA moze by¢
dowolnie zwiekszany poprzez mnozenie licznika i mianownika utamka (11) przez ten sam
wielomian, ktdrego wszystkie pierwiastki lezg poza kotem jednostkowym. Stad przy wyborze
modelu sposrdd obserwacyjnie rGwnowaznych przyjmuje sie postulat oszczednosci (principle
of parsinomy) nakazujacy dobiera¢ mozliwie niskie rzedy wielomanéw utamka (11). W
fundamentalnej pracy [4], proponuje sie, aby wyniki raczej skomplikowanej procedury

3 — Postepy Biologii Komorki
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identyfikacji modelu poddawaé sprawdzeniu, czy postulat oszczednos$ci jest zachowany, to
znaczy oblicza¢ zera wyestymowanych wielomiandw i, jesli wystepuja prawie znoszace sie
czynniki, odpowiednio zmniejsza¢ rzad modelu i powtarza¢ procedure identyfikacji. Inne
podejscie, polegajace na stopniowym zwiekszaniu rzedu modelu, opiera si¢ na kryterium
informacyjnym Akaike’a [1, 35]. Kryterium Akaike (oznaczane AIC od angielskiego skrotu
nazwy), obliczane jest wedtug zaleznosci:

AIC(p) = NlogE(p) + 2p (13)

gdzie:

p - rzad modelu;

N - liczba pomiarow;

E(p) - btad, wystepujacy przy danym rzedzie modelu.

W konkretnych zastosowaniach postugiwanie sie modelem AR wymaga nastepujacych
rozstrzygnie¢ [10]:

dobdr dtugosci odcinkéw, dla ktorych estymuje sie model AR;

dobor algorytmu estymacji modelu AR;

dobdr rzedu modelu AR;

dobdér wskaznikow podobienstwa (lub przeciwnie, odlegtosci) modeli AR;
dob6r sposobow klasyfikowania modeli AR.

Jako rozsadne minimum dtugosci badanego odcinka przyjmuje sie ok. 75 punktéw pomia-
rowych, co daje zadowalajagce wyniki przy zastosowaniu metody najmniejszych kwadratéw
[9], jako bardziej odpowiedniej przy matej liczbie pomiarow. Wyniki obliczen silnie zalezg
od przyjetego rzedu modelu. Przedstawione procedury identyfikacji modeli ARMA nie
przewidujg weryfikacji, czy szereg roznic:

5(i) = x()A- x(i), i= 1,2,.. (14)

gdzie:
x(i)A- warto$¢ x(i) przewidywana w chwili t = i-1 wedtug (12);
X(i) - wartos¢ x(i) faktycznie zrealizowana w chwili t=i;

moze by¢ uwazany zabiaty szum (1). Nie jest to dopuszczalne, jesli na podstawie modelu (2)
maja by¢ wyciggane wnioski co do fizykalnych mechanizmoéw badanego procesu. Jak wska-
zujg przyktady weryfikacji przytoczone w [3] postulat zgodnosci (14) z (1) moze prowadzi¢
albo do mniej "oszczednych™ modeli, albo w ogéle do odrzucenia postaci ARMA modelu.

APROKSYMACJA ODCINKAMI ARMA

Przy braku powodzenia w liniowej estymacji funkcji czesto uciekamy sie do estymacji
odcinkowo-liniowej. Analogiczny chwyt mozna zastosowa¢ w przypadku estymacji modeli
ARMA. Zaktada sie przy tym, ze obserwowany proces {X(t)} faktycznie skiada sie z
odcinkow réznych, co najmniej dwoch procesow tak, ze przez pewien czas obserwujemyjeden
proces, a od pewnej chwili, w ogélnym przypadku nieznanej, obserwujemy drugi proces. Poza
tym przyjmuje sie pragmatyczne zatozenie, ze przynajmniej jeden z tych proceséw obserwu-
jemy dostatecznie dtugo, aby z wymagang doktadnos$cig okresli¢ jego parametry, a takze - co
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niekiedy niemniej wazne - wyznaczy¢ poczatkowg i koricowg chwile obserwacji. Proponuje
sie nastepujace sformutowanie zadania wykrywania zmian wiaciwosci sygnatéw [2]: Dany
jest zapis badanego odcinka sygnatu: (X(t); t=0,l,2,...,n}. Danajest rodzina modeli M(Q) z
parametrami Q. Wyznaczy¢, ktora z dwoch hipotez jest prawdziwa:

H(0): (X(t); t=0,1,2,...,n} odpowiada modelowi M(Q(0));

(15)
H(l): jest taki momentczasut= v, 1<v<n, ze:
(X(t); t=0,1,2,..,v-1} odpowiada modelowi M(Q(0)); (16)
(X(); t=v,v+l,...,v-1} odpowiada modelowi M(Q(1)) a7

Jezeli za prawdziwg uznaje sie hipoteze H(l), dodatkowe zadanie polega na ocenie chwili
v, w ktorej nastapita zmiana. W przypadku wykrywania zmian na biezaco (on-line), powyzsze
sformutowanie zadania wystarcza. Czas t = 0 odpowiada chwili poprzedniej zmiany lub
pierwszej pamietanej wartosci sygnatu; czas t = n odpowiada chwili biezacej, a t = v chwili
ostatniej zmiany witaciwosci sygnatu. W przypadku wykrywania zmian a posteriori (off-line)
sprawa sie komplikuje, gdyz odcinek (X(t); t=0,1,2,....n} moze zawiera¢ wiecej niz dwa
segmenty. Sprowadzenie do zadania z dwoma segmentami wymaga wprowadzenia tak zwa-
nego ruchomego konca kolejno tworzonych segmentéow (X(t); t=0,1,2,...,m), m<n:

H(0): (X(t); t=0,1,2,..., m} odpowiada modelowi M(Q(0));

(18)
H(l): jest taki moment czasu v, 1< v <m, ze:
(X(); t=0,1,2,...,v-1} odpowiada modelowi M(Q(0)); (19)
(X(t); t=wv,v+ I,...,v—1} odpowiada modelowi M(Q(1)) (20)

W powyzszym sformutowaniu zadania v jest chwilg zmiany wiasciwosci sygnatu z M(0)
na M (1), natomiast m moze, lecz nie musi by¢ chwila zmiany wasciwosci sygnatu z M (I) na
inny. Przedstawiony schemat obliczeniowy bezposrednio rzadko jest stosowany w praktyce,
czesdciej posrednio, jako uzasadnienie réznych testéw i kryteriéw wykrywania zmian [3, 24].
Jezeli chodzi o badania ruchu organizméw, wyodrebnione segmenty badanego szeregu
(X(t); t=0,,2,...,n] mogg by¢ klasyfikowane jako rézne stany aktywnos$ci ruchowej
spontanicznej, a takze stanowiacej okreslone formy reakcji na nagle pojawiajacy sie lub/i
znikajacy bodziec. Przy tym reakcja na bodziec moze wyrazac sie nie tylko wystapieniem lub
zaniechaniem okre$lonych form aktywnosci, lecz takze zmiang proporcji trwania réznych
form ruchu lub zmianami kolejnosci ich wystepowania. Obecnie dostepny materiat doswiad-
czalny nie pozwala na wycigganie daleko idacych wnioskéw, gtownie ze wzgledu na zbyt
krotkie serie obserwacji pojedyriczych osobnikéw. Niemniej, w niektdrych zarejestrowanych
szeregach czasowych mozna stwierdza¢ wystepowanie zmian form aktywnosci. Na przykiad,
na wykresie (rys. 1) amplitudy przemieszczen leukocytu oznaczonego numerem 115 [20]
wyraznie wydzielaja sie dwa odcinki - jeden o $redniej amplitudzie ok. 2,6, obejmujacy kroki
2740 i drugi, o $redniej amplitudzie ok. 4,8 obejmujacy dwa fragmenty: kroki 40-57 i kroki
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57-78 (nawykresie w miejscu krok=40 ikrok=57 usunieto fragmenty wykresu i wprowadzono
jednolitg numeracje krokéw).

MODELE NIELINIOWE

Podstawowy model ARMA (8, 10, 12) po-
winien by¢ odrzucony a priori, je$li sa podsta-
wy do odrzucenia zatozenia o statos$ci
mechanizmu losowego, generujgcego badany
proces. Istniejgmodele nieliniowe nawiazujace
do modeli ARMA w tym sensie, ze modele
ARMA stanowig ich przypadki szczeg6lne:
model AR z progiem [31], wyktadniczy model
AR (15), model biliniowy ARMA (11). Model
AR z progiem zaktada, ze poczatkowy model
AR (8), okreslony parametrami A(0) realizo-
wanyjesttak dtugo, az kilka ostatnich obserwa-
cji x(t) nie przekroczy zatozonej wartosci
progowej. Wtedy nastepuje przetgczenie sie na
nowg posta¢ modelu AR, okre$long innymi
wartosciami parametrow A(l). W wyk#adni-
czym modelu AR w odréznieniu od liniowego

Rys. 1. Amplitudy przemies_zczeh Ieukoc_ytu,oznacz_o— modelu AR (8) wspdtczynniki modelu nie sg
e o et e " stalymi. 2 53 wylachiczymi funkcjami ostat-
niej poprzedniej realizacji procesu:

a~(i) = a(i) exp(-[i(i)x(t-1)); i=(0.,k) (21)
X(t) + a~(1)x(t-1) + ... + a~(K)x(t-k) = e(t) (22)

W odniesieniu do badan ruchu, oba przedstawione modele umozliwiaja uwzglednienie
silniejszego ttumienia duzych amplitud przemieszczen. Ze wzgledéw energetycznych mate
amplitudy przemieszczen majg wieksza tendencje trwania w kolejnych realizacjach obser-
wowanego procesu, natomiast duze amplitudy sg stabiej przenoszone na przyszte zachowania.
Na przyktad, na wykresach amplitud przemieszczen leukocytéw [22] oznaczonego numerem
621 wyraznie wystepujg duze amplitudy bez nastepstw (rys. 2).

Model biliniowy ARMA zaktada, ze oddziatywanie zaktécen e(t-i), i = l,0 jest tym
silniejsze, im wieksze byty poprzednie realizacje procesu x(t-j), j = I,p. W poréwnaniu z
liniowym modelem (12) pojawiajg sie tu sktadniki zalezne od iloczynu:

k m op
x(t) + Xa(j)x(t-j) = e(t) + Xb(i)e(t— + XXc(i,j) x(t-H e(t-i) (23)
j=! i=l i

i=l j=I

Ogdlny schemat estymacji modeli nieliniowych przedstawiono w pracy [16].
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MOZLIWOSCI ZASTOSOWANIA OMOWIONYCH MODELI
DO BADAN RUCHU W POLU BODZCOWYM

Pole bodzcowe, dziatajace w obserwowanym obszarze, opisuje funkcja O = f(u,v), gdzie:
O - wybrana miara oddziatywania bodzca (na przyktad stezenie roztworu, natezenie $wiatta)
w punkcie o wspétrzednych u,v. Badanie ruchu w polu bodZzcowym napotyka dwie powazne
bariery. Pierwsza zwigzana jest z techniczng realizowalnoscia pola bodzcowego o zadanym
rozktadzie wartosci w przestrzeni i czasie, a nastepnie z techniczng realizowalnos$cig pomiaru
faktycznych wartosci pola. Druga bariera wynika z trudnosci interpretacji oddziatywania pola,
okreslenia, jakie parametry pola w otoczeniu badanej komorki wywierajg wptyw na jej
aktywnos$¢ ruchowa. Wzglad na techniczng realizowalnos$¢ pola o znanych parametrach w
obrebie obszaru obserwacji mikroskopowej nakazuje preferowac¢ pola skrajnie proste takie,

ktérych gradient w obszarze obserwacji:
*moze by¢ uznany za réwny zeru:

O (u,v) - O(0) = const.

(24)

« jest rownolegty do jednej z osi wspdtrzednych:

0 (uyv)=0(u)

(25)

« jest skierowany do lub od bieguna (u=0, v=0):

0(u,v) =0(r); r2= u2+ v2

Trudnosci interpretacyjne wywotuje nawet
pole (24). W gre wchodzi tu szereg supozycji
co do sposobu oddziatywania pola: poczawszy
od najprostszej, zaktadajacej zaleznos$¢ aktyw-
nosci ruchowej tylko od chwilowej wartosci
pola O(t), lub tylko od wielko$ci ostatniej zmia-
ny O(t) - O(t-1), poprzez szukanie zaleznosci
ruchu od obu tych wielkosci, tojestiod O(t) i
od O(t) - d>(t-1), az po skomplikowane modele
oddziatywania pola, uzalezniajgce aktualny
charakter ruchu od jego historii, to jest od cza-
soéw przebywania pod dziataniem poprzedniej
laktualnej wartosci pola, od stanu badanej ko-
moérki w chwili zaistnienia zmiany wartosci
pola. W przypadku pél (25) i (26) ruch komérki
powoduje zmiany wartosci polaw jej otoczeniu
co, oczywiscie, poteguje trudnosci interpreta-
cyjne, zwiaszcza w przypadku modeli traktuja-
cych komérke jako poruszajacy sie punkt. W
przypadku modeli regulacyjnych, traktujgcych
komorke jako przestrzenny uktad receptoréw,
trudnosci interpretacyjne moga by¢é mniejsze,

(26)

Rys.2. Amplitudy przemieszczen leukocytu, oznaczo-
nego numerem 621 w badaniach [22]: widoczne poje-
dyncze duze amplitudy
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za to zwiekszaja sie wymagania co do precyzji i szybkosci pomiaréw wartosci pola w
najblizszym otoczeniu komérki. Do niedawna problemy pomiarowe uniemozliwiaty wszech-
stronng weryfikacje modeli regulacyjnych na podstawie zarejestrowanych trajektorii ruchu w
réznych polach bodzcowych. Nowe perspektywy w tym zakresie przedstawia praca Korohody
[19] - dzieki potaczeniu technik dozowania i chemicznego znakowania roztworéw uzyskuje
sie mozliwos$¢ wizualnej kontroli zgodnosci faktycznego przebiegu zmian wartosci pola z
zamierzonym, z kolei dzieki zastosowaniu technik cyfrowej rejestracji obrazoéw i, nastepnie,
chromatycznej analizy obrazéw staje sie mozliwe precyzyjne okre$lanie i odtwarzanie warto-
$ci pola w zarejestrowanym obszarze obserwacji [93]. Petne wykorzystanie rysujacych sie
mozliwos$ci pomiarowych nie jest mozliwe na gruncie stacjonarnych modeli, w zasadzie
dopuszczajgcych co najwyzej skokowe zmiany pola o zerowym gradiencie. Przedstawione
wyzej modele trajektorii ruchu w petni zasadnie moga by¢ stosowane do estymowania tak
zwanych standw ustalonych reakcji komorki na zewnetrzne bodzce [13] i, konsekwentnie,
powinny by¢ tak rozwijane, aby mogly opisywac niestacjonarne przebiegi przejsciowe,
pomijane w przedstawionych modelach stacjonarnych [4].
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ROLA SIATECZKI SARKOPLAZMATYCZNEJ

W SPRZEZENIU ELEKTRO MECHANICZNYM

| KOMORKOWYM TRANSPORCIE WAPNIA
W MIOCYTACH SERCA

ROLE OF SARCOPLASMIC RETICULUM
IN EXCITATION-CONTRACTION COUPLING
AND CELLULAR CALCIUM TRANSPORT
IN CARDIAC MYOCYTES

Bohdan LEWARTOWSKI

Zaktad Fizjologji Klinicznej Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego
w Warszawie

Streszczenie. Wedtug powszechnie przyjetej hipotezy siateczka sarkoplazmatyczna (SS) miocytéw serca petni funkcje
zbiornika wewnatrzkomérkowego Ca~+aktywujacego skurcz. Poniewaz ilo$¢ Ca"+naptywajacego do sarkoplazmy
przez pobudzong btone komérkowa ma by¢ zbyt mata dla aktywacji skurczu, SS miataby by¢ niezbednym ogniwem
w sprzezeniu elektro-mechanicznym w miocytach serca. Wapn uwolniony z SS miatby by¢ niemal w catosci
wytapywany z powrotem przez jej Ca2+~ATPaze, co bytoby gtéwnym mechanizmem rozkurczu. Tak wigc SS
pracowataby w obiegu prawie catkowicie zamknietym. W obecnym opracowaniu przedstawiono wyniki nowych prac
przemawiajace za tym, ze SS jest czynnym, waznym ogniwem w odkomérkowym transporcie Ca + W sprzezeniu
elektro-mechanicznym odgrywa gtéwnie role wewnatrzkomérkowego dystrybutora Ca2+, ktérego przezbtonowy
naptyw moze by¢ wystarczajacy dla aktywacji skurczu. W ten sposéb SS moze kontrolowac site skurczu i jego
przebieg w czasie.

Summary. According to widely accepted hypothesis sarcoplasmic reticulum (SR) is a main source of C a'+activating
contraction in cardiac myocytes. As the amount of Ca2+ diffusing into sarcoplasm through the stimulated sarcolemma
is believed to be too small to activate contraction, SR would be the indispensable link of excitation-contraction
coupling. Calcium released from the SR upon excitation, would be almost completely recaptured by its Ca2+ATPase,
which would provide the main mechanism of relaxation. Thus SR would work in the almost closed calcium circuit.
In this paper we present results of the recent papers suggesting that the SR is an important, active link in the outward
Ca2+transport. Its major function in excitation-contraction coupling would be an even distribution of sarcolemmal-
derived Ca2+,the amount of which may be sufficient for activation of relatively strong contraction. This way SR could
control the force and time course of contraction.

WSTEP

Zrozumienie proceséw molekularnych i komoérkowych skiadajacych sie na skurcz miesnia
sercowego i regulujacych jego site i przebieg w czasie ma ogromne znaczenie nie tylko
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poznawcze, ale i praktyczne. Ponad 50% zgon6w w Polsce jest spowodowane chorobami
uktadu krazenia. Ostateczng przyczyng zgonu jest niewydolno$¢ serca spowodowana zabu-
rzeniami rytmu i/lub spadkiem kurczliwosci serca. Niewydolnos$¢ sercarozwija sie najczesciej
w toku procesu noszgcego nazwe “przemodelowania” (ang. remodeling) bedacego jego
odczynem na przecigzenie lub rézne czynniki chorobowe, np. zawat [1,2]. Jednym z elemen-
tow procesu przemodelowania sa bardzo wczesnie rozwijajace sie zaburzenia ekspresji gendw
odpowiedzialnych za synteze biatek kurczliwych oraz biatek sktadajgcych sie na ogniwa
sprzezenia elektro-mechanicznego w miocytach serca. Prowadzi to do niekorzystnych zmian
przebiegu procesu zaréwno skurczowego, jak i rozkurczowego, majacych swe odbicie w
zaburzeniach hemodynamiki. Przedmiotem tego opracowaniajest proces sprzezenia elektro-
mechanicznego w miocytach serca ze szczeg6lnym uwzglednieniem roli siateczki sarkopla-
zmatycznej.

Rysunek 1 pokazuje czynnosciowy potencjat btonowy (gérna krzywa) jednej z komaérek
izolowanego miesnia brodawkowatego serca kota. Pobudzenie btony komorkowej, ktérego
objawem jest potencjat czynnoSciowy, inicjuje aktywacje uktadéw kurczliwych. Przebieg
skurczu w czasie ilustruje dolna krzywa na rysunku 1. Zesp6t zjawisk prowadzacych od
pobudzenia btony komérkowej do aktywacji uktadéw kurczliwych nazywamy sprzezeniem
elektro-mechanicznym. Zrédtowe informacje dotyczace wspotczesnej wiedzy i ogdlnie przy-
jetych pogladéw na mechanizm sprzezenia elektro-mechanicznego w miocytach serca znaj-
dzie Czytelnik w znakomitej monografii D.M. Bersa [3]. W znacznym skrécie mechanizm ten
wyglada nastepujaco.

Jednym z pradéw jonowych odpowiedzialnych za czynnosciowy potencjat btonowy ko-
mérek miesnia sercowego jest dokomaérkowy prad wapniowy (ICa), ptynacy przez aktywowa-
ne kanaty wapniowe typu L. Przebieg tego pradu zarejestrowany w pojedynczej komorce
miesnia komory serca $winki morskiej za pomocg metody voltage clamping w uktadzie
catokomoérkowym przedstawia gdrna krzywa na rysunku 2. ICa inicjuje wzrost stezenia
wolnego Ca +w sarkoplazmie [Ca2+]j, ktérego przebieg ilustruje Srodkowa krzywa narysunku
2. Pomiar polega tu na graficznym zapisie stosunku natezenia wzbudzonej fluorescencji
Indo-1 o dtugosci fali 405 nm do natezenia fluorescencji o dtugosci fali 495 nin. Stosunek ten
zmienia sie proporcjonalnie do [Ca +]j. Indo-1 zostat wprowadzony do komorki przed do-
Swiadczeniem. Wzrost [Ca2+|j powoduje wigzanie sie go z podjednostkg C troponiny, co

inicjuje skurcz. Wolny Ca2+ pojawiajacy sie w
sarkoplazmie pochodzi z dwéch zrodet:

1) naptywa z zewnatrz przez aktywowane
kanaly wapniowe i w bardzo matej ilosci droga
chwilowo odwroconej wymiany Na/Ca,

2) zostaje uwolniony z pecherzykdéw konco-
wych siateczki sarkoplazmatycznej (SS) (rys. 3).

SS jest btoniastym tworem, w ktérym mozna
wyrozni¢ 2 zasadnicze cze$ci odmienne mor-
fologicznie i czynno$ciowo (rys. 3). Czes¢ kana-
likowa sktada sie z sieci kanalikéw oplatajgcych

Rys. 1. Komdrkowy potencjat czynno$ciowy (gérna sarkomery. W scianie _kana“kow w_ystepule
krzywa) i skurcz izolowanego miesnia brodawkowa- Ca2t-ATPaza transportujaca Ca2+ do ich wne-
tego prawej komory serca kota (krzywe schematyzo-  trza. Aktywnos$¢ tej ATPazy jest regulowana

wane na podstawie orginalnego zapisu) przez sprzezony z nig fosfoproteid, fosfolamban.
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Swoista kinaza fosfolambanu jest aktywowana
przez cAMP oraz przez Ca2+-kalmoduline. Fo-
sforylacja fosfolambanu zwieksza aktywno$é
ATPazy. Wapn z kanalikowej czesci SS zostaje
przesuniety do jej pecherzykéw koncowych,
gdzie zostaje zmagazynowany gtéwnie w po-
staci zwigzanej z biatkiem kalsekwestryng. Pe-
cherzyki koficowe sg zwrdcone do zewnetrznej
sarkolemmy lub do $ciany kanalikéw poprze-
cznych T. Pomiedzy btong pecherzykdw a sar-
kolemma lub $ciang kanalika znajduje sie
szczelina szerokos$ci -10 nm, do ktorej z peche-
rzykdw wystaja twory zwane stopkami lub ko-
lumnami (ang. feet lub pillars). Sg to kanaty
wapniowe SS. Gtéwnym czynnikiem aktywujg-
cym te kanaty jest niewielki, ale szybki wzrost
[Ca2+]i spowodowany aktywacjg ICa w pobu-
dzonej komérce [7]. Aktywacja kanatow wa-
pniowych SS powoduje uwolnienie czesci
wapnia zmagazynowanego w pecherzykach
koncowych do sarkoplazmy i aktywacje skur-
czu. Zgodnie z szeroko rozpowszechnionymi
pogladami ilos¢ Ca2+ pochodzacego z sarko-
lemmy jest zbyt mata dla znaczacej aktywacji
skurczu. Wapn sarkolemmalny spetnia raczej
role mechanizmu spustowego dla SS [3,7]. Z
badaii Fabiato [8] prowadzonych na "odskoro-
wanych", tj. pozbawionych sarkolemmy mio-
cytach zdaje sie wynikac, ze naptywajacy spoza
komarki Ca2+ jest tak aktywnie wytapywany

Rys. 2. Od gory ku dotowi: wykres przebiegu przez-
btonowego pradu wapniowego, stezenia wolnego
Ca2+oraz skurczu izolowanego miocytu komory ser-
ca $winki morskiej; prad wapniowy rejestrowano me-
toda voltage clamping w uktadzie catokomérkowym,
stezenie Ca~+przez pomiar fluorescencji wprowadzo-
nego do komoérki Indo-1, askurcz zapomoca tele-
wizyjnego ukladu pomiaru przesuniecia cienia
(komoérki) (z archiwum Zaktadu Fizjologii Klinicz-
nej CMKP)

przez Ca2+-ATPaze SS, ze w og6le nie moze on dotrze¢ do sarkomeréw bez jej posrednictwa.
Tak wiec siateczka bytaby gtownym i nieodzownym zrédtem Ca2+aktywujgcego skurcz.
Wapn uwolniony do sarkolemmy jest z powrotem wytapywany przez SS, co jest zasadni-
czym mechanizmem rozkurczu. Drobna cze$¢ tego Ca2+iloSciowo odpowiadajgca naptywowi
przez sarkolemme jest transportowana na zewnatrz, gtéwnie w drodze wymiany Na/Ca. W
znacznie mniejszym stopniu transport ten jest dokonywany przez Ca +-ATPaze sarkolemmy.
Rekapitulujac, siateczka sarkoplazmatyczna miocytow serca miataby by¢ gtéwnym, nie-
odzownym zbiornikiem Ca2+ aktywujacego skurcz komorki, pracujagcym w uktadzie prawie
catkowicie zamknietym miedzy biatkami kurczliwymi, sarkoplazma, kanalikami podtuznymi
(wychwyt) i pecherzykami koncowymi (uwalnianie), jak to przedstawiono na rysunku 3.
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Rys. 3. "Klasyczny" schemat sprzezenia elektromechanicznego w miocytach serca: SS - siateczka sarkoplazmatycz-
na, pozostate objasnienia w tekscie

NOWE WYNIKI DOTYCZACE FUNKCIJI SS
W SPRZEZENIU ELEKTRO-MECHANICZNYM
I TRANSPORCIE CA2+ W MIOCYTACH SERCA

Badania prowadzone w ciggu kilku ostatnich lat réwnolegle przez nasza grupe i grupe
Langera z Uniwersytetu Kalifornijskiego w Los Angeles sktaniaja do rewizji wyzej przedsta-
wionych "klasycznych" pogladéw na role SS w sprzezeniu elektro-mechanicznyin i obiegu
Ca +w miocytach serca. Badania te byly po wiekszej czesci prowadzone na izolowanych,
pojedynczych komérkach miesnia sercowego przy uzyciu szeregu metod, takich jak: rejestra-
cjaskurczéw komérek, voltage clamping, rejestracja stezenia wewngtrzkomorkowego wapnia
z uzyciem Indo-1 oraz wymiany Ca +za pomocg izotopu 45Ca2+.

W ostatnich latach pojawito sie znakomite narzedzie badania funkcji SS. Jest nim tapsigar-
gina (TG) [28], ktéra wybidrczo blokuje Ca2+-ATPaze SS nie blokujagc ATPaz sarkolemmy
ani aktomiozyny. TG nie ma réwniez wplywu na aktywno$¢ kanatow Ca2+ SS ani na
wrazliwo$¢ na Ca2+ biatkowych uktadéw kurczliwych [11, 31]. Rysunek 4 ilustruje dos-
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wiadczenie, w ktdrym badaliSmy wpltyw TG na wychwyt Ca2+ przez SS i na czynno$é¢
skurczowa izolowanego miocytu komory serca $winki morskiej [16]. Gorna czes¢ rysunku
ilustruje kontrolna cze$¢ doswiadczenia. Miocyt znajdowat sie w przezroczystej kamerce
przeptywowej umieszczonej na stoliku odwréconego mikroskopu (Nikon Diaphot) z kamerg
telewizyjng zamontowang w jego bocznym wyjsciu. Specjalny uktad sprzezony z kamera TV
i monitorem pozwalat na graficzny zapis zmian dtugosci komorki w czasie jej skurczu.
Potgczone ze stymulatorem elektrody umieszczone na dnie kamerki przeptywowej pozwalaty
na elektryczne draznienie komorki celem wywotania jej skurczu. Bardzo szybki przeptyw
ptynu wokét miocytu pozwalat na wymiane jego $rodowiska w czasie ~ 300 ms. Wykorzy-
stywano to m.in. dla krotkiej (1,0 s) perfuzji komoérki ptynem zawierajgcym 15 mM kofeine.
Kofeina bardzo szybko dyfunduje do komarki i aktywuje kanaty wapniowe SS [14], Uwol-
niony z niej Ca2+aktywuje uktady kurczliwe, co przejawia sie fazowym przykurczem (rys. 4,
strzatki). Amplituda tego przykurczu moze by¢ uzyta jako wzgledny wskaznik zawartosci
Ca2+w SS. Komorka nie reaguje skurczem na nastepne podanie kofeiny (nastepna strzatka),
co wskazuje, ze pierwsze podanie catkowicie pozbawito SS wapnia. Nastepne pobudzenie
elektryczne (kropki) inicjuje skurcz o bardzo matej amplitudzie, gdyz siateczka jest pozba-
wiona Ca2+, ale jedno czy wiecej pobudzen elektrycznych przywraca reakcje komorki na
kofeine. Jest to skutek wytapywania przez SS wapnia dyfundujacego przez pobudzong
sarkolemme. Tak wiec komorki, ktérych SS zostata wybidrczo pozbawiona Ca2+ przez
kofeine, sg znakomitymi modelami dla badania wychwytu Ca2+ przez SS ijego modyfikacji
przez interwencje doswiadczalne. Dolna cze$¢ rysunku 4 pokazuje, ze TG catkowicie ten

Rys. 4. Wywotane draznieniem elektrycznym (kropki) tub podaniem kofeiny (strzatki) skurcze izolowanego, poje-
dynczego miocytu serca $winki morskiej, szczeg6towe objasnienia w tek$cie (reprodukowano za pozwoleniem wy-
dawcy wg [16])
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wychwyt blokuje. Mimo wielokrotnych pobudzen elektrycznych reakcja skurczowa na kofei-
ne nie powraca. Mimo ze siateczka jest catkowicie pozbawiona Ca2+, amplituda skurczéw
wywotanych elektrycznie zmniejsza si¢ $rednio tylko o 30%. Z innych naszych doswiadczen
wynika, ze TG nie zmieniamaksymalnego natezenia ICaanijego przebiegu w czasie [15]. Tak
wiec Ca2+naptywajacy w normalnej ilosci przez aktywowane kanaty wapniowe sarkolemmy
moze ominaé zablokowang przez TG siateczke i aktywowaé catkiem silny skurcz (wbrew
cytowanej we wstepie obiegowej hipotezie).

Jaka jest wiec rola SS w sprzezeniu elektro-mechanicznym? Prawe zapisy obu czesci
rysunku 4 ilustrujg przebieg w czasie skurczu miocytu przed i po podaniu TG. Skurcz
wywotany przy petnej zawartosci Ca2+w SS narasta znacznie szybciej anizeli skurcz aktywo-
wany bezposrednio przez Ca2+ naptywajacy przez kanaty wapniowe sarkolemmy (dolny
zapis). To poréwnanie nasuwa przypuszczenie, ze gtowng funkcjg SS w sprzezeniu elektro-
mechanicznym miocytow sercajest kontrola ich przebiegu w czasie [14, 16]. Odbywa sie to
zapewne w ten sposéb, ze nienaruszona SS wychwytuje wiekszo$¢ Ca naplywajgcego w
czasie pobudzenia do sarkoplazmy i zatrzymuje go w swoich pecherzykach koricowych do
nastepnego pobudzenia. Jest on wtedy uwalniany w bezposrednim sasiedztwie sarkomeréw,
co zapewnia ich synchroniczng, szybkg aktywacje. Jezeli wychwyt Ca2+ przez SS jest
zablokowany, Ca2+ dyfunduje z sarkolemmy bezposrednio do uktadéw kurczliwych. Ze
wzgledu na znaczny dystans tej dyfuzji i obecnos$¢ wielu czynnikdw buforujgcych po drodze,
jest to proces znacznie wolniejszy, a sarkomery podbtonowe sg aktywowane wczes$niej niz
lezagce w glebi komorki. Zapewne taki jest mechanizm powolnego narastania skurczu ak-
tywowanego bezposrednio przez wapn sarkolemmalny.

Tego rodzaju interpretacja zaktada bardzo duzg wymiane Ca2+ pomiedzy komorka a
przestrzenig zewnatrzkomorkowg ze skurczu na skurcz, gdyz duzemu naptywowi wystarcza-
jacemu do aktywacji uktadow kurczliwych musi odpowiadac rowny ilosciowo odptyw Ca2+.
Taki duzy obrét Ca +stwierdzaliSmy juz dawno w pracach wykonanych przy uzyciu izotopu
4' Ca2+ [26]. Potwierdzony on zostat w niedawno opublikowanej pracy [17], w ktorej stosujgc
ultraszybka perfuzje pojedynczych komérek (wymiana Srodowiska w czasie -25 ms) bylismy
w stanie blokowaé wymiane Na/Ca w wybranych przedziatach cyklu skurczowo-rozkur-
czowego. Zablokowanie wymiany ok. 50 ms po poczatku pobudzenia na przecigg 1000 ms
powoduje znaczny wzrostamplitudy skurczu i opéznienie rozkurczu. Wynika stad, ze znaczna
ilos¢ Ca +jest usuwana z komorki w drodze wymiany Na/Cajuz w czasie aktywacji skurczu
i w czasie rozkurczu.

Istnieje szereg dowodow na to, ze normalnie funkcjonujgca SS moze wychwytywaé
wiekszo$¢ Ca +dyfundujacego do sarkoplazmy przez btone komérkowa nie dopuszczajac go
w danym cyklu pobudzenia do uktadéw kurczliwych. Jak to wyraznie wida¢ na rysunku 4,
pierwszy normalny, elektrycznie wywotany po podaniu kofeiny skurcz ma bardzo matg
amplitude. Zjawisko to byto na ogét interpretowane jako potwierdzenie og6lnie przyjetej
hipotezy: pozbawienie SS wapnia powoduje bardzo stabg aktywacje skurczu, gdyz jest on
teraz inicjowany tylko przez bardzo matg ilos¢ Canaptywajacego przez sarkolemme. Jednakze
dolna cze$¢ rysunku 4 pokazuje, ze skurcz po-kofeinowy jest znacznie mocniejszy, jezeli
wychwyt Ca2+przez SS zostaje zablokowany przez TG. A wiec tak wielkie ostabienie skurczu
po kofeinie nie jest wynikiem bardzo matego naptywu Ca2+ przez sarkolemme, a wynikiem
wychwytu tego Ca2+przez oprézniong SS.

Alkaloid pochodzeniaroslinnego ryanodyna wigze sie z receptorami kanatow wapniowych
SS i utrwalaje w stanie pot-otwartym [19]. Dzieki temu wapn wychwytany przez SS ucieka
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zniej bardzo szybko [4], Ucieczka moze by¢ tak szybka, ze Ca2+ wychwytany w czasie danego
pobudzenia ucieka z SS przed zakonczeniem rozkurczu [14]. Tak wiec w momencie naste-
pnego pobudzenia siateczkajestjuz pusta. Temu oproznieniu SS z wapnia towarzyszy zwykle
mniej lub bardziej zaznaczone zmniejszenie sity skurczu (zaleznie od gatunku zwierzecia i
warunkéw doswiadczenia). To ujemne, inotropowe dziatanie ryanodyny jest na ogét interpre-
towane jako nastepny dowdd na to, ze SSjest gtdwnym zrodtem Ca + aktywujgcego skurcz.
Jednakze w ostatnio przekazanej do druku pracy [15] stwierdziliSmy, ze ujemny efekt
inotropowy ryanodyny jest odwracany przez TG, mimo ze do reszty pozbawia ona SS wapnia.
Nie stwierdziliSmy przy tym zwiekszenia natezenia ICa réwniez i w komérkach zatrutych
ryanodyng. Tak wiec zmniejszenie sity skurczu przez ryanodyne nie jest wynikiem prostego
oproznienia SS z wapnia. Raczej jest ono skutkiem wychwytu przez SS wiekszej czesci
wapnia naptywajgcego przez sarkolemme z natychmiastowym wydzieleniem go w takim
miejscu i w taki sposob, ze nie moze on aktywowaé uktadéw kurczliwych. Nastepne doswiad-
czenia przyniosty wskazowke, na czym to moze polegaé. Ot6z podobne odwrocenie efektow
inotropowych ryanodyny jak TG daje perfuzja komorki ptynem o obnizonym stezeniu Na+,
co powoduje przyhamowanie wymiany Na/Ca. Wynik ten wskazuje, ze Ca + uwalniany
podbtonowo z kanatow SS otwartych przez ryanodyne jest natychmiast usuwany z komorki
w drodze wymiany Na/Ca. Rekapitulujac, to co sie dzieje w komérce potraktowanej ryano-
dyna, wygladanastepujaco. SS nadal, tak jak w normalnej komorce, wytapuje wiekszos¢ Ca +
naptywajgcego przez kanaty sarkolemmy (ryanodyna nie ma wptywu na Ca2+-ATPaze SS
[27]). Normalnie kanaty wapniowe siateczki sgna tyle mato aktywne pomiedzy pobudzeniami,
ze wychwytany Ca2+ moze by¢ zatrzymany do nastepnego pobudzenia i aktywowa¢ skurcz.
W komoérce zatrutej ryanodyng ten Ca2+ jest natychmiast uwalniany z SS podbtonowo i
usuwany z komorki przez wymiane Na/Ca. Wystepuje tu jakby krotkie spigcie pomiedzy
kanatami wapniowymi sarkolemmy, SS, wymiang Na/Ca i przestrzenig zewnatrzkomérkowa.
TG to krotkie spiecie przerywa kierujgc Ca2+ naptywajacy przez sarkolemme bezposrednio
do uktadéw kurczliwych.

To, co dzieje sie w komarce zatrutej ryanodyna, jest tylko skrajnym stanem zjawiska, jakim
jest state wydzielanie Ca2+ z pecherzykéw koricowych SS réwniez pomiedzy pobudzeniami
i w stanie spoczynku. W czasie dtugiej przerwy pomiedzy pobudzeniami migsien traci
kurczliwosc¢, co przejawia sie bardzo matg amplitudg skurczéw po-spoczynkowych. Zanikowi
kurczliwos$ci towarzyszy spadek zawartosci Ca2+ w SS. Kofeina podana po dtugiej przerwie
w draznieniu nie wywotuje prawie zadnej odpowiedzi skurczowej [14]. Zablokowanie wy-
miany Na/Ca na samym poczatku spoczynku komorki powoduje wystapienie serii fazowych
przykurczéow (rys. 5). Przykurcze nie wystepuja, jezeli Ca2+ zostaje usuniety z SS przed
zablokowaniem wymiany Na/Ca zapomoca kofeiny lubjezeli przeptyw Ca +przez SS zostaje
zablokowany przez TG [30]. Doswiadczenia te dowodzg, ze zrédtem wapnia aktywujgcego
fazowe przykurcze jest SS. Wapn jest wiec stale w stanie spoczynku komérki lub pomiedzy
pobudzeniami uwalniany z SS do przestrzeni podbtonowej, a stamtad usuwany z komérki w
drodze wymiany Na/Ca. Jezeli zostaje ona zablokowana, stezenie Ca2+w otoczeniu kanatow
wapniowych pecherzykow koncowych SS osigga warto$¢ progowa dla ich petnej aktywaciji.
Uwolniony Ca aktywuje uktady kurczliwe, a nastepnie jest z powrotem wytapywany przez
kanalikowg czes¢ siateczki, co powoduje rozkurcz. Wielokrotny obieg Ca + na tej kotowej
drodze powoduje wystepowanie wielokrotnych przykurczéw. Ich amplituda i czestotliwos$¢
nie zalezg od bezwzglednej zawartosci Ca +w SS, a od czasu, jaki uptywa od ostatniego
skurczu wywotanego rytmicznym draznieniem elektrycznym do zablokowania wymiany
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Na/Ca. Wynik ten sugeruje istnienie statego przeptywu Ca2+ na drodze: sarkoplazma - SS -
przestrzen podbtonowa - wymiana Na/Ca. Istotnie, mozna udowodni¢, ze SS wychwytuje
wapn uwalniany do sarkoplazmy z mitochondriéw [2, 29]. To samo ma zapewne miejsce w
stosunku do innych miejsc wigzania Ca2+ w komoérce. W miare jak zapasy Ca2+ w sarkopla-
zmie ulegajg zmniejszeniu na skutek transportu na wymienionej drodze, przeptyw Ca2+przez
SS ustaje, wobec czego zablokowanie wymiany Na/Ca nie powoduje wystapienia spontani-
cznych przykurczéw. Wobec tego SS wydaje
sie by¢ nie tylko waznym ogniwem w procesie
sprzezeniaelektro-mechanicznego, ale réwniez
jednym z gtéwnych, czynnych ogniw odkomor-
kowego transportu Ca +.Jej rola w tym proce-
sie mogtaby polegac na generowaniu (kosztem
energii rozpadu ATP rozktadanego przez Ca2+-
ATPaze SS) gradientu stezen wapniapomiedzy
przestrzenig podbtonowag aresztg sarkoplazmy.
Ta czynno$¢ SS jest prawdopodobnie S$cisle
zwigzana z czynnoscig sarkolemmy (zewnetrz-
nej lub $ciany kanalikow T), do ktdrej zwrécone
sa pecherzyki koricowe.
Jak wynika z badan grupy Langera, wewne-
trzna warstwa btony komdrkowej moze wigzac
-550 (imol Ca2+/kg mokrej wagi komoérek,
tj.~25% komadrkowego wapnia. Ogromna wie-
kszo$¢ tego wapnia jest zwigzana z miejscami
0 Kd = 11 mM i pojemnosci 84 nmol/mg
sarkolemmy. Sarkolemma ma réwniez miejsca
.Rys. 5. Wywo}ape draznienierT\ elektryczn)l/m'skyrcze wiazania Ca2+0 KD=13 pM, ale pojemnoéci
|zo_loyvanego, pojedynczego miocytu se_rcg sv_vmkl m}or- tvlko 7 nmol/ma sarkolemm 231, Chemicz-
skiej; na poczatku 30 s przerwy w draznieniu komor- y 9 y [ ]
ke perfundowano ptynem nie zawierajacym NaaniCa Nym substratem miejsc wigzania o niskim po-
lub zawierajacym Ni w celu zablokowania wymiany winowactwie sg fosfolipidy btony
Na/Ca; manewr ten powodowat wystapienie wielo- omgrkowej, przede wszystkim fosfatydylse-
krotnych, spontanicznych przykurczéw, ktére nigdy . . , ..
nie wystepuja w stanie spoczynku komorki, jezeli wy- ryn.a ! fosfatydyllnozytol, ktére obficie WySte'
miana Na/Ca jest czynna (reprodukowano za pozwole- PUJd W warstwie wewnetrznej, w
niem wydawcy wg [30]) przeciwieAstwie do zewnetrznej warstwy sar-
kolemmy [25]. Wobec stezenia Ca2+ wynoszg-
cego w og6lnej masie sarkoplazmy 0,06-0,1
[iM w spoczynku i ok. 5 pM w czasie pobudzenia, ilo§¢ Ca2+ zwigzanego z sarkolemmg
musiataby by¢ bardzo mata. Jednakze kanaty wapniowe pecherzykéw koncowych SS uwal-
niajg wapn do waskiej szczeliny, z ktdérej dyfuzja jest utrudniona. Przy zatozeniu, ze btony
ograniczajace szczeline podbtonowa nie majg zadnych wiasciwosci buforowych, stezenie
Ca2+ w czasie petnej aktywacji kanatow wapniowych SS w czasie pobudzenia powinno
osiagna¢ w szczelinie podbtonowej warto$é do 1,0 mM [20] i spas¢ do 1CT4M w ciggu ok.
100 ms. Jednakze wewnetrzna powierzchnia btony wigze wapn, a stezenie 1,0 mM jest bliskie
Kd miejsc wigzania o niskim powinowactwie. Wobec tego btona komoérkowa moze silnie
buforowa¢ Ca +uwolniony do przestrzeni podbtonowej. Jego maksymalne stezenie powinno
wg obliczen Peskoffa i wsp. [20] oscylowac koto 1CTImM, a spadki pomiedzy pobudzeniami
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komorki by¢ ptytsze iosiaga¢ ~ 10 mM w czasie ok. 500 ms. Jak wynika z przedstawionych
powyzej naszych badan [30], SS wydziela Ca2+do przestrzeni podbtonowej rowniez pomie-
dzy pobudzeniami i w czasie spoczynku komorki. Podtrzymuje to zapewne stezenie wapnia
w przestrzeni podbtonowej najeszcze wyzszym poziomie. Tak wiec interakcja SS i sarkolem-
my moze powodowac utrzymywanie w szczelinach podbtonowych i w ich bezposrednim
otoczeniu stezenia Ca2+ znacznie wyzszego niz w ogolnej masie sarkoplazmy. Podwyzszone
stezenie podsarkolemmalnego wapnia moze mie¢ znaczenie dlajego odkomérkowego trans-
portu w drodze wymiany Na/Ca.

Powinowactwo wymiennika Na/Ca do Ca2+jest niskie (KD~3 pM) [21]. Jezeli bytby on
eksponowany na stezenia wapnia wystepujace w ogdlnej masie sarkoplazmy, aktywnos¢
wymiany bytaby niska. Tymczasem aktywnos$¢ tajest bardzo wysoka i wymiana Na/Ca jest
w stanie w ciggu kilkuset ms usunaé z komorki Ca2+uwolniony z SS przez kofeine [6,17] lub
Ca2+, ktéry naptynat przez maksymalnie aktywowane kanaty wapniowe sarkolemmy [5].
Wysoka aktywno$¢ jest najprawdopodobniej wynikiem tworzenia, dzieki interakcji SS i
sarkolemmy podbtonowej, frakcji Ca2+ o wysokim stezeniu. Jak wynika z ostatnich badan
Frank i wsp. [9], no$niki wymiany Na/Ca sg prawdopodobnie zlokalizowane w sarkolemmie
naprzeciw pecherzykéw koncowych SS, co by je eksponowato na najwyzsze stezenie wapnia,
jakie istnieje w poblizu btony komodrkowej. Istnienie podbtonowej frakcji Ca2+ zostato
bezposrednio potwierdzone w bardzo subtelnych badaniach wymiany tego jonu w izolowa-
nych miocytach przy uzyciu izotopu 4 Ca2+. Frakcja ta zawiera -350 pmol Ca2+/kg suchej
masy komoarek ijest wymieniana z t12 = 650 ms. Szybka wymiana lokalizuje tg frakcje w
bezposrednim kontakcie z sarkolemma, a oporno$¢ na La2+ po jej wewnetrznej stronie.
Wymiana tej frakcji ze Srodowiskiem zewnatrzkomdérkowym zalezy wytgcznie od wymiany
Na/Ca [23]. Jej zawarto$¢ Ca2+ rosnie po zablokowaniu wymiany Na/Ca, a spada po zablo-
kowaniu przeptywu Ca2+przez SS przy pomocy TG [24].

Rekapitulujgc, SS jest zaangazowana w tworzenie podbtonowej frakcji wapnia, pozosta-
jacej w réwnowadze z Ca2+ zwigzanym przez fosfolipidy wewnetrznej powierzchni sarko-
lemmy i wymienianej ze $rodowiskiem zewngtrzkomérkowym w drodze wymiany Na/Ca.
Tworzenie tej frakcji jest waznym elementem odkomoérkowego transportu Ca2+, a wiec
homeostazy wapniowej komorki.

Btonowo-podbtonowa frakcja wapnia moze spetniac i inng role, a mianowicie, obok SS i
kanatow wapniowych sarkolemmy by¢ zrodtem wapnia aktywujacego skurcz. Wedtug hipo-
tezy Lulmanna [18] Ca2+ zwigzany z fosfatydylseryng na wewnetrznej powierzchni btony
mégtby by¢ z niej uwalniany w pobudzonej komoérce. Bytoby to spowodowane spadkiem
podbtonowego pH na skutek przesuniecia protondw ku zewnatrz w wyniku odwrdcenia
potencjatu komérkowego na dodatni. Po repolaryzacji pH podbtonowe ulegatoby znowu
podwyzszeniu, co powodowatoby ponowne wigzanie wapnia.

PODSUMOWANIE

Funkcja SS miocytow serca z pewnos$cig nie sprowadza sie do roli zbiornika wapnia
aktywujacego skurcz i pracujgcego w obiegu prawie zamknietym, jak to przedstawiono na
"klasycznym" schemacie na rysunku 3. Z badan ostatnich 5 lat wynika, ze siateczka jest
waznym, czynnym ogniwem w odkomoérkowym transporcie wapnia na drodze: sarkoplazma

4 — Postepy Biologii Komaérki
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- kanaliki podtuzne siateczki - pecherzyki koricowe siateczki - szczelina (przestrzen) pod-
btonowa - wymiana Na/Ca, co ilustruje rysunek 6.

SS ma na tej drodze 2 czynne i podlegajgce regulacji miejsca. Pierwszym z nich jest
Ca2+-ATPaza kanalikéw podtuznych. Jej aktywnos¢ jest tak duza, ze moze ona wylapywac
wiekszos¢ Ca2+ naptywajacego przez kanaty wapniowe sarkolemmy i ew. uwalnianego z
wewnetrznej jej powierzchni. Moze ona tez skutecznie konkurowaé o wapn z innymi organel-
lami, takimi jak mitochondria lub biatkowymi miejscami wigzania. Energia uwalniana przez
te ATPaze jest wykorzystywana do tworzenia gradientu stezeA Ca2+pomiedzy wnetrzem

Rys. 6. Schemat ilustrujacy proponowang modyfikacje modelu mechanizmu sprzezenia elektro-mechanicznego iro-
le siateczki sarkoplazmatycznej w obrocie Ca2+w miocytach serca, doktadne objasnienia w tekscie

pecherzykow koricowych SS a sarkoplazmg. Dzieki temu gradientowi moze funkcjonowaé
drugie czynne miejsce, jakim sg kanalty wapniowe SS. Stopien ich aktywacji pomiedzy
pobudzeniami zjednej strony reguluje ilo$¢ Ca2+ wydzielanego do przestrzeni podbtonowej,
a wiec tworzenie podbtonowej frakcji Ca2+, a z drugiej decyduje o tym, ile Ca +wychwyta-



SIATECZKA SARKOPLAZMATYCZNA SERCA 51

nego z sarkoplazmy moze by¢ zatrzymane (spietrzone) w pecherzykach koricowych przed
nastepnym pobudzeniem komorki.

Wapn uwalniany z pecherzykéw koricowych pomiedzy pobudzeniami jest w catoSci
usuwany z komorki w drodze wymiany Na/Ca. A wiec stopien aktywacji kanatow wapnio-
wych SS w tym okresie wptywa na wielko$¢ odkomoérkowego transportu Ca2+. Uwolnienie
do szczeliny podbtonowej naraz duzej ilosci Ca2+ na poczatku pobudzenia komérki znacznie
przekracza mozliwo$¢ usuniecia go na zewnatrz przez wymiane Na/Ca. Wiekszo$¢ tego Ca2+
dyfunduje do sarkoplazmy i aktywuje skurcz. Jednakze i w tej sytuacji wymiana Na/Ca
konkuruje o wapn z uktadami kurczliwymi. Dowodzi tego znaczne wzmocnienie skurczu,
jakie obserwuje sie po zablokowaniu wymiany Na/Ca ok. 50 ms po poczatku pobudzenia [17].
Od ilosci i rozmieszczenia Ca2+ uwolnionego z SS w czasie pobudzenia zalezy sita skurczu i
jego przebieg w czasie. Jednakze poniewaz ilos¢ Ca2+ dyfundujgcego z sarkolemmy jest
wystarczajgca dla aktywacji silnego skurczu, SS odgrywa tu role raczej dystrybutora niz
nieodzownego Zrodia.

Na zakonczenie nalezy podkresli¢, ze powyzsza hipoteza dotyczy przede wszystkim
miocytéw serc $winek morskich i tych gatunkéw, w ktérych procesy sprzezenia elektro-me-
chanicznego przebiegajg podobnie. Nalezg do nich krélik, kot, a prawdopodobnie i cztowiek.
Wymaga ona znacznej modyfikacji w stosunku do serc szczuréw, a prawdopodobnie chomi-
kéw i myszy, u ktérych procesy sprzezenia elektro-mechanicznego przebiegajg odmiennie.
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Streszczenie. Artykut omawia podstawowe witasciwosci kanatéw potasowych zaleznych od ATP (Katp)- Potencjat
btonowy wielu komoérek jest kontrolowany przez kanalty Katp, ktérych aktywno$¢ z kolei zalezy od poziomu
metabolizmu komérkowego. Kanaty Katp zaangazowane sg m.in. w procesie wydzielania insuliny z komérek
wysepek Langerhansa oraz wydzielania kwasu gamma-aminomastowego (GABA) w centralnym uktadzie nerwo-
wym. Szczeg6towo oméwiono zwigzki chemiczne, ktére oddziatujg z kanatami K atp, ze szczegélnym uwzglednie-
niem sulfomocznikéw i aktywatoréw kanatéw potasowych. Substancje te stanowiag nie tylko wazne narzedzie
badawcze kanatéw potasowych, ale znalazty réwniez zastosowanie w terapii m.in. cukrzycy typu Il, nadcis$nienia i
astmy.

Stowa kluczowe: kanaty potasowe, sulfomoczniki, ATP, aktywatory kanatow

Summary. The article describes basic properties of ATP sensitive potassium channels (K atp). These channels control
membrane potential in different cell types and couple it to the level of cellular metabolism. They are involved in
secretion ofinsulin from B cells of Langerhans islets and gamma-aminobutyric acid (GABA) release in central nervous
system. Interactions of sulfonylureas and activators of potassium channels with K atp channels are discussed. These
substances are important not only as probes to characterize K atp channel but they are also currently used as drugs in
therapy oftype Il diabetes mellitus, hypertension, asthma etc.

Key words: potassium channels, sulfonylureas, ATP, openers

WSTEP

Od czasu odkrycia 10 lat temu pierwszego kanatu potasowego zaleznego od ATP (KATP)
w btonie plazmatycznej miesnia sercowego kanaty te staty sie obiektem badan wielu pracowni
na catym Swiecie [66]. Kanaty KATP zidentyfikowano w btonie plazmatycznej mie$ni szkie-
letowych i gtadkich, w komdrkach B trzustki, w komérkach nerki oraz w centralnym uktadzie
nerwowym [4,7,11,59,75,94]. Opisano oraz wstepnie scharakteryzowano takze kanaty K ATP
w wewnetrznej btonie mitochondriéw watrobowych [42,70,99]. Niedawno dokonano klono-
wania kanatu KATP z nerki szczura [40].
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Dwa czynniki zadecydowaty o tym, ze badania kanatéw KATP sg niezwykle intensywnie

prowadzone:
¢ Kanaly Katp sa, obok kanatow potasowych regulowanych jonami wapnia,
elementem taczacym metabolizm komoérki ze stanem elektrycznym btony
plazmatycznej i wieloma zjawiskami przebiegajgcymi przy udziale btony
plazmatycznej; aktywno$¢ tych kanatbw ma wptyw np. na aktywnos¢ kanatow
wapniowych zaleznych od potencjatu btonowego, i na procesy egzocytozy.
« Substancje chemiczne, ktére hamuja lub aktywuja kanaty Katp, znalazty
zastosowanie w terapii réznych schorzen, np. cukrzycy typu Il, nadci$nienia lub
astmy.

Kanaty KATP uznaje sie za biatka kontrolujgce potencjat btonowy btony plazmatycznej
komaérek, w ktérych ten kanat wystepuje. Najlepiej poznano kanat KATP w btonie plazmaty-
cznej komérek Bwysepek Langerhansa trzustki [71]. Kanat K ATPjest zaangazowany w proces
regulacji wydzielania insuliny. Wzrost poziomu glukozy we krwi prowadzi do wzrostu
stezenia glukozy w cytoplazmie komérek R i dalej, w wyniku glikolizy i oksydacyjnej
fosforylacji, do znacznego podniesienia poziomu ATP wewnatrz komorki. Zahamowanie
kanatu KATPprzez ATP powoduje depolaryzacje potencjatu btonowego (z ok. -70 mV do ok.
-30 mV), co aktywuje z kolei kanaty wapniowe zalezne od potencjatu btonowego. Naptywa-
jacy do komérki wapn uruchamia catg sekwencje zdarzen prowadzacych do wydzielania, w
procesie egzocytozy, insuliny z komoérek B trzustki. Co ciekawe, podobna role kanatu KATP
w procesie inicjowania egzocytozy GABA zaproponowano dla substantia nigra mozgu [3].
Jednakze nalezy w tym miejscu przypomnie¢, ze kanaty KATP nie sg jedynymi kanatami
regulowanymi przez metabolizm komorek B trzustki [39] oraz ze glukoza moze regulowaé
wyptyw insuliny z komdrek B niezaleznie od aktywnosci kanatéw KATP [36].

Patologia miesnia sercowego charakteryzuje sie zaburzeniami w aktywnosci kanatow
potasowych. W wyniku niedokrwienia i niedotlenienia miesnia sercowego nastepuje obnize-
nie wewnatrzkomadrkowego poziomu ATP i nastepnie aktywacja kanatdbw KATP [16, 17, 21,
101]. Prowadzi to z kolei do skrdcenia czasu trwania potencjatu czynnosciowego i wzrostu
zewnatrzkomorkowego potasu [51]. Stad préby zastosowania glibenklamidu, zwigzku hamu-
jacego kanaty KATP, jako leku znoszacego arytmie serca.

W niniejszej pracy przedstawimy podstawowe wiadomosci o substancjach regulujgcych
aktywnos$¢ kanatow KATP. Wiecej informacji dotyczacych regulacji i innych wiasciwosci
kanatéw KATP znajdzie czytelnik w artykutach przegladowych [18, 23, 24],

WPLYW NUKLEOTYDOW NA AKTYWNOSC KANALOW K atp

Wysokie stezenie wewngatrzkomoérkowego ATP hamuje aktywno$é kanatow KATP. War-
tos¢ K| mierzona in vitro dla oddziatywali ATP z kanatem KATP waha si¢ od 10 do 70 pM.
Nukleotydy, takie jak ADP, GDP i GTP, znoszg hamowanie przez ATP [13,44]. Wydaje sie,
ze zjawisko hamowania kanatu nie obejmuje procesu fosforylacji biatka kanatowego, ponie-
waz aktywno$¢é kanatu moze zosta¢ zahamowana takze analogami ATP, ktore nie ulegaja
hydrolizie (np. ATPgammas). Co wiecej, ATP hamuje kanat pod nieobecnos$¢ jonéw magne-
zowych, niezbednych dla aktywnosci fosforylacyjnej kinaz biatkowych. W obecnosci ATP
obserwujemy jednak przeciwny efekt, usuniecie magnezu zwieksza zdolno$¢ ATP do zaha-
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mowania kanatu. To wszystko sugeruje, ze wolny (niezwigzany z magnezem) ATP, prawdo-
podobnie jon ATP4-,jest odpowiedzialny za hamowanie kanatu KATP. Wykazano réwniez,
ze kanat KATP w mysich komérkach B jest hamowany przez analogi ATP ulegajace fotoakty-
wacji [2].

Rys. 1. Struktura chemiczna sulfomocznikéw: A - tolbutamid, B - glibenklamid, C - glipizyd

Jednym z podstawowych probleméw w trakcie pomiaréw aktywnosci kanatdbw KATP w
technice patch-clamp jest inaktywacja (ang. run-down) kanatu. Objawia sie ona zanikaniem
aktywnosci kanatu w czasie od kilku sekund do kilkunastu minut od momentu rozpoczecia
pomiaréw. Inaktywacja kanatu wynika z zaleznych od wapnia reakcji defosforylacji biatka
kanatowego. Kilkuminutowa inkubacja fragmentu badanej btony z roztworem zawierajgcym
jony magnezowe i ATP oraz nastepnie odptukanie tego roztworu przywraca aktywnosé kanatu
(ang. refreshment).

Efekty ADP na aktywnos$¢ kanatu sg jeszcze bardziej skomplikowane. ADP w niskich
stezeniach aktywuje kanat, natomiast w stezeniach powyzej 0,5 mM kanat jest hamowany.
Interesujace jest, ze niehydrolizowalne analogi ADP majg zdolno$ci wytgcznie hamujace. W
czasie, gdy ATP jest obecne, dodatek ADP powoduje aktywacje kanatu.

Opisane powyzej oddziatywania ATP i ADP z kanatem potasowym mogg zosta¢ wyttu-
maczone zaréwno obecnosciajednego miejsca wigzacego nukleotydy adeninowe (kompetycja
miedzy ATP i ADP), jak i dwoma miejscami wigzgcymi (jedno dla ATP ijedno dla ADP).
Dodatkowo, ostatnio przeprowadzone badania wskazujg, ze miejsce wigzace nukleotydy
adeninowe znajduje sie w tym samym biatku, co miejsce wigzgce sulfomoczniki [10, 87].

Zredukowane iniezredukowane formy nukleotydéw pirymidynowych wptywaja takze na
aktywno$¢ kanatu KATP. Wysokie stezenia, wyzsze od 500 p.M, hamujg aktywno$¢ kanatéw
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Katp, natomiast niskie stezenia dziatajg aktywujgco. W roztworach pozbawionych magnezu
obserwuje sie tylko hamowanie kanatu przez nukleotydy pirymidynowe.

Nukleotydy guanidynowe (GTP, GDP oraz ich analogi, ktére nie ulegajg hydrolizie)
aktywuja kanat w zakresie stezen od 10 jiMm do 2 mM. Zaproponowano, ze GDP jest
fizjologicznym aktywatorem kanatu K ATP w miesniach gtadkich [45]. Efekty te zachodzg
tylko w obecnos$ci jonéw magnezowych. Te obserwacje oraz regulacja aktywnosci kanatu
KAtp w komorkach R trzustki przez galaninge oraz somatostatyne sugeruja, ze kanat K ATP
oddziatuje z biatkami G [26, 27]. Stosujac rézne pochodne nukleotydéw guanidynowych
postuluje sie wystepowanie heterogennej populacji kanatow K ATP w kardiocytach nowona-
rodzonych szczuréw [9]. Podobne obserwacje poczyniono badajgc wpltyw pinacydylu i
siarczanu minoksydylu na migsnie gtadkie naczyn krwionosnych [104].

SULFOMOCZNIKI - KLASYCZNE INHIBITORY KANALOW K atp

Sulfomoczniki (np. glibenklamid, tolbutamid oraz glipizyd) sg powszechnie stosowane w
terapii cukrzycy typu Il [33,37,54], Strukture chemiczngkilku z tych substancji przedstawio-
no narysunku 1. W ciggu kilku ostatnich lat wyjasniono molekularny mechanizm ich dziatania.
Uwaza sie, ze sulfomoczniki blokujac kanat KATP w komorkach B wysepek Langerhansa
uruchamiaja, podobnie jak ATP, cigg zdarzeA prowadzacych do zwiekszenia wydzielania
insuliny z tych komérek [s , 29]. Niezaleznie od tego mechanizmu opisano wiele fizjologicz-
nych efektow sulfomocznikéw, ktére nie wynikajg zoddziatywania tych zwigzkéw z kanatami
Katp. | tak np. zaobserwowano, ze sulfomoczniki hamujg synteze glukozy w watrobie oraz
stymulujg aktywno$¢ glukokinazy w izolowanych hepatocytach [52].

Nie wszystkie sulfomoczniki jednakowo skutecznie blokujg kanaty KATP komoérek R
trzustki. | tak warto$¢ K; dla tolbutamidu wynosi 10-17 pM, natomiast dla najbardziej
efektywnego inhibitora, glibenklamidu, wynosi ona od 4 do 20 nM. Warte jest podkreslenia,
ze zdolnos¢ sulfomocznikéw do hamowania aktywnosci kanatu w komaérkach B trzustki, ich
powinowactwo do receptora w tych komérkach (przypuszczalnie samego kanatu KATP) oraz
wielko$¢ stosowanych dawek terapeutycznych w przypadku cukrzycy typu Il sa podobnie
skorelowane dlaréznych sulfomocznikéw [85]. Sulfomoczniki skutecznie hamujg aktywno$¢
kanatu, niezaleznie od ktdrej strony btony plazmatycznej zostang podane. Zdolno$¢ sulfomo-
cznikdw do hamowania kanatu nie jest uwarunkowana obecnoscigjonéw magnezu. Wysokie
powinowactwo glibenklamidu do kanatu umozliwito oczyszczenie peptydu wigzacego gliben-
klamid [11]. Zwiekszenie kwasowosci srodowiska, zmieniajacej stopien zjonizowania gliben-
klamidu, zwieksza zdolno$¢ tego zwigzku do hamowania aktywnosci kanatow KATP [20, 34,
95,106].

Niezaleznie od bogatych obserwacji wptywu sulfomocznikéw na wydzielanie insuliny z
trzustki obserwowano réwniez wiele fizjologicznych efektéw sulfomocznikéw w centralnym
uktadzie nerwowym. Glibenklamid stymuluje wydzielanie prolaktyny z komoérek przysadki
mébzgowej [55]. Oddziatuje on réwniez z kanatami KATP w substantia nigra mézgu, stymu-
lujgc sekrecje GABA [3, 50, 62].

Sulfomoczniki hamujg rowniez kanaty KATP w komoérkach miesnia sercowego [35].

Sulfomoczniki, w zakresie mikromolowych stezerr, moga rowniez wptywac na aktywnosé
innych kanatow, np. kanatu chlorkowego, ktdrego zaburzenie aktywnos$ci prowadzi do muko-
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wiscydozy (ang. cysticfibrosis transmembrane conductance regulator) [90]. W komérkach
ludzkiej neuroblastomy glibenklamid hamuje aktywno$¢ kanatéw potasowych zaleznych od
potencjatu i kanatéw potasowych zaleznych od wapnia [80].

INNE SUBSTANCJE BLOKUJACE KANALY Katp

Kanaly KATPsarowniez blokowane przez kilka klasycznych inhibitoréw kanatéw potaso-
wych, takich jak: aminoakrydyna czy 4-aminopirydyna. Zidentyfikowano takze kilkanascie
innych substancji, ktére nie bedac sulfomocznikami, efektywnie hamujg aktywnos$¢ kanatow
Katp.Itak opisano substancje bedace antagonistami alfa-adrenoreceptoréw, ktérejednoczes$-
nie blokujg kanaty KATP w komérkach B trzustki i stymulujg wydzielanie insuliny z tych
komérek [15, 28,43].

Podobnie s -metoksypsoralen, stosowany w terapii tuszczycy, hamuje aktywnos$¢ kanatu
Katp w komdrkach insulinomy oraz stymuluje wydzielanie insuliny z tych komdrek [97].
Analogicznie dziata amantadyna i sparteina [5]. Antagonista wapniowy TMB.s réwniez
hamuje aktywno$¢ kanatdéw KATP w komorkach insulinomy [98]. Klonidyna blokuje kanaty
Katp w mysich komorkach B trzustki [73]. Chlorpromazyna, stosowana w leczeniu niektérych
typdw zaburzen psychicznych, blokuje kanat KATP w komoérkach insulinomy [60]. Prawdo-
podobnie takryna, zwigzek tagodzacy symptomy choroby Alzheimera, blokuje kanat KATP w
komorkach B wysepek Langerhansa [46]. Podobnie dziata substancja hypoglicemiczna AZ-
DF-265 [81]. Zwigzek przeciwdziatajacy arytmii serca, kwas 5-hydroksydekanowy, hamuje
kanat K ATP miocytéw komorowych serca [67, s s ]. Bipirydyna o wiasciwosciach kardiotoni-
cznych, AWD 122-60, hamuje kanat KATP w mies$niach szkieletowych [12], Barbiturany
hamuja kanaty KATP w komoérkach B wydzielajgcych insuling [49]. Podobnie ttumaczy sie
dziatanie linoglirydu [82].

AKTYWATORY KANALOW K atp

Aktywatory kanatow KATP (ang. potassium channel openers) stanowig bardzo heterogen-
ng klase substancji, z punktu widzenia ich budowy chemicznej [30, 31]. Prekursorem tych
substancji byta kromakalima, substancja obnizajgca ci$nienie obwodowe krwi i rozluzniajgca
miesnie gladkie. Obserwowane zjawiska byty wynikiem aktywacji kanatéw potasowych przez
kromakalime w btonie plazmatycznej tych komdrek. Podobnie ttumaczy sie mechanizm
dziatania diazoksydu, siarczanu minoksydylu, pinacydylu oraz wielu innych substancji obni-
zajacych cisnienie krwi. Strukture chemiczng kilku wybranych aktywatoréw kanatéw KATP
przedstawiono na rysunku 2 .

Kolejne lata przyniosty prawdziwg eksplozje syntez réznych zwigzkéw chemicznych
aktywujacych kanaty potasowe w roznych tkankach. Prawdopodobnie substancje te znajdg
wielorakie zastosowania terapeutyczne [14]. Mechanizm oddziatywania aktywatoréw z kana-
tami Katp jest nieznany, obecnie podejmuje sie pierwsze proby charakterystyki miejsca
wigzacego aktywatory [77]. Uwaza sie, ze dla aktywacji kanatu KATPw komérkach miesnia
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sercowego przez nikorandil wymagana jest obecno$¢ ADP, natomiast dla lemakalimy i
pinacydylu taka obecnos$é nie jest konieczna [89].
Opisano wiele réznych efektow aktywatoréw kanatéw potasowych na funkcje komérek,
w ktérych wystepujg kanaty KATP. Szczeg6towo opisano oddziatywania aktywatorow kana-
téw potasowych z kanatami K ATP mieéni gtadkich [45]. | tak m.in. w mie$niach gtadkich zyty
wrotnej kanaty KATP sg aktywowane przez
BRL 38227 [65]. NIP-121 i kromakalima oraz
SDZ PCO 400 i RP 49356 indukuja
rozluznienie tchawicy [79, 91, 93]. Podobnie
dziata aktywator LP-805 [48]. KRN 2391 oraz
nikorandil powodujg wzrost przeptywu krwi w
naczyniach wieAcowych oraz zmniejszajg cis-
nienie krwi [69]. Efekty te byty antagonizowane
glibenklamidem, co wskazuje na zaangazowa-
nie kanatu KATP miesni gtadkich w wyzej wy-
mienione procesy. ER-001533 aktywuje kanaty
K Atp W miesniu sercowym [ss]. Zwigzek SR
44866 aktywuje kanaty KATPw mies$niu szkie-
letowym [84]. Stwierdzono, ze aktywator EMD
56431 moze skutecznie przeciwdziata¢ niedo-
krwieniu serca [83]. Podobng role postuluje sie
dla kromakalimy [102]. Aktywatory kanatow,
np. BRL 38227, moga réwniez rozszerzac ptuc-
ne naczynia krwionosne [19, 72], Aktywatory
kanatow KATP dziatajagce na miesnie gtadkie
drég oddechowych moga by¢ stosowane w te-
rapii astmy [92], Diazoksyd aktywuje kanat
K Atp W komérkach R trzustki [s s ]. Hormonalna
aktywacja wydzielania hormonu wzrostu z ko-
morek czesci gruczotowej przysadki moézgowej
jest hamowana przez aktywatory kanatéow
KatP’ podczas gdy hormonalne hamowanie
wydzielania hormonu wzrostu podlega supresji
zwigzkami hamujacymi kanaty KATP [22]. Ni-
korandil, pinacydyl oraz lemakalimarozszerza-
ja naczyniakrwionosne wmozgu [105]. Kroma-
kalima aktywuje kanaty KATP w neuronach hi- Rys. 2. Struktura chemiczna niektérych aktywatorow
pokampa [74] oraz w substantia nigra mézgu kanatow KATP:A- kromakalima, B - diazoksyd, C -
siarczan minoksydylu
[38].
Postulowana obecno$¢ kanatu KATP w cen-
tralnym uktadzie nerwowym znalazta swoje potwierdzenie w badaniach behawioralnych.
Stwierdzono, ze podawanie kromakalimy bezposrednio na globus pallidus stymuluje aktyw-
no$¢ lokomotoryczng szczura [1].
Uwaza sie, ze oddziatywanie aktywatoréw kanatéw potasowych z biatkiem kanatu pota-
sowego nie powoduje chemicznej transformacji czasteczki aktywatora. Wyjatkiem sa akty-
watory, ktére mogg byé donorem azotu dla syntezy tlenku azotu, np. nikorandil. W tym
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przypadku postuluje sie dwa mechanizmy prowadzgce do rozszerzania naczyn krwiono$nych:
bezposrednie oddziatywanie tej substancji z biatkiem kanatowym oraz stymulacja cyklazy
guanylowej, prowadzaca do podniesienia poziomu cGMP [41]. W przypadku siarczanu
minoksydylu zaobserwowano przeniesienie radioaktywnej siarki z grupy sulfonowej aktywa-
tora na kilka bialek. Pozostaje do okreslenia, czy ta reakcja jest odpowiedzialna za efekty
fizjologiczne siarczanu minoksydylu [53]. Zaproponowano dwa mechanizmy dziatania dia-
zoksydu: pierwszy, polegajacy na fosforylacji biatka kanatowego w obecnosci aktywatora
oraz drugi, postulujagcy odziatywanie diazoksydu oraz nukleotydu purynowego zwiazanego z
magnezem, z biatkiem kanatowym [49, 64].

Wykazano, ze aromatyczne aldehydy i ketony majg wiasciwosci aktywujace kanaty
miocytow komorowych serca [32]. Pochodne fluoresceiny moga aktywowaé i hamowac
kanaty KATP komdrek B trzustki [25]. Milimolowe stezenia mleczanu aktywuja kanaty KATP
miesnia sercowego [47]. Wanadian aktywuje kanat KATP w mies$niu szkieletowym [63].
Kwasy ttuszczowe aktywujg kanaty KATPw komorkach insulinomy [61].

Kromakalima oraz pinacydyl moga aktywowac réwniez kanaty potasowe zalezne od
wapnia w mieéniach gtadkich [96].

Szczegotowe informacje na temat farmakologii i zastosowan aktywatoréw kanatéw pota-
sowych znajdzie czytelnik w artykutach przeglagdowych [s, 76, 78,103].

UWAGI KONCOWE

Nie oméwiono tutaj regulacji kanatdéw KATP przez peptydy: somatostatyne, galanine oraz
endoteline [22,26, 57, 58] i angiotensyne blokujacg kanaty KATPw miesniach gtadkich [56].
Nie jestjasna rola jonéw zewngtrzkomoérkowych w modulowaniu oddziatywan ATP z kana-
tem Katp [100]. Opisane powyzej interakcje réznych substancji z kanatami KATP powinny
przekonac czytelnika, jak waznajest szczegdtowa charakterystyka kanatéw KATP. Umozliwi
ona dogtebne zrozumienie mechanizmoéw funkcjonowania tego biatka i jego roli w procesach
przekazywania sygnatdw w komorce. Istotne jest takze zrozumienie molekularnych podstaw
oddziatywania substancji modulujacych aktywnos$¢ kanatow KATPw réznych tkankach. To z
kolei powinno umozliwi¢ bardziej racjonalne projektowanie zwigzkéw chemicznych, zwie-
kszenie ich specyficznosci i skutecznosci dziatania terapeutycznego.
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OF CHLOROPLASTS IN MOUGEOTIA

Anna TROJAN

Zaktad Fizjologii i Biochemii Roslin Instytutu Biologii Molekularnej UJ w Krakowie

Streszczenie. Zostaty opisane cztery gtéwne typy kanatéw jonowych zbudowanych z biatek zapewniajacych szybki
przeptyw jonéw przez btony lipidowo-biatkowe w roslinach. Na podstawie zdolno$ci do selektywnego przewodzenia
jonéw wyrézniono kanaty: wapniowe, chlorkowe, potasowe, protonowe (Ca2+ G _, K+ H+). Wystepuje wiele
podtypéw, réznigcych sie: kontrolg otwarcia, przewodnoscia, wrazliwoscig na inhibitory. Swiadczy to o zréznicowa-
niu strukturalnym biatek budujacych kanaty. Ich funkcja w komdrkach roélinnych jest jednak stabo poznana.
Wiadomo, ze biorg one udziatw regulacji turgoru, spetniajgjakas$ role w przewodzeniu sygnatu w komérce i tworzeniu
potencjatu czynnosciowego. W plazmolemmie komérek glonu Mougeotia stwierdzono obecno$¢ kanatéw potaso-
wych regulowanych Ca“+iaktywowanych przez fitochrom. Prébowano znalez¢ zwigzek pomiedzy aktywnoscia tych
kanatow i ruchem chloroplastow.

Stowa kluczowe: kanatjonowy, btona plazmatyczna, tonoplast, Mougeotia, ruchy chloroplastow

Summary. Four main types of channels have recently been described in plants according to ion selectivity: Ca2+
CL-, K+, H+ channels. Many subtypes have been described differing in gating control, unitary conductance and
pharmacology. They are involved in the regulation of turgor and membrane potential. They are also supposed to play
arole in signal transduction in plant cells. The functions of ion channels are largely speculative. Ca“+regulated K+
channels have been described in Mougeotia. These channels are activated by phytochrome. Attempts were made to
determine if they play a role in the classic phytochrome response, chloroplast rotation in this alga.

Key words: ion channel, plasma membrane, tonoplast, Mougeotia, chloroplast movement
Wykaz skrétow: A23187 - jonofor wapniowy, ABA - kwas abscysynowy, A-9-C - kwas antraceno-9-karboksylowy,

DCCD - 1,3-dicykloheksylokarbodiimid, DIDS - disulfonian 4,4-diizotiocyjano-2,2-stilbenu, TEA+- jon tetraetylo-
amonowy, TMB-8 - chlorowodorek [8-(dietyloamino)-oktyl-3,4,5-trimetoksybenzoesan].

l. WSTEP

Zywa komorka ograniczonajest biatkowo-lipidowa btong komérkowa. Jej zragb budowany
jestprzez dwuwarstwe lipidowa, w ktorej rozmieszczone sg biatka integralne. Na powierzchni
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btony wystepujg biatka powierzchniowe, rozpuszczalne w wodzie i stosunkowo tatwo ekstra-
howalne bez niszczenia struktury blony. Bialka integralne zanurzone sg w blonie, a ich
tancuchy polipeptydowe przebijajg warstwe lipidowg jedno- lub wielokrotnie. Lancuchy te
zawierajg domeny hydrofobowe o konformacji a-helisy. Proces izolacji tych biatek z btony
wymaga stosowania detergentéw i zwigzany jest ze zniszczeniem struktury btony [43]. Btona
komérkowa stanowi strukturalng bariere, oddzielajgca wnetrze komoérki od bezposredniego
wplywu otoczenia, zapobiega swobodnemu przeptywowi jonéw, substratow i metabolitdw.
Biatka, wystepujace w btonach, zapewniajg wymiane substancji pomiedzy komorka i jej
otoczeniem w sposéb kontrolowany. W procesach tych zaangazowane sa uktady biatek
integralnych budujgce w btonach pompy i kanaty jonowe. Wiele z tych biatek jest enzymami
(szczeg6lnie w pompach jonowych) pozwalajgcymi na utrzymanie gradientow stezen jonow
w poprzek btony.

Biatka receptorowe, biatka przenoszace i przetwarzajace sygnaty oraz biatka budujace
pompy i kanaty jonowe tworzg ztozone uktady, umozliwiajgce komunikowanie sie komorki
z otoczeniem oraz wzajemne oddziatywanie komdrek pomiedzy sobg, kontrolujac liczne
procesy przebiegajagce we wnetrzu komarki [43]. Badania prowadzone gtdwnie na komdrkach
zwierzecych doprowadzity do poznania biatek wielu typdw kanatéw. Przyczynito sie do tego
wprowadzenie nowych metod elektrofizjologicznych, m.in. metody stabilizacji potencjatu
skrawka btony komoérkowej (patch-clamp) [53]. Mozliwos$¢ okreslenia struktury pierwszorze-
dowej biatek oraz sekwencji nukleotydowej gendw odpowiedzialnych za synteze biatek
kanatowych pozwolito na blizsze okreslenie budowy niektdrych kanatéw jonowych oraz ich
funkcji. W przypadku komaorek roslinnych informacje na temat kanatéw jonowych sa ograni-
czone, chociaz w ostatnich latach pojawity sie doniesienia o obecnos$ci biatek kanatowych,
takze w btonach komorek roslinnych. Jak do tej pory, nie zostata jednak okreslona moleku-
larna budowa ktéregokolwiek z kanatdw, a ich funkcje nie sg wyraznie sprecyzowane.
Przyczyng tego jest m.in. obecnos$¢ Sciany komorkowej na powierzchni komorki roslinnej,
utrudniajaca badania nad btong. W celu rozpoczecia doswiadczen nad kanatami jonowymi
konieczne jest usuniecie $ciany za pomocg enzymow. Proces trawienia wymaga dobrania
odpowiednich enzyméw trawiacych. Dodatkowo moze on powodowac¢ zmiany funkcji biolo-
gicznych komorki. Przed rozpoczeciem badan niezbedne jest sprawdzenie, jakie wiasciwosci
nietknietej komarki roslinnej zostaty zachowane w protoplastach. Przy badaniach elektrofi-
zjologicznych moga takze wystapic¢ trudnosci z przyssaniem pipety do btony protoplastu. Jest
to czynno$¢ duzo trudniejsza niz w wypadku pozbawionej $ciany komorkowej komorki
zwierzecej [35]. Niniejsza praca omawia dostepne informacje dotyczace opisanych dotych-
czas kanatéw jonowych u roslin i badania nad mozliwoscig udziatlu kanatéw w ruchu
chloroplastow w glonie Mougeotia.

II. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ROSLINNYCH KANALOW
JONOWYCH

Biatka kanatéw jonowych zapewniajg szybki, pasywny, elektrogeniczny przeptyw jonéw
przez btone. Tworzg one biatkowa pore przebijajaca warstwe lipidowo-biatkowa. Zmniejszaja
energie wymagang do transportu jondw przez btone z 250 do 20 kj/mol. Pomiedzy poszcze-
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gbInymi biatkami kanatowymi wystepujg znaczne roznice. Klasyfikuje sie je na podstawie
nastepujacych cech:

1) selektywnosci wzgledem jonéw (Ca2+, Cl-, K+, H+),

2) czynnikéw kontrolujgcych zamykanie i otwieranie kanatéw (ang. gating),

3) przewodnosci jednostkowej (ang. unitary conductance),

4) blokowania funkcji kanatow przez okreslone inhibitory i blokery (ang. pharmcology).

Otwarty kanat katalizuje przeptyw 10s—3(s jondw na sekunde [69]. Poziom przeptywu
jonéw przy okreslonym napieciu elektrycznym i sktadzie jonowym $rodowiska zewnetrznego
komarki jest istotnym parametrem opisujagcym kanaly w stanie otwarcia. Pomiar pradu
jonowego umozliwia identyfikacje poszczeg6lnych typow kanatéw. Wystepuja czesto tzw.
podstany, charakteryzujgce sie mniejszym przeptywem jonéw w stosunku do stanu petnego
otwarcia. Przewodzenie jonow przez kanaty w najprostszym uktadzie moze by¢ opisane jako
prosta dyfuzja przez pory wypetnione wodg [69], ale w niektérych wypadkach musza by¢
zastosowane bardziej ztozone modele. W przypadku kanatéw potasowych u Nitella przyjmuje
sie, zejony wigzg sie z biatkiem kanatowym. Ten model wyjasnia wysycenie przeptywu jon6w
przy pewnej wartosci réznicy potencjatéw (PD); dalszy jej wzrost nie wptywa na zwiekszenie
iloci przepuszczanych jondw [29]. Thumaczy sie to interakcjgjondw z biatkami kanatowymi,
co obrazowo bardziej przypomina model pytona potykajacego positek niz model pitki toczacej
sie w rurze [69]. Selektywnos$¢ kanatéw jonowych przejawia sie tym, ze przepuszczajg pewne
jony fatwiej i szybciej niz inne. Niektdre kanaty wykazujg bardzo stabg selektywnos$é. Sg to
te, ktére dokonuja selekcji przepuszczanych czastek na podstawie jednej tylko cechy: tadunku
lub masy czasteczkowej [29]. Inne biatka kanatowe selekcjonujg czasteczki na podstawie
zar6éwno tadunku, jak iich wielkos$ci oraz energii wymaganej do hydratacji [67]. To powoduje,
ze tylko niewiele rodzajéw jondw moze zostaé przepuszczonych przez okreslone biatko.
Przewodzenie, selektywno$¢ oraz kontrola otwierania i zamykania okre$lajg kinetyczne
wiasciwosci danego kanatu jonowego. Prébuje dokonywac sie takze opisu struktury i konfor-
macji tych biatek w btonie. W przeciwienstwie do kanatéw w komadrkach zwierzecych, u roslin
niewiele jeszcze wiadomo na ten temat. Kanaty roslinne prébuje sie identyfikowa¢ metodami
immunologicznymi oraz genetyki molekularnej [69]. Stwierdzono podobienstwo pomiedzy
kanatem potasowym, wystepujacym u Drosophila i biatkowym sktadnikiem btony drozdzy o
masie cz. 87 kDa [4]. Rowniez dane farmakologiczne, okreslajace wptyw zwigzkéw chemi-
cznych na aktywno$¢ kanatéw, umozliwiajg pordwnywanie kanatéw roslinnych i zwierzecych
oraz struktury [30,69]. Charakterystyke opisanych dotychczas kanatéw jonowych oraz ich
postulowane funkcje w komérkach roslinnych przedstawia tabela 1. Kanaty jonowe biorg
udziat w duzej liczbie procesow zachodzacych w roslinach, ale proby okres$lenia blizszego
zwigzku pomiedzy kanatem i jego funkcja sa zwykle spekulatywne [35,69]. Dotychczas
ustalono jedynie, ze w organizmach roslinnych uczestniczg w regulacji turgoru oraz spetniajg
blizej jeszcze nie okreslong role w przewodzeniu sygnatéw. Odpowiedzialne sg prawdopo-
dobnie za utrzymanie potencjatu btony komdérkowej i tonoplastu oraz wyréwnywanie tadun-
kéw po oswietleniu w btonach tylakoidéw. Sa aktywne takze w procesach komérkowych
wymagajgcych duzych zmian potencjatu osmotycznego. Kanatom jonowym przypisuje sie
takze znaczenie w reakcjach ruchowych réznych czesci roslin, wymagajacych prawdopodob-
nie znacznego przeptywu jonéw [55]. Przyjmujac udziat kanatéw jonowych w tworzeniu
potencjatéw membranowych komorki mozna wskaza¢ na te procesy, w ktérych zmiany
potencjatu odgrywajg istotng role. Jest to m.in. sygnalizacja miedzykomdérkowa stymulujgca
np. ruchy roslin. Potencjaty elektryczne wptywajg na ruch réwniez poprzez redukcje turgoru
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komdérkowego w wyniku znacznego wyptywu jonéw K+i Cl-. Dlatego tez zmiany potencjatu
btonowego moga by¢ istotnym czynnikiem w redukcji ci$nienia turgorowego jako reakcji na
szok hypoosmotyczny. Wydajg sie rdwniez mie¢ znaczenie w reakcji roslin na zranienia,
stymulujac procesy gojenia i wzrost poziomu oddychania. Wzrostowi stezenia wewnatrz-
komoérkowegojondéw wapnia-przy udziale kanatéw jonowych-przypisuje sie reakcje rosliny
na nagte zmiany temperatury [51]. Sugeruje sie, ze kanaty wapniowe w siateczce wewnatrz-
plazmatycznej moga kontrolowa¢ aktywno$¢ wrzeciona mitotycznego [77]. Stwierdzono
wzrost pobieraniajonéw wapnia przez komdrki Mougeotia po naswietleniu Swiattem czerwo-
nym, co sugeruje zwigzek pomiedzy kanatami jonowymi i fitochromem [45,46,47]. Kanaly
potasowe sg prawdopodobnie zwigzane z poczatkowg reakcjg na regulatory wzrostu roslin
[67]. Moga takze bra¢ udziat w uwalnianiu jonéw potasu podczas zamykania aparatow
szparkowych [60,35]. Wszystkie powyzej przytoczone obserwacje i stwierdzenia wymagaja
dalszych badan i petnego potwierdzenia. W trakcie badan nad kanatami roslinnymi zdotano
wyrézni¢ kilkanascie ich klas, podjaé préby ich charakterystyki oraz zasugerowa¢ udziat w
konkretnych procesach komérkowych.

1. POSTULOWANY UDZIAL KANALOW POTASOWYCH
W RUCHU CHLOROPLASTOW U MOUGEOTIA

Jedng z prdéb okreslenia udziatu kanatéw jonowych w okre$lonych procesach komérko-
wych sg badania, dotyczace ruchu chloroplastow w glonie Mougeotia. Komdrkaglonu zawiera
pojedynczy, centralnie potozony, wstegowatego ksztattu chloroplast, usytuowany wzdtuz
dtuzszej osi komorki. Zaleznie od natezenia padajgcego Swiatta, przemieszcza sie on w
potozenie prostopadte lub rdwnolegte do kierunku padania Swiatta. W procesie tym aktywny
jest czerwony i niebieski zakres widma $wietlnego. Reakcja na $wiatto czerwone zwigzana
jest z obecnoscig fitochromu [76]. Mechanizm przekazywania bodZzca od fotoreceptora
(fitochrom) do systemu efektorowego, w ktorym postuluje sie udziat struktur aktomiozyno-
wych [27], jest nieznany. Sugeruje sie, ze w przekazywaniu bodzca moga posredniczyc¢jony
wapnia [46]. Podanie jonoforu wapniowego A23187 w okreslone miejsce na powierzchni
komorki powodowato Scisle zlokalizowane przemieszczenie chloroplastu. Naswietlanie
Swiattem czerwonym (R) wywotywato wzrost pobierania Ca2+ ze Srodowiska zewnetrznego;
po dziataniu $wiattem dalekiej czerwieni (FR) ten efekt nie wystepowat. W regulacji ruchu
chloroplastéw postulowany jest udziat wewnatrzkomaérkowych wakuol taninowych, zawiera-
jacych jony Ca2+. Przyjmujac wptyw jonoéw wapniowych na ruch chloroplastéw zatozono
istnienie oraz zaangazowanie w tym procesie biatek kanatowych, transportujgcych wapn.
Prébe ich wykrycia podjeto metodg patch-clamp. Efektem tych badan byto stwierdzenie
wystepowania dwoch kanatow jonowych o przewodnosci 30 i 65 pS w bionie komorkowej
Mougeotia. Byly one aktywowane $wiattem czerwonym w czasie 2-5 min [46], Swiatto
dalekiej czerwieni odwracato reakcje, jezeli byto stosowane bezposrednio po $wietle czerwo-
nym. W innym wypadku nie wywotywato efektu. Wynik ten sugerowat, ze fitochrom jest
czynnikiem aktywujacym wykryte kanaty. Jednakze aktywacja kanatu nie jest bezposrednim
nastepstwem zmian fitochromowych. Wydaje sie, ze jest ona inicjowana przez inny proces
regulowany fitochromowo. Wskazuje na to dtugos¢ czasu niezbednego do aktywacji biatka
kanatowego. W celu identyfikacji tych biatek zastosowano inhibitory. Wykazano, ze badane
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biatka sa wrazliwe na5mM BaCl: i 10inM TEA+, co charakteryzuje je jako kanaty potasowe.
Dodanie jonoforu wapniowego A23187 (10 [J.M/1) w obecnosci jonéw Ca2+ wywotywato
reakcje identyczng jak po zadziataniu Swiatta czerwonego. Warunkiem koniecznym byto
jednak wyzsze stezenie jonow Ca2+na zewnatrz komorki niz w jej wnetrzu. W przeciwnym
razie nie dochodzito do aktywacji kanatow. Dziatanie jonoforu moze wskazywadé, ze stymu-
lacja tych kanatéw nastepuje poprzez jony wapnia. Je$li jednak $Swiatto czerwone wywotuje
aktywno$¢ opisywanych kanatéw pomimo braku jonéw Ca2+ na zewnatrz komorki, musi
dochodzié¢ do ich uwalniania z wewnetrznych magazynéw. TMB-s - inhibitor uwalniania
jonow wapniowych ze struktur wewnatrzkomdrkowych zahamowat aktywno$¢é badanych
kanatow potasowych [44]. W zwigzku z tym autorzy zaproponowali mechanizm aktywacji
tych biatek zapoczatkowywany przejsciem fitochromu w forme aktywna pod wplywem
Swiatta czerwonego. Aktywna forma fitochromu wywotywataby wzrost stezniajondw wapnia
w cytoplazmie, uwalnianych z wakuol taninowych lub pobieranych ze Srodowiska zewnetrz-
nego. Wysokie stezenie jonéw wapnia oddziatuje, z kolei, na kanaly potasowe poprzez
aktywowang wapniem kinaze biatkowg [46]. Jednakze TMB-s nie wywotywato hamowania
mchu chloroplastéw pomimo hamowania aktywnosci stymulowanych wapniem kanatow
potasowych. Mogtoby to wskazywaé na brak zaleznosci pomiedzy aktywnoscia tych kanatéw
iruchem chloroplastéw u Mougeotia. Mozna przypuszczac, ze pomimo zastosowania TMB-s
moze nadal wystepowac pewien poziom stezeniajonéw Ca2+ w cytoplazmie, wynikajacy z
niecatkowitego hamowania przez inhibitor wydzielania tych jondw z wewnatrzkomdérkowych
magazyndw. Mozliwe jest tez, ze dla wywotania ruchu chloroplastéw niezbedne jest duzo
nizsze stezenie jonéw Ca2+ niz dla aktywacji kanatéw K+. Dlatego pozostajgca w komorce
niewielka ilo$¢ jonéw wapnia moze mie¢ kluczowe znaczenie dla stymulacji obu procesow,
pozwalajac na rozpoczecie przemieszczenia chloroplastu, nie wywotujac aktywacji kanatow
[45]. Autorzy tych prac postulujg schemat zaleznosci pomiedzy wszystkimi opisanymi ele-
mentami ruchu chloroplastu i aktywacji kanatéw, ktéry jest przedstawiony w pracy Slesaka i
Gabry$, zamieszczonej w tym samym tomie Postepow Biologii Komorki (str. 80, rys. 3 w
[65]). Zaobserwowano takze pewne podobieristwo widma czynnosciowego $wiatta aktywu-
jacego kanaty oraz wywotujacego ruch chloroplastu. Maksimum aktywacji kanatéw potaso-
wych wystepuje przy 660 nm, natomiast silny jej spadek przy 740 nm. Przy krotszych
dtugosciach swiatta od 460 do 540 nm réwniez dochodzi do aktywacji kanatéw, stabszej niz
dla 660 nm. W widmie czynnosciowym dla ruchu chloroplastéw maksimum jest przy 660 nm
i mniejsze przy 460 nm [47]. Mozliwe jest zatem zaangazowanie w tym procesie dwodch
odmiennych fotoreceptoréw [25]. Nie znany jest dotychczas receptor $wiatta niebieskiego.
Nie udato sie znalez¢ jednoznacznego zwigzku pomiedzy ruchem chloroplastu u Mougeotia
i aktywnoscig kanatdw potasowych stymulowanych jonami wapnia, co moze wskazywac na
rozdzielno$¢ obu zjawisk.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze wiedza na temat roslinnych kanatéw jonowych
jest bardzo niepetna i stworzenie sp6jnego obrazu ich funkcjonowania i roli w procesach
komdrkowych u roslin wymaga jeszcze licznych i dtugotrwatych badan.
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WAPN JAKO WTORNY PRZEKAZNIK
W FOTOINDUKOWANYCH RUCHACH
WEWNATRZKOMORKOWYCH
W KOMORCE ROSLINNEJ

CALCIUM AS A SECOND MESSENGER
IN PHOTOINDUCED INTRACELLULAR MOVEMENTS
IN THE PLANT CELL

Ireneusz SLESAK, Halina GABRYS

Instytut Biologii Molekularnej im. Jana Zurzyckiego, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

Streszczenie. W artykule przedyskutowano problem, czy wapn petni funkcje wtérnego przekaznika w wewnatrz-
komérkowych ruchach roélin. Zanalizowano szczegétowo role wapnia w indukowanych $wiattemprzemieszczeniach
chloroplastéw oraz w ptynieciu cytoplazmy.

Stowa kluczowe: ptyniecie cytoplazmy, ruch chloroplastéw, Swiatto, wapn, wtérny przekazmk.

Summary. The problem has been discussed if calcium has a function of a second messenger in intracellular plant
movements. The role of calcium in light-induced translocations of chloroplasts and in the cytoplasmic streaming has
been considered.

Key words:calcium, chloroplast movement, cytoplasmic streaming, light, secondary messenger.

Stosowane skroty: A23187 - jonofor wapniowy, ATP - adenozynotrifosforan, (Ca2+)c- poziom jonéw wapnia w
cytoplaznie, (Ca2+)z- zewnatrzkomoérkowy poziom jonéw wapnia, Bay K8644 - agonista kanatow wapniowych,
CM - kalmodulina, CTC - chlorotetracyklina, DCMU - dichlorofenylodimetylomocznik, ER - retikulum endopla-
zmatyczne, EGTA - kwas etyleno-glikol-bis-(-aminoetyl eter)-N, N, N‘ N “czterooctowy, | - inozytol, IP -
1-monofosfoinozytol, IP2- 1, 4-bisfosfoinozytol, IP3 - 1, 4, 5-trisfosfoinozytol, IP4 - 1, 3, 4, 5-tetrafosfoinozytol,
PA - kwas fosfatydowy, Pr - forma fitochromu absorbujaca promieniowanie dalekiej czerwieni (730 nm), Pr- forma
fitochromu absorbujaca $wiatto czerwone (630 nm), Pl - 1-monofosfofosfatydyloinozytol, PIP2 - 4, 5-bisfosfofo-
sfatydyloinozytol, PDE - fosfodiesteraza, R - $wiatlo czerwone (630 nm), TFP - trifluoroperazyna, TMB-8 -
chlorowodorek [8-(dietylamino)-oktyl-3, 4, 5-trimetoksybenzoesanu], W-7 - chlorowodorek [N-(6-aminoheksyl)-5-
chloro-1-naftalenosulfonamidu].

Od ponad dziesieciu lat wzrasta zainteresowanie rolg wapnia jako czynnika regulujgcego
funkcje komoérki. Obok fosforanéw inozytolu, gtéwnie 1,4, 5-trisfosforanu inozytolu (IP3) i
diacylglicerolu (DAG), jony wapniowe stanowig nieodzowne ogniwo podczas przekazu
rozmaitych sygnatow ze $rodowiska do wnetrza komorki [3, 15, 16]. Pierwsze hipotezy
postulujgce taka role Ca2+ u ro$lin pochodzg z prac Haupta i Weisenseela [14]. Badania
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dotyczace materiatu roslinnego sg nieporéwnywalnie skromniejsze, niz ich odpowiedniki
wykonane na materiale zwierzecym. Pomimo tego funkcje Ca2+jako tzw. wtornego prze-
kaznika (ang. second messenger) w roslinach doczekaty siejuz w literaturze do$¢ wyczerpuja-
cego oméwienia [4,15,16, 23, 43].

SWIATLO JAKO AGONISTA

Obok fitohormondw, sity grawitacji i bodZzcoéw mechanicznych Swiatto jest agonistg wielu
reakcji fizjologicznych komorki roslinnej [16,19]. Oznacza to, ze stymuluje ono okreslong
odpowiedz badanego uktadu, np. ruchowa. Caty proces przekazu sygnatu $wietlnego mozna
schematycznie przedstawi¢ nastepujaco:

bodziec ¢ PERCEPCJA -» TRANSDUKCIJA .« WZMOCNIENIE -> WTORNE
PRZEKAZNIKI SYGNALU -> UKLAD EFEKTOROWY ¢ reakcja.

W rozpatrywanym przypadku, je$li bodZzcem jest $wiatto, za percepcje odpowiedzialny jest
okreslony fotoreceptor [37]. Przetworzenie bodzca $wietlnego na inny sygnat zachodzi

Rys. 1. Hipotetyczna kaskada biochemiczna z udziatem fitochromu zaproponowana przez Haupta i Weisenseela [6]
oraz ruch chloroplastu Mougeotia w $wietle czerwonym (strzatka zaznaczono kierunek $wiatta czerwonego (R) pa-
dajacego-na komarke)
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prawdopodobnie w obrebie kompleksu btony komdérkowej [43, 46]. Powstaty sygnat wywo-
tuje kaskade reakcji, w ktorej uczestniczg jony wapnia [11, 12, 48].

Wiele efektow morfogenetycznych wywotywanych jest Swiattem czerwonym, inne nato-
miast indukuje wytgcznie promieniowanie krétkofalowe. W tym drugim przypadku hipotety-
cznym fotoreceptorem jest tzw. kryptochrom, maksimum absorpcji wykazujacy dla bliskiego
ultrafioletu (UV-A) i $wiatta niebieskiego zmaksimum ok. 450 nm; w zakresie dtugofalowym
funkcjonuje ukfad fitochromowy (rys. 1) [19, 37]. Znane sg rowniez reakcje, w ktérych
zaangazowane sg obydwa systemy fotoreceptorowe [26]. Dotychczas znacznie wigcej badan
poswiecono zjawiskom fotomorfogenetycznym regulowanym przez fitochrom i ewentualnej
roli Ca2+w tej regulacji (przeglad literatury podaje praca [43]). Opisy proceséw ruchowych,
na ktore ma wptyw tylko $wiatto niebieskie w powigzaniu z regulacja wapniowa, reprezen-
towane sg w literaturze znacznie skromniej [41, 52].

CO TO ZNACZY WTORNY PRZEKAZNIK?

Poziom spoczynkowy (Ca2+)cw przecietnej komarce roslinnej jest rzedu 10~ M. Bardzo
duza roznica stezen istnieje pomiedzy wnetrzem komérki a $rodowiskiem zewnetrznym:
koncentracja (Ca2+)zjest tysigc do 10 tys. razy wieksza niz w cytoplazmie. Znaczne ilosci
Ca2+ moga by¢ zwigzane w Scianie komorkowej [29]. Ponadto rozmaite jest rozmieszczenie
wapnia w poszczeg6lnych przedziatach komérkowych (rys. 2). Po zadziataniu odpowiednie-
go bodzca dochodzi do gwattownego, przejsciowego wzrostu stezenia (Ca2+)c do stanu
10-6—10-5 M [4,7,16]. Utrzymywanie statego, niskiego poziomu (Ca2+)cstanowi dlakomorki
kwestie zycia i Smierci. Stezeniarzedu 10jiM moga po dtuzszym czasie dziataé cytotoksycz-
nie [16]. PrzejSciowy wzrost poziomu (Ca +)cstanowi istote dziataniategojonu w charakterze
wtdrnego przekaznika. Takie zmiany pociggaja za sobg aktywacje biatek wigzacych wapn,
gtéwnie kalmoduliny (CM). Nastepnie kompleksy CM-Ca potrafig aktywowac wiele enzy-
moéw, np. kinaz biatkowych [23, 49]. Koncowym etapem takiej kaskady biochemicznej jest
fosforylacja biatek efektorowych, przyktadowo biatek cytoszkieletu. W efekcie obserwujemy
okreslong reakcje ruchowg badanego uktadu [49]. Wzmocnienie pierwotnego czynnika indu-
kujgcego (Swiatta) poprzez uruchomienie odpowiedniego szlaku informacyjnego jest podsta-
wowga funkcjg wtérnego przekaznika [49]. W jaki jednak spos6b mozna przekona¢ sie, ze
informacja przekazywana za pomoca wapnia jest konieczna do zaj$cia jakiej$ reakcji fizjo-
logicznej? Kilka istotnych wytycznych podat Jaffe [18]:

1 Naturalny agonista (w omawianym przypadku $wiatto) wywotuje mierzalny wzrost
poziomu (Ca2+)c, co mozna wykazac stosujac fluorescencyjne indykatory wapnia, np. fura-2,
indo-1 [44].

2. Dziatanie czynnikami uniemozliwiajagcymi wzrost (Ca2+)c znosi dziatanie pierwotnego
agonisty. Bada sie np. wptyw substancji blokujacych kanaty wapniowe, takich jak La'+,
nifedypina, verapamil, czy chelatoréw, np. EGTA [43, 51].

3. Eksperymentalne wywotanie wzrostu poziomu (Ca2+)c stymuluje okreslong reakcje
fizjologiczng w nieobecnosci naturalnego agonisty. W przypadku zjawisk fotoindukowanych
mozna stosowac¢ w warunkach ciemnoscijonofory wapniowe, np. A23187 i obserwowac, czy
spodziewanareakcja wystgpita [51] lub dziata¢ na komdrki agonistami kanatow wapniowych,
np. Bay K8644 [32].
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Wyniki dotychczasowych badan zmierzajacych do wyjasnienia roli wapnia w systemie
przekazywania informacji w komérkach roslinnych nie dostarczajg jeszcze jednoznacznych
odpowiedzi na postawione pytania, a dyskutowane schematy sg wysoce hipotetyczne. W tym
artykule ograniczyliSmy sie do dwoch typowych przyktadéw: fototranslokacji chloroplastow
i ptyniecia cytoplazmy.

RUCHY CHLOROPLASTOW

Mougeotia

Fotoindukowane zmiany potozenia chloroplastow w komarce sg charakterystyczne dla
wielu gatunkdw roslin [13]. Organizmem do$¢ szczeg6towo zanalizowanym pod katem roli
Ca + w rotacji ptytkowatego chloroplastu jest Mougeotia scalaris, nitkowata zielenica z
rodziny Zygnemaceae [17, 47]. W Mougeotia podobnie jak w pokrewnym jej Mesotaenium
zidentyfikowano dwa niezalezne fotoreceptory: fitochrom i kryptochrom [s, 20]. Ukitad
efektorowy stanowi cytoszkielet aktynomiozynowy [9,48]. W 1976 roku Haupt i Weisenseel
zaproponowali kaskadowy proces, ktéry przy zaangazowaniu fitochromu prowadzi do obrotu
chloroplastu (rys. 1). Doswiadczenia sprawdzajace te hipoteze wskazywaly poczatkowo, ze
wzrost stezenia Ca2+ w cytoplazmie jest wynikiem fotostymulowanego transportu wapnia ze
srodowiska zewnetrznego komaérki. Stwierdzono, ze obecnos¢ jondw wapnia w Srodowisku

Rys. 2. Rozmieszczenie wapnia w komarce roslinnej (wg [7] zmienione)
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jest niezbedna do reakcji chloroplastu na Swiatto [47]. Nastepnie, stosujgc 45 Ca2+ wykazano,
ze Swiatlo czerwone stymuluje pobieranie Ca2+ oraz ze efekt R jest odwracalny daleka
czerwienig w sposéb typowy dla reakcji fitochromowych [¢]. Wynik ten interpretowano
dwojako: powstata w wyniku fototransformacji forma pfr dziata na kanaty jonowe btony
komarkowej, badz tez sam kompleks chromoforowobiatkowy fitochromu jest aktywowanym
Swiattem kanatem wapniowym [6 ]. W ostatnich badaniach z zastosowaniem techniki patch-
clamp nie stwierdzono istnienia takiego kanatu w plazmalemmie. Wykazano natomiast
obecnos¢ aktywowanych Swiattem czerwonym kanatow potasowych zaleznych od wapnia
[21, 22]. W ten spos6b potwierdzono posrednie oddziatywanie fitochromu na kanaty jonowe
plazmalemmy.

Dalsze badania fotoindukowanego transportu wapnia przez plazmalemme przyniosty
kontrowersyjne wyniki: pomiary przeptywu przeprowadzone przy uzyciu mureksydu, absor-
pcyjnego wskaznika Ca +, wskazywaty na dominacje wyptywu wapnia z komorki [31].
Sprzeczno$¢ z pomiarami ssCa2+ autor wyjasnit nastepujaco: jednoczesnie z niewielkim
stymulowanym R wptywem Ca2+do komorki zachodzi wydzielenie do cytoplazmy znacznych
ilosci wapnia zmagazyndw wewnatrzkomorkowych. Wzrost (Ca2+)cpowoduje uruchomienie
pomp wapniowych i wyptyw wapnia z komérki obserwowany w doswiadczeniu z mureksy-
dem.

Badajagc mozliwosci magazynowania Ca2+ w komdrce wykazano, ze Mougeotia i Meso-
taenium majg specjalne struktury tzw. wakuole taninowe (ang. tanine vesicles) lub fysody
(ang. physodes), ktore oprdécz polifenolowych zwigzkéw garbnikowych zawierajg rowniez
duze ilosci wapnia [10, 17, 36,42]. Analize zawartosci Ca +w tych strukturach przeprowa-
dzono stosujgc rézne metody:

1) fluorescencyjne z chlorotetracykling (CTC) [17],

2) mikroskopie elektronowag [42],

3) mikroanalize rentgenowska [30].

Doswiadczenia z indo-1 pokazaty, ze naswietlanie Swiattem UV-A powodowato spadek
zawarto$ci wapnia w wakuolach taninowych niezaleznie od zawartosci Ca2+ w medium
hodowlanym [32], Podobne wyniki uzyskano dla $wiatta czerwonego (R), stosujagc CTC [17].
Po naswietleniu poziom (Ca2+)c wzrasta, co zgodnie ze schematem na rysunku 1 umozliwia
rotacje chloroplastu Mougeotia.

Z innych wynikéw na uwage zastuguje przyspieszenie fotoindukowanej reakcji ruchowej
chloroplastu Mougeotia w obecno$ci Bay K8644, agonisty zwierzecych kanatéw wapniowych
[32]. Wynik ten jest argumentem na rzecz istnienia kanatu wapniowego w btonie Mougeotia.
Pozostaje on jednak w sprzeczno$ci ze wspomnianymi juz wynikami Lewa i wsp., ktorzy
stosujac patch-clamp i odpowiednie inhibitory kanatéw jonowych nie stwierdzili istnienia
kanatu Ca2+ [21, 22]. Lew i wsp. zaproponowali mozliwo$¢ uczestnictwa w mechanizmie
obrotu chloroplastu Mougeotia zaréwno wapnia pochodzgcego ze Srodowiska, jak i Ca2+ z
whnetrza komérki, w powigzaniu z aktywnosciag kanatu potasowego plazmalemmy. Autorzy ci
przypuszczaja, ze Swiatto czerwone, prawdopodobnie poprzez fototransformacje fitochromu,
prowadzi do uwolnienia Ca2+z magazynoéw wewnatrzkomorkowych, np. wakuol taninowych.
To nastepnie powoduje aktywacje kanatu potasowego zaleznego od wapnia. Wzrost (Ca +)c
stymuluje réwniez pompe protonowsa, a przez kanat K+ mogg takze dodatkowo przenikac¢jony
wapniowe z zewnatrz. Sumarycznie przedstawia to rysunek 3 [21, 22], Zgodnie z tym
hipotetycznym modelem Ca2+pochodzitby czesciowo takze ze srodowiska, tak jak pokazaty
to wczesniej omawiane eksperymenty z + Ca2+.
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Innymi argumentami przemawiajagcymi za zaangazowaniem wapnia sa doswiadczenia
wskazujgce na udziat kalmoduliny w procesie reorientacji chloroplastu [17, 50]. Inhibitory
CM, trifluoroperazyna (TFP) i W-7 wyraznie hamujg rotacje [50]. Aktywacja tego biatka
zachodzi tylko przy odpowiednio podwyzszonym poziomie (Ca +)c. Kompleks CM-Ca moze

Rys. 3. Proponowany schemat regulacji ruchu chloroplastu Mougeotia przez fitochrom i zalezny od wapnia kanat
potasowy; znak "+" oznacza stymulacje (wg [22] zmienione)

aktywowac odpowiednie enzymy [23]. Naprzyktad kalmodulinawyizolowanaz Mesotaenium
stymulowata aktywnos¢ fosfodiesterazy z mézgu wotu, a efekt ten byt znoszony przez TFP
[17].

Mimo duzej liczby prac kwestia roli wapnia i przede wszystkim Zrédetjego pochodzenia
nadal nie jest ostatecznie rozstrzygnieta. Niejasna pozostaje droga od fitochromu do mobili-
zacji Ca +ze zrodet wewngtrzkomorkowych. Doswiadczenia zjonami Li+- inhibitor fosfa-
tazy 1-fosforanu inozytolu w cyklu fosforanéw inozytoli [3] - wskazuja, ze byé moze tak jak
w pewnych komoérkach zwierzecych, uwalnianie Ca +z przestrzeni wewngtrzkomaérkowych
(gtéwnie ER) zachodzi za posrednictwem polifosforanéw inozytoli [43].

Haupt sformutowat problemy wymagajgce wyjasnienia w catym tancuchu reakcji od
bodZca Swietlnego do rotacji chloroplastu Mougeotia [11]:

1) wjaki sposob aktywno$é Ca2+jest kontrolowana przez Pfr?,

2) najakiej drodze ruch chloroplastu jest indukowany przez fotoreceptor Swiatta niebie-
skiego?,

3) Czy uktad mechanochemiczny jest kontrolowany przez kompleks wapn/kalmodulina?
W jaki sposéb zachodzi interakcja aktyna-miozyna?
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Lemna trisulca

W gatunkach wrazliwych na Swiatto niebieskie mechanizm ruchu chloroplastéw poznany
zostat znacznie stabiej. Dotychczas ukazatly sie na ten temat tylko dwie prace [41,52].
Obecnos$¢ jonow Ca2+ w Srodowisku byta konieczna do wyindukowania zmiany potozenia
chloroplastow w komdrkach Eremosphaera viridis. Poza tym zastosowanie jonoforu, przy
obecnosci Ca2+ w medium, wywotywato reakcje ruchowg w ciemnosci, czyli przy braku
naturalnego agonisty [52]. W kolejnych eksperymentach badano wptyw ciggtego i impulso-
wego Swiatta niebieskiego (450 nm) na ruch chloroplastéw Lemna trisulca [41]. Usuniecie
wapnia ze srodowiska komaérki wywotywato zaburzenia w przebiegu reakcji chloroplastéw
na $wiatto silne, natomiast reakcja na $wiatto stabe przebiegata normalnie. Wynik ten wska-
zuje na mozliwo$¢ roznego mechanizmu obu typéw reakcji. Stezenie Ca2+w tkance modyfi-
kowano stosujagc EGTA, jonofor wapniowy A23187 iLa +.Zaburzenia w przebiegu reakcji
otrzymano dopiero po dtugim czasie inkubacji (12 h) w obecnosci EGTA lub La3+ Wskazuje
to, ze naptyw jondw wapnia do komorki nie jest istotnym elementem regulacyjnym w
mechanizmie reakcji. Jonofor stosowany w ciemnosci nie wywotywat reakcji chloroplastow
w przeciwienstwie do wynikoéw otrzymanych dla Mougeotia i Eremosphaera. Tylko warunki
drastycznie zmieniajace stezenia Ca +wewnatrz komorki (zastosowanie jonoforu w kombi-
nacji z EGTA lub L a+) znacznie obnizaty amplitude reakcji na btyski swiatta niebieskiego.
Jesli zatem jony wapnia uczestnicza w regulacji odpowiedzi chloroplastéw na $wiatto, to
pochodzg one z magazynéw wewnatrzkomorkowych. Zastosowanie TFP wyraznie znosito
reakcje ruchowg na impuls. Wynik ten potwierdza role wapnia oraz ewentualny udziat
kalmoduliny w tym procesie.

RUCH CYTOPLAZMY

Badania Williamsona i Ashleya prowadzone na komdrkach miedzywezli glonéw z rodziny
Characeae pokazaty, ze potencjat czynnosciowy powoduje wzrost koncentracji (Ca2+)c z
poziomu spoczynkowego 0,2-0,4 pM do 6-40 pM. Co wiecej, podniesienie stezenia cytopla-
zmatycznego wapnia wywotuje gwattowne zahamowanie plyniecia cytoplazmy [53]. We
wioskach precikowych Tradescantia podwyzszone (Ca2+)ctakze hamowato ruch cytoplazmy
(51,

Na szczegblng uwage zastugujg badania Allen i wsp. [1, 2] nad ruchem ziarnistosci
cytoplazmatycznych uAcetabularia. Wynika z nich, ze fosforany inozytoli: IP2, IPs, IP4 silnie
wstrzymujg ruch cytoplazmy. Podobnie transport wprowadzonej w drodze mikroiniekcji
karboksyfluoresceiny (CF) w komodrkach wioskdw precikowych Setcresea purpurea byt
wydatnie hamowany przez IP2 i IPs [45]. Wyindukowany wskutek dziatania czynnikéw
zewnetrznych, np. hormondw, cykl fosforandéw inozytoli i powstaty wjego wyniku IPs uwaza
sie za wtdérny przekaznik w wielu komdrkach zwierzecych, a takze roslinnych [3,7]. Stwier-
dzono, ze IPs powoduje uwalnianie Ca2+ ze zbiornikdw wewnatrzkomérkowych, zwiaszcza
ER [3]. W roslinach zaobserwowano podobne efekty. IPs powodowat uwalnianie Ca2+ z
frakcji mikrosomalnej hypokotyti dyni [7], z koleoptyli kukurydzy [28], pecherzykéw wakuo-
lamych z korzeni owsa [34], z wakuoli u Neurospora [33]. Allen przypuszcza, ze u Acetabu-
laria dziatanie okreslonego czynnika zewnetrznego (np. $wiatta) powoduje transdukcje

6 — Postepy Biologii Komorki
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bodzca i powstanie fosforandéw inozytoli, w tym IP3, ktory jest w stanie mobilizowac¢ Ca2+ ze
specjalnych organelli - kalciosomoéw (ang. calciosome) - rysunek 4. Wzrost poziomu jonéw
wapnia powodowatby zahamowanie ruchu cytoplazmy, prawdopodobnie na zasadzie podo-
bnej jak u Nitella, czyli zwigzania n jonéw Ca2+ do kompleksu aktynomiozynowego i
uniemozliwienia tym samym hydrolizy ATP [40]. Nadal brakuje bezposrednich badan nad
oddziatywaniem S$wiatta na ptyniecie cytoplazmy i funkcje wapnia w tym procesie. Dla
Vallisneria gigantea wykryto regulacje poziomu (Ca2+)c przez fitochrom. Swiatto czerwone
stymulowato wyptyw Ca2+ z protoplastow Vallisneria, tym samym obnizato (Ca2+)ci przy-
czyniato sie do wzrostu ruchliwosci cytoplazmy. Daleka czerwieh wywotywata efekt odwrot-
ny [39]. Stezenie wapnia w komdrkach okreslano jednak posrednio, obserwujac zmiany
absorbancji mureksydu w $rodowisku. Niektorzy badacze uwazaja, ze wyniki uzyskane tg

Rys. 4. Schemat sugerujacy interakcje pomiedzy metabolitami cyklu fosforanéw inozytolu i Ca2+ a uktadem moto-
rycznym dziatajacym w ruchu cytoplazmy; znak oznacza inhibicje (wg [2] zmienione)
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metodg nie sg catkiem wiarygodne i nalezy je ostroznie interpretowac¢ [43]. Inne badania
pokazaty, ze Swiatto niebieskie pobudza ruch cytoplazmy u Vallisneria i réwniez przyczynia
sie do wyptywu Ca2+z komdrek. W komorkach, gdzie ruch cytoplazmy wystepowat tylko na
Swietle, ptyniecie cytoplazmy byto takze indukowane w ciemnoS$ci poprzez dodanie do
Srodowiska EGTA [38]. Ostatnie dane uzyskane z plyniecia cytoplazmy u Nitella flexilis
réwniez wykazaty stymulujacy wptyw Swiatta niebieskiego na szybko$¢ ruchu cytoplazmy.
Efekt ten byt znoszony przez DCMU, z czego autorzy wyciagneli wniosek o zaangazowaniu
- w zwiekszanie ruchliwos$ci cytoplazmy - procesu fotosyntezy. Zaproponowano hipoteze
thumaczaca obserwowany efekt obnizeniem (Ca2+)cna skutek pobieraniajonéw wapnia przez
chloroplasty [27]. W kontekscie tych wynikow warto tez przytoczyé rezultaty eksperymentow
Millera i Sanders na Nitellopsis, cho¢ nie dotycza one bezposrednio ruchéw cytoplazmy [25].
Naswietlanie tego glonu powodowato spadek (Ca2+)c mierzony za pomocg mikroelektrody.
Efekt ten byt odwracaliry w ciemnosci. W poprzednio omawianych przypadkach Swiatto
wywotywato wzrost (Ca +)c. Natomiast w Nitellopsis mamy do czynienia ze zmniejszeniem
puli cytoplazmatycznego wapnia. Podobnie jak u Nitella wykazano, ze proces ten jest
powiazany z fotosyntezg: DCMU przeciwdziatato spadkowi (Ca2+)c pod wptywem $wiatta.
Zdaniem autoréw $wiadczy to o pobieraniu Ca2+ przez chloroplasty. Ta ewentualnos¢ jest
mozliwa, gdyz akumulacje Ca2+ na $wietle wykazano m.in. dla chloroplastéw szpinaku [24].

POROWNANIE DZIALANIA WAPNIA
W RUCHACH CHLOROPLASTOW | CYTOPLAZMY

W odr6znieniu od Mougeotia, gdzie wiekszo$¢ danych przemawia za tym, ze ruch chloro-
plastu nastepuje przy podniesionej koncentracji (Ca2+)c, przedstawione pordwnawczo wyniki
z ptyniecia cytoplazmy pokazuja, ze wzrost (Ca2+)c wcale nie musi stymulowac okres$lonej
reakcji ruchowej, ale wrecz przeciwnie - hamuje ja. G¥éwny problem zawiera sie w pytaniu:
Jezeli zarébwno w ruchach cytoplazmy, jak i fotoindukowanym przemieszczaniu si¢ chloro-
plastow aparatem motorycznym jest uktad zawierajacy aktyne [1,9,41], to dlaczego regulacja
fototranslokacji chloroplastow i ptyniecia cytoplazmy przez Ca +jest zupetnie r6zna?

PODSUMOWANIE

W omawianych pracach dotyczacych ptyniecia cytoplazmy iruchu chloroplastow brak jest
bezposrednich dowodéw na istnienie zwigzku pomiedzy dziataniem $wiatta, a zmianami
stezenia Ca2+. Wydaje sie, ze dalsze badania roli Ca2+ w fotomorfogenezie roslin powinny
by¢ prowadzone z zastosowaniem metod pozwalajgcych na bezposredni pomiar stezenia
wapnia w komoérce. Tego typu doSwiadczenie wykonano ostatnio w przypadku regulowanego
przez fitochrom procesu pecznienia protoplastéw pszenicy [35]. Zastosowano specjalne sondy
z Ca2+ i IPs (ang. caged probes), ktore po wniknieciu do komérki i fotolizie wywotanej
impulsem $wiatta UV uwalniaty Ca2+ i IPs . Okazato sie, ze w ten sposdb wywotany sztuczny
wzrost stezenia wolnego wapnia i trisfosforanu inozytolu, w warunkach ciemnosciowych (1),
stymulowat pecznienie protoplastéw. ldentyczny efekt otrzymano naswietlajgc protoplasty
Swiattem czerwonym. Pecznienie poprzedzone byto przejSciowym wzrostem stezenia Ca2+
wewnatrz protoplastu, co wykazano stosujgc wskaznik fluorescencyjny Fluo-3. Taki wynik
wskazuje na udziat Ca2+i IPs w przekazywaniu sygnatu swietlnego w komérkach roslinnych.
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MECHANIZMY INDUKOWANYCH SWIATLEM
RUCHOW CHLOROPLASTOW

MECHANISMS OF LIGHT-INDUCED CHLOROPLAST MOVEMENTS

Przemystaw MALEC

Instytut Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

Streszczenie. Uktad biatek kurczliwych aktyny i miozyny odgrywa kluczowa role w indukowanych $wiattem ruchach
chloroplastéw. Aktyna ro$linnawykazuje wysoki stopien homologii zaktyng komoérek zwierzecych. Miozyny roslinne
przejawiajg znaczne zréznicowanie miedzygatunkowe pod wzgledem budowy molekularnej. W artykule oméwiono
wyniki prac nad mechanizmem ruchu chloroplastéw w komoérkach roslinnych. Przedstawiono réwniez dane $wiad-
czace o wplywie Swiatta na architekture cytoszkieletu aktynowego u roslin oraz wspdtczesne poglady na regulacje
roslinnego uktadu aktomiozynowego.

Summary. The actin/myosin contractile system plays a key role in light-induced chloroplast translocations. The plant
actin shows a high degree of homology to actins from animal cells. Plant myosins demonstrate a broad differenciation
of the molecular structure between plant species. This article shortly reviews recent data on molecular mechanisms
involved in light-induced chloroplast positioning in various plant species. Light-induced intracellular F-actin archi-
tecture modification as well as regulation of the actomyosin system in plants are discussed.

WPROWADZENIE

Indukowane Swiattem ruchy chloroplastow majg charakter przystosowania roslin do zmie-
niajacych sie warunkow oswietlenia w $rodowisku. Ich konsekwencjg sa zmiany potozenia
chloroplastow wewnatrz komorki roslinnej zalezne od kierunku, natezenia oraz sktadu spe-
ktralnego padajacego $Swiatta. Wyrézni¢ mozna dwa typy odpowiedzi chloroplastow na
Swiatto. Pierwszy moze by¢ skorelowany z natezeniami o$wietlenia ponizej punktu wysycenia
fotosyntezy ijest zwigzany z przyjmowaniem przez chloroplasty potozenia umozliwiajgcego
absorpcje jak najwiekszych ilosci energii (ang. lowfluence rate response, LFR). Drugi typ
odpowiedzi wystepuje w zakresie natezen Swiatta powyzej fotosyntetycznego punktu wysy-
cenia. W warunkach takich chloroplasty przyjmujg pozycje zapewniajgcg minimalizacje
absorbowanej energii Swietlnej (ang. highfluence rate response, HFR), co wigze sie prawdo-
podobnie z ochrong aparatu fotosyntetycznego przed uszkodzeniem [78, 87].
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Zmiana orientacji lub rozmieszczenia chloroplastow moze by¢ realizowana na rézne
sposoby, zaleznie od gatunku rosliny, a takze ilosci i ksztattu organelli. Szczeg6towe infor-
macje na ten temat zawarte sg w licznych artykutach przeglagdowych [18, 20, 21, 76, 78].

Poczawszy od klasycznej monografii Senna indukowane $wiattem ruchy chloroplastéw
staty sie przedmiotem zainteresowania przede wszystkim fotobiologii [76,78,85]. Stwierdzo-
no, ze w przewazajacej wiekszosci przebadanych gatunkéw roslin kluczowa role w genero-
waniu reakcji ruchowej chloroplastow odgrywa $wiatto niebieskie, awidmadziatania zaréwno
LFR,jak i HFR pokrywajg sie z tzw. widmem kryptochromowym zwigzanym prawdopodob-
nie z chromoforami flawinowymi [85, s s ]. W nielicznych przypadkach (glony Mougeotia i
Mesotaenium, papro¢ Adiantum capillus veneris) odpowiedZ LFR moze by¢ wywotana przez
Swiatto czerwone o dtugosci fali ok. 660 nm. Przeprowadzone badania potwierdzity zaanga-
zowanie fitochromu jako fotoreceptora w tym procesie [80]. W indukcji HFR chloroplastow
tych gatunkéw postuluje sie udziat fitochromu i kryptochromu [20]. Doswiadczenia z zasto-
sowaniem $wiatta spolaryzowanego, jak rowniez badania strukturalne dowiodty, ze czasteczki
fotoreceptora zlokalizowane sg w peryferyjnej warstwie cytoplazmy, w poblizu btony komér-
kowej i wykazujg orientacje dichroiczng [19, s ].

Na podstawie wynikow otrzymanych przy zastosowaniu techniki mikrowigzek swietlnych
stwierdzono, ze reakcje orientacyjne chloroplastow zalezg od gradientu absorpcji aktywnego
fizjologicznie $wiatta w komdrce [20,78]. Wedtug przyjetej hipotezy powoduje on powstanie
przestrzennego zr6znicowania stezen fotoproduktéw bedacych elementami fafncucha transdu-
kcji i amplifikacji sygnatu [78].

Nagromadzone wyniki wskazujg, ze uktad biatek kurczliwych: aktyny i miozyny pehii role
aparatu ruchowego (efektora) w reakcjach chloroplastéw na $wiatto. Jednak ze wzgledu na
znaczne trudno$ci metodyczne (obecnos¢ sciany komorkowej, wysoka aktywno$é proteolity-
czna w tkankach ro$linnych, bardzo mata zawarto$¢ miozyny w cytoplazmie komaérki roslin-
nej) [71] dopiero ostatnie lata przyniosty wiecej informacji na temat molekularnych
mechanizméw wewnatrzkomérkowych ruchéw roslinnych. W artykule niniejszym przedsta-
wiono niektore, istotne z punktu widzenia fizjologii ruchéw chloroplastow, dane na temat
struktury i lokalizacji uktadu aktomiozynowego w komorkach roslinnych oraz przeglad
literatury dotyczacej mechanizmu wspomnianych wyzej ruchéw wewnatrzkomérkowych, jak
réwniez wspoétczesne poglady na temat regulacji aktywnosci ruchowej na poziomie moleku-
larnym.

2. STRUKTURA AKTYNY | MIOZYNY ROSLINNEJ
ORAZ ICH LOKALIZACJA W KOMORCE

Aktyna stanowi 4-6% masy biatek zawartych w komorce roslinnej [42], Wykazuje ona
wysoki stopien hoinologii z aktyng komdrek zwierzecych [41,71]. Obecnie zidentyfikowano
i sklonowano geny kodujace aktyne kilku gatunkéw roslin [41], Stwierdzono wystepowanie
wielogenowych rodzin oraz obecno$é¢ izofonn, takze w obrebie jednego gatunku [10, 45, 51,
62]. Duze molekularne podobienstwo do aktyny zwierzecej umozliwia jej identyfikacje w
ekstraktach biatkowych z komorek roslinnych metodami immunochemicznymi [16] (tab. 1).
Jak wykazaty badania przy uzyciu znakowanej fluorescencyjnie falloidyny, aktyna tworzy w
komorce roslinnej uporzadkowany cytoszkielet [9, 65, 71]. Komoérki olbrzymie Characeae
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zawierajg wigzki filamentéw aktynowych utozone w ektoplazmie rownolegle do dtugiej osi
komoérki [28]. Podobne struktury wystepuja rowniez w tagiewkach pytkowych oraz wtoskach
epidennalnych roslin wyzszych [52,53]. W komorkach epidermy i miekiszu wyr6zni¢ mozna
filamenty kortykalne (utozone podbtonowo i réwnolegle do osi dtugiej komarki) oraz krotsze
wigzki filamentow tworzacych skomplikowang architekture cytoszkieletu wewnetrznego
[50]. Obecnos¢ filamentow aktynowych wykazano rowniez w pasmach cytoplazmy przecho-
dzacych przez wakuole (ang. transvacuolar strands) [41]. Jak dotad nie zidentyfikowano w
komadrkach roslinnych biatek analogicznych do biatek wigzacych aktyne wystepujacych w
komérkach zwierzecych [71]. Pojedyncze dane wskazujg na obecno$¢ biatek podobnych do
troponiny-T [40] oraz spektryny [42].

Miozynaro$linna zostata po raz pierwszy wyizolowanaw latach siedemdziesiagtych z glonu
Nitellaflexilis [29]. Oczyszczone preparaty otrzymano z pomidora [74], szpinaku [47] igrochu

[42]. Wykazywaty one zdolnos¢

TABELA 1 Wartoéci masy czasteczkowej niektérych aktyn wigzania aktyny i hydrolizy ATP
ro$linnych . . . L i

in vitro. Badania utrudniajg nie-

Gatunek rosliny Masa aktyny ~ Autorzy zwykle mate ilosci miozyny w ko-
markach roslinnych. Dlatego tez

Lycopersicon esculentum 42 kDa Vahey et al. [74]

Glycine max 45 kDa Shah et al. [62] bardzo niewiele wiadomo na temat
Heracleum sosnowskyi 42 kDa Turkina et al. [73] budowy tego biatka. Nie zostaty
Pisum sativum 43 kba MaiYen [42] dotad zidentyfikowane geny kodu-
Petunia hybrida 43 kDa McLean et al. [45] : . . i
Phaseolusvulgaris 45 kDa Hanstein et al. [16] jace miozyne u roslin [67]. Nie-
Mougeotia scalaris 45 kDa Grolig et al. [12] liczne wyniki (tab. 2), oparte

gtobwnie na badaniach metodami

immunochemicznymi, $wiadczg o
duzym zréznicowaniu miedzygatunkowym. Masa czgsteczkowa taficucha ciezkiego miozyn
ro$linnych waha sie od ok. 100 kDa (Chara, pomidor) do ok. 200 kDa (Arabidopsis, szpinak).
Dane wskazujg na obecno$¢ zaréwno biatek o budowie analogicznej do znanych z komérek
zwierzecych miozyn zawierajacych dwa tafcuchy ciezkie w czasteczce (miozyna ll) [81] oraz
podobnych do opisanych w komérkach Acanthoamoeba castellani [1,36] i kosmkach jelito-
wych [46] miozyn jednotancuchowych (miozyna I) [55]. W glonach Chara i Ernodesmis
stwierdzono réwnoczesne wystepowanie dwaoch tancuchéw ciezkich o ré6znej masie czgstecz-
kowej [12,39]. Nietypowe wartosci masy taricucha ciezkiego (groch, fasola, pszenica) swia-
dczag o mozliwosci wystepowania réwniez miozyn o odmiennej budowie [s] W
przeciwienstwie do cytoszkieletu aktynowego lokalizacja miozyny w komdrkach roslinnych
znana jest duzo stabiej. Chociaz w dwoéch wypadkach wykazano in vitro zdolno$¢ miozyn
roslinnych do tworzenia filamentdw o dtugosci 0,2-0,4 firn [42,47], nie stwierdzono wyste-
powania filamentéw miozynowych in vivo. Wiele interesujacych wynikéw przyniosto od-
krycie krzyzowej reaktywnosci miozyn roslinnych z niektorymi poli- i monoklonalnymi
przeciwciatami skierowanymi przeciwko catym czasteczkom lub okreslonym determinantom
miozyn zwierzecych [49,82]. Stosujac metody immunofluorescencyjne stwierdzono obecnos¢
miozyny w aktywnie poruszajacej sie endoplazmie komérek olbrzymich Characeae [12,58].
Swoista fluorescencja lokalizowata sie zaréwno na powierzchni ziarnistosci endoplazmatycz-
nych, jak i przemieszczajacych sie pasm endoplazmy. Nie wykazano tam natomiast aktyny
[12]. Nehez i wsp. oczyscili i scharakteryzowali miozyne zwiazang z chloroplastami lisci
szpinaku, oceniajac jej zawarto$¢ na 1,6-2 ,0 % catkowitej masy biatek w izolowanej frakcji
chloroplastéw [47]. Heslop-Harrison i Heslop-Harrison zidentyfikowali miozyne zwigzang z
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powierzchnigorganelli (amyloplasty, jadra wegetatywne) izolowanych z tagiewek pytkowych
kilku gatunkéw traw, za pomocg poliklonalnej surowicy skierowanej przeciw miozynie
wotowej [22], Na powierzchni izolowanych chloroplastéw zielenicy Ernodesmis verticillata,
ktdre in vivo poruszajg sie w endoplazmie, rowniez stwierdzono wystepowanie specyficznej
immunofluorescencji [39].

TABELA 2. Masa czasteczkowa podjednostek niektérych miozyn roélinnych

Gatunek rosliny Masa tancucha ciezkiego Masa tancuchéw lekkich Autorzy
Nitellaflexilis 200 kDa - Kato i Tonomura [29]
Egeria densa 200 kDa - Ohsuka i Inoue [48]
Lycopersicon esculentum 110 kDa 16 i 14 kDa Vahey et al. [75]
Heracleum sosnowskyi 100 kDa - Turkina et al. [73]
Chara australis 200i 110 kDa - Grolig et al. [12]
Spinacea oleracea 200 kDa 20 kDa Nehezet al. [47]
Pisum sativum 170 kDa 17 i 14 kDa Mai Yen [42]
Arabidopsisthaliana 200 kDa - Qiao et al. [58]
Phaseolusvulgaris 170 kDa -
Triticum aestivum 170 kDa -
Emodesmis verticillata 220 kDa i 85 kDa . LaClaire [39]
Chara corralina - 18 kDa McCurdy i Harmon [43]
3 ROLA UKELADU AKTOMIOZYNOWEGO

W INDUKOWANYCH SWIATEEM RUCHACH CHLOROPLASTOW

Doktadniejsze badania aparatu ruchowego zostaty przeprowadzone gtéwnie na dwdch
glonach Vaucheria sessilis i Mougeotia scalaris oraz komdrkach protonemy paproci Adiantum
capillus veneris.

W glonie Vaucheria wystepuje wielopasmowy przeptyw cytoplazmy, a chloroplasty
poruszajg sie réwnolegle do dtugiej osi komorki razem z innymi organellami [5]. Komarki
nieoswietlone wykazujg obecnosé réwnolegtych pasm w ektoplazmie, wzdtuz ktérych poru-
szajg sie organelle. Dekoracja fragmentami SI miozyny miesniowej krolika ujawnita, ze
pasma te sg wigzkami filamentow aktynowych [78]. Cytochalazyna B odwracalnie hamuje
przeptyw cytoplazmy przez zaburzenie struktury filamentéw [s]. Punktowe oSwietlenie
Swiattem niebieskim o natezeniu nie wyzszym niz 400 mW/m: powoduje agregacje chloro-
plastow w oswietlonym rejonie komérki [5]. Badania z zastosowaniem mikroskopii inter-
ferencyjnej wykazaty, ze pod dziataniem S$wiatta niebieskiego ektoplazmatyczne wigzki
filamentéw aktynowych ulegajg destabilizacji i rozgatezianiu w kierunku wnetrza komarki.
Ostatecznie formuje sie gesta sie¢ cienkich wigzek mikrofilamentow, w ktérej chloroplasty sg
unieruchamiane. Wylaczenie oswietlenia lub zwigkszenie jego natezenia powyzej 400
mW/m. powoduje po czasie ok. 10 min destabilizacje powstatej sieci aktynowej, odtworzenie
wigzek mikrofilamentow w ektoplazmie i przywrdcenie pierwotnego ruchu organelli. Zatem
Swiatto petni w tym uktadzie role czynnika zmieniajagcego architekture cytoszkieletu aktyno-
wego [s ].
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Glon Mougeotia ma plytkowaty chloroplast wykazujacy rotacje wewnatrz komarki
wywotywang przez Swiatto czerwone i niebieskie [15, 18]. Ruch ten moze by¢ odwracalnie
hamowany cytochalazyng B i nieodwracalnie przez inhibitor grup sullhydrylowych N-etylo-
maleimid [80]. Filamenty aktynowe Mougeotia zostaty po raz pierwszy zidentyfikowane w
ekstraktach komorkowych oraz rozgniatanych protoplastach przy zastosowaniu dekoracji
ciezkg meromiozyng [14]. Mikroskopia elektronowa, a takze barwienie znakowang fluore-
scencyjnie falloidyng ujawnity obecnos¢ filamentow aktynowych w podbtonowej warstwie
cytoplazmy, zlokalizowanych gtéwnie wzdtuz krawedzi chloroplastu Mougeotia. Brakjednak
jakichkolwiek danych na temat miozyny [11,13]. Wedtug obecnie przyjetej hipotezy zmiana
potozenia chloroplastu Mougeotia moze by¢ kontrolowana zaréwno przez interakcje akty-
na/miozyna, jak i poprzez indukowang $wiattem zmiane architektury cytoszkieletu aktynowe-
go [11,15]. Grolig i Wagner postuluja, ze istotng role w tym procesie moze odgrywaé
modulowana $wiattem zmiana miejsca zakotwiczenia filamentéw aktynowych do biony
komadrkowej, za$ kierunek rotacji wyznaczany jest przez zwiekszone prawdopodobiernstwo
interakcji krawedzi chloroplastu z mikrofilamentami kortykalnymi [11,78].

Chloroplasty w rosngcych protonemach paproci Adiantum capillus-veneris wykazujg w
ciemnosci przypadkowe ruchy btadzace, ktére moga by¢ hamowane przez cytochalazyne B
i N-etylomaleimid, nie sg natomiast wrazliwe na kolchicyne [26]. F-aktyna by#a lokalizowana
przy uzyciu znakowanej fluorescencyjnie falloidyny [25,64]. Wystepuje ona w kortykalnej
warstwie cytoplazmy i sktada sie z wigzek filamentow utozonych réwnolegle do osi diugiej
komorki oraz sieci krétszych i ciedszych filamentéw rozmieszczonych bezkierunkowo [26].
Podczas os$wietlenia stabym Swiattem czerwonym lub niebieskim chloroplasty ustawiajg sie
pod btong komérkowa prostopadle do kierunku padajacego $wiatta (LFR). Swiatto silne
powoduje gromadzenie sie chloroplastéw w miejscach o stabszym os$wietleniu (HFR) [84].
Reakcje te w kazdym przypadku powoduja zatrzymanie ruchu chloroplastow w okreslonej
pozycji [78]. Kadota i Wada. wykazali, ze o$wietlenie komdrki powoduje reorganizacje
cytoszkieletu aktynowego. Po 4-godzinnym o$wietleniu spolaryzowanym $wiattem czerwo-
nym lub niebieskim o natezeniu 20CM00 mW/m: autorzy ci obserwowali pierscienie uformo-
wane z F-aktyny na krawedziach chloroplastow od strony btony komérkowej. Jednoczesnie
zanikaly ciensze, bezkierunkowo rozmieszczone filamenty w kortykalnej warstwie cytopla-
zmy. Nie stwierdzono wystepowania struktur pierscieniowych bez chloroplastéw. Badania z
zastosowaniem techniki mikrowiazek swietlnych wykazaty, ze pierscienie aktynowe tworzg
sie po wejsciu chloroplastu w o$wietlony obszar komorki i zanikaja, zanim chloroplast opusci
dane miejsce po wytgczeniu $wiatta [24]. Obserwowane reorganizacje cytoszkieletu aktyno-
wego majamiejsce rowniez przy indukowanej $wiattem niebieskim odpowiedzi HFR. Autorzy
postuluja, ze ruchy btadzace chloroplastow w ciemnosci odbywaja sie dzieki zlokalizowanej
na ich powierzchni miozynie, a strukturalne zmiany w cytoszkielecie aktynowym moga
zatrzymywacé chloroplasty i ustawia¢ je w okre$lonej pozycji [24, 25]. Ostatnie badania
dowiodty, ze w rosngcych protonemach Adiantum struktura cytoszkieletu zaréwno aktyno-
wego, jak i tubulamego moze by¢ tatwo modyfikowana w zaleznosci od kierunku i natezenia,
a takze sktadu spektralnego padajgcego Swiatta [77].

W lisciach wyzszych roslin wodnych Egeria densa, Elodea canadensis i Hydrilla verti-
cillata chloroplasty biorg udziat w wystepujacym stale ruchu cytoplazmy. Witztum i Parttia-
sarathy stwierdzili, ze Swiatto biate o natezeniu 3 W/m2 powoduje skupianie sie chloroplastow
w biegunowych czesciach komérek. Zjawisko to jest hamowane przez cytochalazyne B [83],
Zastosowanie znakowanej fluorescencyjnie falloidyny ujawnito istnienie nieregularnej sieci
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aktynowej zlokalizowanej w kortykalnej warstwie cytoplazmy, nie ulegajacej istotnym zmia-
nom pod wptywem oswietlenia. Autorzy ci postuluja, ze ruch chloroplastow warunkowany
jest przez miozyne zwigzang z ich powierzchnig, a jego kierunek wyznaczajg gradienty
nieznanego blizej fotoproduktu [83].

4. REGULACJA UKLADU AKTOMIOZYNOWEGO
W KOMORKACH ROSLINNYCH

Regulacja aktywnos$ci ATP-azowej miozyny, jak i polimeryzacja/depolimeryzacja aktyny
w komadrkach roslinnych naleza do bardzo stabo poznanych proceséw [59,71]. Obserwowana
przez wielu autoréw wrazliwo$¢ wewnatrzkomaérkowych ruchéw roslinnych na zmiany po-
ziomu wolnych jondw wapnia stata sie podstawg do wysuniecia hipotez o zaangazowaniu
biatek wigzacych wapn, jak np. kalmodulina, w kontroli ruchu cytoplazmy wywotanego
uszkodzeniem mechanicznym u Ernodesmis [38,78], indukowanej $wiattem rotacji chloropla-
stu Mougeotia [18,72,79], fototranslokacji chloroplastéw roslin wyzszych [ss ], jak rowniez
w procesach przeptywu cytoplazmy w komérkach glonéw Characeae [27] i tagiewkach
pytkowych [32, 33, 34, 35]. Obserwuje sie hamujacy wptyw wapnia na przeptyw cytoplazmy
w komdrkach roslinnych [27]. Jest to zatem dziatanie przeciwne do poznanej wczesniej roli
wapnia w regulacji uktadu aktomiozynowego miesni zwierzat [81] oraz komdrek pierwotnia-
kow [30,36]. W komorkach epidenny i miekiszu Vallisneria gigantea indukowana $wiattem
translokacja chloroplastow jest prawdopodobnie kontrolowana przez zmiany poziomu we-
wnatrzkomoérkowego wapnia. Stwierdzono, ze obnizenie jego poziomu w cytoplazmie wywo-
tuje efektanalogiczny do dziatania Swiatta niebieskiego [s s ]. Odwracalna fosforylacja lekkich
tancuchow miozyny, katalizowana przez zalezna od kalmoduliny specyficzng kinaze seryno-
wo/treoninowg (ang. myosin light chain kinase, MLCK) jestjednym z procesoéw kontroluja-
cych nich w komoérkach zwierzecych [4, 37, 61]. Tominaga i wsp. zaproponowali model
kontroli przeptywu cytoplazmy w komérkach Characeae oparty na procesie zaleznej odjonow
wapniowych fosforylacji/defosforylacji lekkiego fanicucha miozyny endoplazmatycznej [63,
69, 70]. W roku 1987 w komorkach soi zostata po raz pierwszy opisana serynowo/treoninowa
kinaza aktywowana bezposrednio przez jony wapniowe bez udziatu kalmoduliny (ang.
calcium dependent protein kinase, CDPK) [17]. W latach nastepnych wykazano jej dziatanie
w komérkach licznych gatunkéw roslin wszystkich grup systematycznych [23,56,57], w tym
m.in. w glonie Mougeotia scalaris [60]. Badania strukturalne przeprowadzone na tagiewkach
pytkowych Tradescantia virginiana, komérkach korzeniowych Allium [57] oraz komérkach
olbrzymich Characeae [44] dowiodly, ze CDPK zlokalizowana jest wzdtuz filamentéw
F-aktyny. Depolimeryzacja aktyny poprzez dziatanie cytochalazyng B powodowata réwniez
rozpad uporzadkowanej struktury CDPK [57], Stwierdzono jednocze$nie brak zdolnosci
CDPK do wigzania i fosforylacji oczyszczonej aktyny krélika in vitro [59]. Badania bioche-
miczne CDPK dowiodty obecnosci sekwencji homologicznych zaréwno z kalmoduling (ob-
szar wigzania wapnia), jak i MLCK (region miejsca aktywnego) [59]. W roku 1992 McCurdy
i Harmon stwierdzili, ze w komérkach Chara corallina podniesienie poziomu wolnych jonéw
wapniowych powodowato fosforylacje kilkunastu biatek o réznej masie czasteczkowe;j.
Fosforylacja ta byta hamowana przez dodanie monoklonalnych przeciwciat skierowanych
przeciwko CDPK soi. Jeden z fosforylowanych polipeptydéw o masie 18 kDajest rozpozna-
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wany przez monoklonalne przeciwciata skierowane przeciwko lekkim tafcuchom miozyny
kurczecia. Jednoczesnie nie stwierdzono fosforylacji tancuchéw ciezkich [43]. Wyniki te
sugeruja, ze CDPK w komoérkach roslinnych moze dziata¢ jako analog miesniowej kinazy
lekkiego tancucha miozyny oraz ze prawdopodobna fosforylacja lekkich tancuchéw miozyny
Cliaraceae powoduje spadek jej aktywnosci ATP-azowej i w konsekwencji zatrzymanie
przeptywu cytoplazmy [43].

Cytoszkielet aktynowy komarek roslinnych charakteryzuje sie wzglednie wysoka dyna-
mika, szczeg6lnie w organach rosnacych [71,78]. Jak dotychczas nie zostaty poznane mecha-
nizmy prowadzace do zmian struktury mikrofilamentéw u roslin. Nieliczne wyniki wskazuja,
ze proces ten moze by¢ réwniez kontrolowany zmianami stezenia wewngtrzkomoérkowego
wapnia [71], analogicznie jak w komérkach zwierzecych [56]. W glonie Vaucheria sessilis
zaobserwowano lokalng hiperpolaryzacje btony w o$wietlonym rejonie komoérki poprzedza-
jaca formowanie sie sieci aktynowej (zob. wyzej) [78]. W tagiewkach pytkowych Tradescan-
tia virginiana wykazano obecno$¢ zwigzanych z btong komérkowg kanatéw wapniowych
regulowanych zmianami polaryzacji btony [71].

5. ZAKONCZENIE

Przedstawiony powyzej przeglad literatury dotyczgcej roli uktadu aktomiozynowego jako
systemu efektorowego w indukowanych $wiattem ruchach chloroplastéw $wiadczy o postepie,
jaki dokonuje sie w ostatnich latach w tej dziedzinie badan. Jednak wiele zagadnien pozostaje
dotychczas niewyjasnionych, np. nie scharakteryzowano jak dotad miozyny w zadnym z
gatunkdw roslin stanowiagcych tradycyjny obiekt badad nad reakcjami chloroplastow na
Swiatto. Bardzo skape jeszcze informacje na temat miozyn roslinnych wskazujg na duze
zréznicowanie miedzygatunkowe tej klasy biatek. Konsekwencjg tego zréznicowania moze
by¢ wystepowanie wielu mechanizmoéw regulacji ruchu na poziomie molekularnym, analogi-
cznie do komorek zwierzecych [2, s, 37, 67]. W najblizszej przysztosci prowadzone beda
zapewne badania przy zastosowaniu metod biologii molekularnej majace na celu szczegétowe
poznanie struktury poszczeg6lnych podjednostek miozyn roslinnych, jak réwniez dalsze
badania fizjologiczne dotyczace mechanizmow kontroli aparatu ruchowego odpowiedzialne-
go za indukowane Swiattem przemieszczenia chloroplastow w komdrkach glonéw i roslin
wyzszych.
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RUCHY LATERALNE PODBLONOWEJ SIECI
AKTYNOWEJ W KOMORKACH RUCHLIWYCH

LATERAL MOVEMENTS OF THE SUBMEMBRANOUS ACTIN
NETWORK IN MOTILE CELLS

Andrzej GREBECKI

Zaktad Biologii Komaérki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
Warszawa

Streszczenie. Kortykal ny cytoszkielet aktynowy amebiameboidalnych komérek tkankowych nieprzerwanie przesuwa
sie od ich zrelaksowanej krawedzi przedniej ku miejscom o wyzszej aktywnosci skurczowej. Podczas migracji
komoérek obkurcza sie on ku miejscom ich przyczepu do podioza, a podczas cytokinezy ku bruzdzie podziatowe;j.
Teoria ogélnego przeptywu kortykalnego gtosi, ze aktyna polimeryzuje na biegunach zrelaksowanych, po czym
przesuwa sie w okolice aktywne skurczowo jako gotowa sie¢ filamentdw. Biegunowa relaksacja jest zjawiskiem
biomechanicznym i polega na cyklicznym odrywaniu sie kolejnych warstw powstajacej sieci aktynowej od btony
plazmatycznej i ich wycofywaniu spod przedniej krawedzi komoérki. Zjawisko to jest zapewne regulowane przez
biatka z rodziny gelsoliny, destabilizujace kompleks kortykalny pod kontrolg wolnych jonéw Ca. Site napedowg
przesuwu kortykalnego cytoszkieletu przypisuje sie interakcji aktyny z miozyng Il w kurczacych sie tylnych i
$rodkowych okolicach komérek oraz z miozyna I pod ich przednimi krawedziami.

Stowa kluczowe: ruchy komoérkowe, korteks komadrkowy, sie¢ aktynowa, miozyny

Summary. The cortical actin cytoskeleton of amoebae and amoeboid tissue cells steadily moves from the relaxed
frontal cell edge toward the contracting areas. During migration itis retracted toward the cell-to- substratum attachment
sites, and toward the division furrow during cytokinesis. Theory of the general cortical flow claims actin being
polymerized at the relaxed cell pole, and then transferred to the contraction sites as a ready for function network of
filaments. The polar relaxation is a biomechanical phenomenon produced by a cyclic detachment of consecutive layers
of the reassembled actin network from the plasma membrane, and their retreat away from the frontal edge. This
phenomenon is probably regulated by proteins from the gelsolin family, degrading the cortical complex under control
of free Ca ions. The driving force of the cortical cytoskeleton sliding is attributed to the interaction of actin with
myosin Il in the contracting posterior and central cell regions, and myosin I at their frontal edges.

Keywords: cell movements, cell cortex, actin network, myosins

WPROWADZENIE

Zjawiska ruchowe, ktore beda przedmiotem tego artykutu, sg charakterystyczne dla
komérek ameboidalnych, zaréwno pierwotniaczych jak i tkankowych. Cechg wyré6zniajaca
ruch amebowy jestbrak narzagddw motorycznych o statym sktadzie i statej pozycji w komorce,
bowiem samo wykonanie czynnosci ruchowej prowadzi do dezintegracji struktury, ktéra ja

7 — Postepy Biologii Komoérki
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spetnita. Efektor musi nastepnie zosta¢ odbudowany w nowym miejscu. Budulec jest wiec
nieustannie transportowany z miejsc dezintegracji aparatu ruchowego w tyle komorki do
miejsc jego rekonstrukcji w strefie czotowej. Prawidtowosci te obserwujemy zaréwno na
poziomie makromorfologii, jak ultrastruktury i sktadu molekularnego komérki amebowej.
Podstawowym jej objawem jest solifikacja zelu aktynowego i depolimeryzacja filamentow w
wyniku skurczu, transport monomeréw aktyny przez strumieni cytoplazmy i ich repolime-
ryzacja pod przednig krawedzig komdrki. Komorka o tak dalece posunietej wewnetrznej
ptynnosci strukturalnej nie moze oczywiscie przesuwac sie po podtozu jako zwarty blok. Ruch
postepowy cato$ci wymaga bowiem takze przemieszczania sie wzgledem siebie poszczego6l-
nych warstw cytoplazmy. Podstawowe znaczenie majg ruchy warstwy kortykalnej, a zwtasz-
cza wchodzacej w jej sktad podbtonowej sieci aktynowej.

RUCHY PODBLONOWEJ WARSTWY KURCZLIWEJ U AMEB

Cytoszkielet ameb jest zbudowany z tréjwymiarowej sieci aktynowej. Sie¢ ta tworzy pod
btong warstewke przejrzystego zelu o grubosci ok. 1 pm, pozbawiong organelli i zwang
hialoplazma. Gtebsze warstwy ektoplazmy, zwane granuloplazma, sg takze zelem zwigzanym
z siecig podbtonowa, ale obfitujg w organelle widoczne jako ziarnistosci w mikroskopie
Swietlnym. Ziarnistosci ektoplazmy sgwiec naturalnymi znacznikami, ktére pozwalaja $ledzié
przyzyciowo ruchy podbtonowego cytoszkieletu aktynowego.

W klasycznej literaturze zel ektoplazmatyczny opisywano jako cylinder o nieruchomych
$cianach bocznych. Wyjatkiem miaty by¢ tylko dwa z pozoru rézne i niezalezne zjawiska
ruchowe, jedno w zamknietym tylnym korncu cylindra, a drugie u jego otwartego konca
przedniego. W wycofujacej sie tylnej krawedzi komarki cata ektoplazma sitg rzeczy posuwa
sie zgodnie z kierunkiem lokomocji. W przodzie natomiast ektoplazma moze odsuwaé sie
ruchem wstecznym od krawedzi przedniej (pod ktorg jest stale wytwarzana z naptywajacej
endoplazmy wskutek zelifikacji aktyny, tzn. jej polimeryzacji i sieciowania filamentéw). W
strefie czotowej obserwujemy wiec tréjwymiarowg petle ruchu, utworzong przez naptyw
endoplazmy $rodkiem oraz odptyw materiatu wzdtuz Scian w postaci ektoplazmatycznego
zelu. Cata figura przypomina swg postacig fontanne ijest nazywana ruchem fontannowym.

Prowadzone przez nas filmowe analizy ruchu ziarnistosci ektoplazmatycznych u ameb
rozmaicie przyczepionych do podioza oraz pozbawionych przyczepu [38-40] zaprzeczyty
tradycyjnym wyobrazeniom o stacjonamosci korteksu wzdtuz $cian cylindra. Ameba zawie-
szona w $rodowisku oczywiscie nie moze sie przemieszcza¢, skoro pozbawionajest kontaktu
ze statym podtozem. Mimo to cytoszkieletalny motor wjej wnetrzu nadal pracuje, aczkolwiek
"na jatowym biegu". Endoplazma, jak zwykle, ptynie srodkiem do przodu, natomiast zel
ektoplazmatyczny cofa sie w tych warunkach az do samego tylu ameby (rys. 1 A). Ruch
fontannowy nie ogranicza sie wiec teraz do strefy przedniej, lecz ogarnia catg komaérke. Profile
predkosci og6lnego wstecznego przesuwu obserwowanego pod btong dowodza rownomiernej
aktywnosci skurczowej catego korteksu, poza krawedzig czotowa.

Ten pierwotny wzorzec mchu kortykalnego, wiasciwy dla ameb w zawiesinie, ulega
zmianie, gdy nawigzg one kontakt z podtozem i podejma ruch migracyjny. Amoeba proteus i
ameby pokrewne tworza zwykle przyczepy do podtoza pomiedzy przednimi a srodkowymi
okolicami swojej dolnej powierzchni. Wdwczas peryferyjna warstwa cytoplazmy obkurcza



A. GREBECKI 99

sie od obu wolnych koAcow komorki, przedniego i tylnego, ku miejscom przyczepu (rys. 1
B). Takze w tym wypadku analiza predkosci wskazuje, ze ten doSrodkowy przesuw jest
wynikiem jednorodnego skurczu catej warstwy kortykalnej. Zatem, ruch postepowy ektopla-
zmy w tylnej czesci ameby oraz jej wsteczny ruch z przodu w strefie fontannowej wcale nie
sag dwoma niezaleznymi zjawiskami. Sg to za$ tylko dwa lokalne przejawy tego samego
procesu - jednolitego obkurczania sie catego kortykalnego cytoszkieletu w kierunku dosrod-
kowym.

Zdarza sie czasem, na podiozach naturalnych zapewne o wiele czesciej niz na szkle, ze
migrujagce ameby przytwierdzajg sie najakis$ czas tylko przednim albo tylko tylnym koricem
ciata. Wowczas podbtonowy cytoszkielet odpowiednio przemieszcza sie jako cato$¢, do
przodu albo do tytu (rys. 1 C, D).

Rys. 1. Rozktad kierunkéw i predkosci przesuwu warstwy kortykalnej (zaznaczony strzatkami odpowiedniej dtugo-

$ci) u ameb zawieszonych w $rodowisku wodnym (A), migrujacych normalnie po podtozu z centralnie ulokowang

strefa adhezji (B) oraz przyczepionych do podtoza tylnym koricem ciata (C) badz przednim (D), schemat wedtug
Grebeckiego [43]

TEORIA OGOLNEGO PRZEPLYWU KORTYKALNEGO
W KOMORKACH RUCHLIWYCH

Przedstawiony tu empiryczny opis zachowania sie podbtonowej warstwy kurczliwej u
ameb zostat péZniej wykorzystany (wraz zpomiarami parametréw ruchu) do matematycznego
modelowania i komputerowej symulacji dynamiki cytoszkieletu Amoeba proteus [18]. Co
wazniejsze, obserwacje te i interpretacje weszty w sktad og6lnej teorii przeptywu kortykalne-
go Braya i White’a [s ]. Autorzy ci uogo6lnili znaczna liczbe wczesniejszych danych wskazu-
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jacych, ze wielu funkcjom ruchowym rozmaitych komoérek towarzyszy wsteczny transport
struktur bogatych w cytoszkieletalng aktyne. Zaswiadczyty o tym takze nowsze obserwacje,
szczegOlnie obfite w ostatnich paru latach.

Rozliczne wypustki tworzone przez czotowe lamellipodia petznagcych fibroblastéw regu-
larnie zsuwajg sie do tytu. Zachowujg sie tak zaréwno pofatdowania powierzchni (ruffles)
wraz ze swg aktynowg wysciotkg [1], jak i mikrokolce (microspikes) zawierajgce osiowg
wigzke filamentow aktynowych [57]. Poza podbtonowymi strukturami aktynowymi wstecz-
nemu transportowi podlegaja rowniez wtoknanaprezeniowe (stressfibres) w gtebi cytoplazmy
[27]. Ogdlnie fibroblast, ktéry rozptaszcza sie na podtozu, a nastepnie migruje, nieprzerwanie
wytwarza aktynowy cytoszkielet na swym obwodzie, pod krawedzig posuwajgcg sie po
podtozu, po czym powstajgce struktury aktynowe wcigz sie zsuwajg ku srodkowym okolicom
komoérki [16, 19, s ]. W polimorfonukleamych leukocytach oraz w limfocytach przesuwaja
sie stopniowo ku tytowi takie elementy konturu, jak wypustki wysuwane przez przednie
krawedzie tych komorek oraz pierScieniowe przewezenia ciata komoérkowego [49, 50, 64],
Staty ruch dosrodkowy réznych struktur zawierajgcych aktyne obserwowano takze w ptytkach
krwi [s] i w stozkach wzrostu neuronéw [7, 20, 54].

Na przedstawionym dalej (rys. 2) schemacie koncepcji og6lnego przeptywu kortykalnego
zaznaczono podbtonowa warstwe cytoszkieletu aktynowego, osrodki jej relaksacji, kierunki
jej przesunieé, btone plazmatyczng oraz receptory powierzchniowe. W nieaktywnej kulistej
komérce pozostajagcej w stanie zawiesiny (rys. 2 A) wszystkie te struktury sg nieruchome i
rozmieszczone rownomiernie. Jesli jednak w jakim$ punkcie korteksu pojawi sie relaksacja
(rys. 2 B), warstwa kurczliwa zacznie sie przesuwac do przeciwlegtego bieguna, a wraz z nig
skupia sie wokat niego receptory powierzchniowe. Takie biegunowe przemieszczenia recep-
toréw (ang. capping) obserwuje sie u wszystkich komérek ruchliwych, tkankowych i pierwot-
niaczych. Wspoétczesny stan wiedzy i poglady na mechanizm przesuwania sie na powierzchni
komérek sktadnikéw btony plazmatycznej i receptoréw przedstawiatem niedawno w innym
artykule [43].

Ruch cytoszkieletu, wraz z towarzyszacym mu ruchem receptoréw, przebiega podobnie,
jesli w srodowisku zawieszone sg komorki spolaryzowane morfologicznie (rys. 2 C); podbto-
nowa sie¢ aktynowa nieprzerwanie zsuwa si¢ wzdtuz ich catej powierzchni, od zrelaksowanej
krawedzi przedniej do tylnego krannca. Gdy za$ taka komorka nawigze kontakt z podtozem,
jej kortykalny cytoszkielet obkurcza sie do miejsc adhezji wytworzonych na jej spodniej
powierzchni (rys. 2 D). Wptyw przyczepu komérki do podtoza na charakter przemieszczen
jej korteksu jest wiec w ogélnym modelu Braya i White’a identyczny z opisanym przez nas
wczesniej zachowaniem sie peryferyjnej warstwy kurczliwej u ameb (por. rys. 1 A, B z rys. 2
C, D).

Bray i White [s ] stosujg swojg teorie rdwniez do przemieszczen warstw kortykalnych w
czasie podziatu komérkowego. Wychodza z zatozenia, ze cytokineza zaczyna sie od wytwo-
rzenia dwoch przeciwstawnych biegunow relaksacji (rys. 2 E). Nie jest to zgodne z pogladem,
ze zapoczatkowuje ja skurcz rownikowy [46, 74]. Inicjacja cytokinezy przez biegunowg
relaksacje jednak roéwniez zawsze miata i nadal ma zwolennikéw [3, 22, 102]. Mozna
spodziewac sie w takim razie, ze kortykalna sie¢ aktynowa powinna zsuwac sie z obydwadch
biegunéw w kierunku réwnika (rys. 2 F). Wynikajaca stagd akumulacja aktyny na réwniku
prowadzi do powstania tam pierscieniakurczliwego, aw nastepstwie bruzdy podziatowej (rys.
2G).
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Rys. 2. Schemat teorii Braya i White’a [8] wedtug Grebeckiego [43]: zaznaczono btone komérkowa (cm), rozmie-
szczenie sieci aktynowej (an) i receptoréw powierzchniowych (sr) w komérce swobodnie zawieszonej i niespola-
ryzowanej (A) oraz przesuwanie sie tych struktur (strzatki) w nastepstwie biegunowej relaksacji (RP) komarki
niezréznicowanej (B), spolaryzowanej morfologicznie (C), migrujacej po podtozu (D) i dzielacej sie (E-G)

Taki charakter ruchu podbtonowego cytoszkieletu w komérkach podziatowych zapewne
oznacza, ze sie¢ mikrofilamentéw jest wytwarzana w drodze polimeryzacji aktyny na biegu-
nach iprzenoszona do rownikajako strukturajuz uformowana. Niedawno istotnie wykazano,
ze filamenty fluorescencyjnie oznakowane w p6znej metafazie, wedrujg w anafazie w kierun-
ku powstajacej bruzdy podziatowej drogg kortykalng [11,12]. Teoria przeptywu kortykalnego
przeciwstawia sie wiec pogladowi, ze polimeryzacja aktyny zachodzi na miejscu, tam gdzie
powstaje sita napedowa. Gtosi ona, ze cytoszkielet nie jest budowany w miejscu skurczu, ale
w zrelaksowanych okolicach dzielgcych sie komorek, podobnie jak w strefie czotowej
migrujacej ameby.

BIEGUNOWA RELAKSACJA KOMPLEKSU KORTYKALNEGO

Kluczowg przestankg koncepcji przeptywu kortykalnego wedtug Braya i White’a [ ] jest
wiec stwierdzenie, ze aktywnos$¢ skurczowa peryferyjnej sieci aktynowej nie jest roztozona
wzdtuz obwodu komorki rownomiernie, lecz biegunowo. Powstate stad roznice naprezen w
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warstwie kortykalnej powodujg jej przesuniecia pod powierzchnig btony, od bieguna zrela-
ksowanego do okolic o wyzszej efektywnosci skurczu. Podobnie wedtug Spudicha [81],
asymetria skurczu w kortykalnej sieci aktynowej Dictyostelium, a zw#aszczajej relaksacja w
czole petznacej komorki, wywotuje wsteczny przesuw catej podbtonowej warstwy kurczliwej.
Koncepcje te wysuwane przez Braya i White’a [s ] oraz Spudicha [81], a nastepnie poparte
przez Vasilieva [96], bez watpienia opierajg sie na tej samej zasadzie relaksacji przedniej
krawedzi komérki, ktérajuz wczesniej byta wykryta u ameb.

Idea biegunowosci skurczu i relaksacji u petzngcej ameby jest bardzo stara, a rézne jej
warianty stanowily o istocie gtéwnych hipotez objasniajagcych mechanizm ruchu amebowego.
Tak wiec klasyczna teoria zaktadata, ze skurcz jest zlokalizowany w tylnym biegunie komarki
[28, s6], a ogromnie kontrowersyjna inna hipoteza gtosita, ze w przednim [2]; wedtug
wspotczesnej teorii ogélnego skurczu kortykalnego nalezy zas méwic o biegunowej relaksacji
bieguna przedniego [33, 36, 37, 84]. Ciagly skurcz catej podbtonowej sieci aktynowej wzdtuz
tylnych i bocznych krawedzi ciata ameby utrzymuje wysokie wewnetrzne ci$nienie hydrosta-
tyczne. Jednak samaprzednia krawedz wykazuje objawy miejscowej funkcjonalnej relaksacji.
Wynikly stad spadek cisnienia w strefie czotowej powoduje przeptyw endoplazmy w tym
wiasnie kierunku. Lokalizacja i rozlegtosé osrodka relaksacji w czole ameby kontroluje wiec
zaréwno kierunek, jak i tempo ruchu tej komorki.

Funkcjonalne znaczenie tej lokalnej relaksacji w przedniej strefie ameby poznano wczes-
niej niz jej strukturalne i molekularne podtoze. Pierwsze przyczynity sie do tego badania
Korohody [58, 61, 62], ktory pokazat, ze punktowe oddziatywanie anestetykow na korteks
"kurczliwy prowadzi do wytworzenia nowej nibyn6zki w miejscu przez nie zrelaksowanym. Z
kolei w naszych doswiadczeniach zastosowaliSmy w charakterze bodzcéw skurczowycLalbo
relaksujacych, miejscowe naswietlanie albo zacienianie wybranych sektor6w na powierzchni
‘amebyl35735]70kazalo sie, ze naswietlenie samego przodu komarki hamuje jej ruch, a jego
~zacienienie pobudza lokomocje- Odwrotnie jest po przytozeniu takich samych bodzcow do
jakiegokolwiek innego obszaru w korteksie - tam warunki skurczowe przyspieszajg migracje
komorki, rozkurczowe za$ ja zwalniajg. Oznacza to, ze cata warstwa kortykalna Amoeba
proteus znajduje sie w stanie ciggtego skurczu z wyjatkiem strefy czotowej, ktora jest
zrelaksowana. W zwigzku z tym nalezato spodziewa¢ sie w komorce ameby wstecznego
przesuwu podbtonowej sieci aktynowej od zrelaksowanego frontu w strone kurczacych sie
srodkowych i tylnych okolic ciata komdrkowego, cojak juz wyzej méwilismy, istotnie udato
sie nam niebawem wykaza¢ [38].

Tak wiec, zgodnie z zatozeniami teorii przeptywu kortykalnego, ogélny skurcz podbtono-
wej sieci aktynowej powoduje jej ciagte wycofywanie spod zrelaksowanej przedniej krawedzi
komorki. Nie wydaje sie jednak, aby byta to relaksacja w biochemicznym sensie tego stowa.
Raczej ma onabiomechaniczny charakter. Trudno bowiem bytoby pogodzi¢ intensywny ruch
cytoszkieletu w przodzie petzngcych komaérek, w strefie fontannowej ameb i w lamellipodiach
fibroblastow, z relaksacjg samego napedu aktomiozynowego. Mozna tam raczej spodziewac
sie upo$ledzenia transmisji wytwarzanej sity napedowej. Swiadczy o tym lokalny brak
sprzezenia pomiedzy ruchem cytoszkieletu, ktéry usuwa sie do tytu, gdy reszta cytoplazmy i
btona plazmatyczna ptyng do przodu.
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ROZRYWANIE ZWIAZKU CYTOSZKIELETU Z BLONA
W STREFIE CZOLOWEJ AMEB | INNYCH KOMOREK
RUCHLIWYCH

Transmisjg sity mechanicznej pomiedzy korteksem kurczliwym Amoeba proteus a jej
btong eksperymentalnie przerywalisSmy w okreslonym miej scu wstrzykujac miedzy te warstwy
mikrokrople oleju parafinowego [31, 56]. U niektorych osobnikéw tego samego gatunku
ameb obserwowalismy takze spontaniczne, lokalne rozepchniecie obu warstw przez fuzjujace
wakuole [32,56]. W obydwdch sytuacjach, w miejscach mechanicznego rozerwania kontaktu
miedzy cytoszkieletem a btong, natychmiast powstawaty nowe strefy czotowe, co posrednio
potwierdza przypuszczenie o biomechanicznym charakterze relaksacji przedniej krawedzi
komaérki.

Badania ultrastrukturalne prowadzone ponad 10 lat temu jednocze$nie w naszej pracowni
i w Bonn [34, 82, 100] wykazaty, ze w wierzchotkach wiodacych nibynézek normalnie
poruszajacych sie ameb, kortykalna sie¢ aktynowa rzeczywiscie nie przylega do btony, ale
jest od niej o kilka [tm odsunieta. Przestrzen te wypetnia przejrzysta hialoplazma wolna od
struktur, ktére zostaty odfiltrowane przez gtebiej potozong sie¢ aktynowa. Sie¢ ta zatem,
pozbawiona w czole ameby mechanicznego zwigzku z btong, moze sie wycofywaé nie
pociggajac za sobg innych struktur.

W ostatnich paru latach magnetycznarejestracja i cyfrowe wzmacnianie obrazu pozwolity
nam wykazaé, ze separacja cytoszkieletu od btony plazmatycznej w przedniej krawedzi
migrujacych ameb nie jest stanem ciggtym, lecz zjawiskiem powtarzajgcym sie cyklicznie. U
ameb poddanych tagodnemu szokowi cieplnemu [45, 59] oraz podczas ruchu normalnego i
endocytozy [41,42] kolejne warstwy sieci aktynowej odrywaja sie mniej wiecej co 2 sekundy
od przedniej krawedzi i wycofujg sie z predkoscig kilku fim/s. Naptywajaca endoplazmajest
tloczona przez wytworzone w ten sposdb sito aktynowe i jako odfiltrowana przejrzysta
hialoplazmawypetnia przestrzen miedzy cytoszkieletem a btona, co powoduje ekspansje czota
ameby (rys. 3 A 1). Wykazano juz wcze$niej metodami fluorescencyjnymi, ze monomery
aktyny przenikajg przez taki filtr, po czym repolimeryzujg pod btong [26, 83] (rys 3 A II).
Korteks, odtworzony w ten sposéb pod przednig krawedzig, natychmiast odrywa sie od niej
ponownie (rys. 3 A Il-I1l), a czoto ameby wykonuje nastepny "krok" do przodu (rys. 3 A
I11=V). Czynniki relaksujgce faworyzujg odrywanie sie warstwy kurczliwej spod blony i
dlatego w sterowaniu ruchem amebowym funkcjonujgjako bodzce dodatnie. Gdy zas$ w strefie
czotowej sie¢ aktynowa od btony sie nie oderwie (rys. 3 B I-111), to jej nieustanny przesuw
wsteczny pociagnie za sobg przednig krawedz (rys. 3 B 1l1-V) i spowoduje wycofanie
dotychczas rosnacej nibynozki [41].

Taki mechanizm relaksacji ttumaczy wiec zjednej strony ruch cytoplazmy i btony plazma-
tycznej (a w konsekwencji catej ameby) do przodu, a zarazem przesuwanie sie¢ wewnatrz
komorki jej podbtonowego cytoszkieletu aktynowego do tytu.

Zjawisko niewatpliwie bardzo podobne do wycofywania kolejnych warstw kurczliwych
w strefie czotowej ameb, zostato juz wczesniej wykryte u fibroblastow przez Heatha [52]. W
trakcie rozptaszczania sie i lokomocji tych komoérek, pod gorng powierzchnig ich lamelli
przesuwajg sie jeden za drugim do tytu koncentryczne tuki ztozone ze skondensowanej sieci
aktynowej. Ruch ich jest skoordynowany z ruchami receptoréw na zewnetrznej powierzchni
btony komérkowej. Podobne tuki aktynowe pojawiaja sie takze w keratynocytach, aczkolwiek
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Rys. 3. Kolejne stadia cyklu odklejania sie kortykalnej warstwy kurczliwej spod btony komoérkowej ijej odbudo-
wy w przodzie rosngcej nibyn6zki Amoeba proteus (A) oraz wycofanie sie tejze nibyndzki w razie ustabilizowania
zwiagzku btony z cytoszkieletem (B), wedtug Grebeckiego [41]
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poruszajg sie one wstecznie tylko w stosunku do krawedzi tych komérek, ale nie wzgledem
podtoza [91]. W fibroblastach tuki aktynowe wycofuja sie z predkoscig 0,1-0,2 pm/s, tj. 10-50
razy wolniej niz w strefach czotowych ameb swobodnie zyjgcych. Rzecz jednak znamienna,
ze wymiary i predkosci migracji ameby i fibroblastu réznig sie o taki wtasnie rzad wielkosci.

Pomimo tych réznic pomiedzy amebami, fibroblastami i keratynocytami, ogdlny obraz
wstecznego przesuwania sie podbtonowej warstwy aktynowej wzdtuz peryferii komarki
przedstawiony w teorii Braya i White’a [8] nalezy uzupetni¢ rytmicznym wycofywaniem
kolejnych jej stojow spod przednich krawedzi migrujgcych komorek.

REGULACJA DYNAMIKI KOMPLEKSU KORTYKALNEGO
W PRZEDNIEJ KRAWEDZI KOMOREK AMEBOIDALNYCH

Cykliczne uwalnianie kurczliwych warstw kortykalnych spod przedniej krawedzi komo6-
rek ameboidalnych jest prawdopodobnie zwigzane zmiej scowym wzrostem stezenia wolnych
jonéw wapnia. Wskazywato na tojuz nawet znacznie wczesniejsze odkrycie, ze aktynowy zel
ameb ulega solifikacji w mikromolamych stezeniach wolnego Ca, zaréwno in vitro, jak i we
wnetrzu komorki [88, 90]. Ekworyna, naturalny luminofor $wiecacy w obecnosci jondw
wapnia, wykazuje pulsacje ich stezenia w strefie czotowej migrujgcej ameby Chaos caroli-
nensis [89]. Oceniono, ze rozbtyski ekworyny nastepujg co \-A s [104], co odpowiada
czestotliwosci odklejania kolejnych warstw aktynowych spod btony komérkowej obserwo-
wanej przez nas u tego samego gatunku ameb [41]. Wydaje sie wiec, ze wapn jest inicjatorem
serii zjawisk, ktore prowadza najpierw do ostabienia lub rozerwania kontaktu cytoszkieletu
z btong, a nastepnie do jego wycofania w gtab komorki.

Przypuszczenie to znajduje posrednie poparcie w badaniach roznych komoérek w trakcie
reagowania na bodzce. Dodatnia reakcja chemotaktyczna ameb Dictyostelium na cAMP
wydaje sie skorelowana ze wzrostem poziomu wolnego wapnia w nibynézkach orientujgcych
S§ie~StfoneTrodta bodzca [23, 77, 101]. Wewnatrzkomérkowe gradienty Ca ulegaja przej-
sciowym modyfikacjom takze u Amoeba proteus w trakcie zmian kierunku ruchu tej ameby
[29]. Wzrost zewnetrznego stezenia jondw wapnia przy przedniej krawedzi epiteliocytow
pobudza aktywno$¢ ich lamellipodiéw [85], a wzrost ich wewnetrznego stezenia wykazywano
w czotowych strefach leukocytow w toku fagocytozy [76] i chemotaksji [94] oraz u fibrobla-
stéw poddanych dziataniu pola elektrycznego [69].

Wapn petni tylko funkcje sygnatowg w kontroli stabilno$ci kompleksu kortykalnego w
przednich krawedziach komorek ruchliwych. Periodyczne ustanawianie i ostabianie zwigzku
sieci aktynowej z btong plazmatyczng zalezy bezposrednio od aktywnosci niektérych biatek
zwigzanych z aktyng, przede wszystkim profiliny i gelsoliny. Profilina jest szeroko rozpo-
wszechniona w wielu tkankach organizmoéw wyzszych, a sposrdd nizszych jest znana u ameb
- Acanthamoeba castellanii [75] i Amoeba proteus [80], amebowego stadium Dictyostelium
discoideum [51] oraz u $luzowca Physarum polycephalum [70]. Profilina faczy sie z mono-
merami aktyny w kompleks zwany profilaktyna, niezdolny do polimeryzacji [95], regulujac
w ten spos6b odbudowe filamentéw pod btong. Gelsolina i biatka jej pokrewne wigzg sie
wzdhuz filamentéw aktyny i rozcinajg je degradujac strukture sieci aktynowej. Ta funkcja
gelsoliny zalezy wtasnie od wzrostu stezenia wolnych jondw wapnia.
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Gelsolina wraz z profiling jest gtownym regulatorem dynamiki podbtonowej sieci akty-
nowej umakrofagéw w trakcie ich reakcji na bodzce i ruchu [47]. Dodatni bodziec zewnetrzny
uwalnia jony Ca z rezerw w peryferyjnych warstwach cytoplazmy makrofaga. Gelsolina
reaguje wowczas z filamentami i rozcina je na krdtsze odcinki. Ostabienie lub zniszczenie
struktury sieci aktynowej na pobudzonym obszarze korteksu komérkowego wywotuje ode-
rwanie sie warstwy kurczliwej od btony plazmatycznej.Prowadzi to ostatecznie do wysuniecia
nibynozki w kierunku zrédta bodzca. Najnowsze badania wskazujg, ze w leukocytach poli-
morfonukleamych gelsoliny brakuje w ustabilizowanej sieci aktynowej tworzacej cytoszkielet
kortykalny, obfituje za$ w nig labilna pula aktyny endoplazmatycznej [99]. Mozna wiec sobie
wyobrazi¢ bogaty w gelsoline strumien endoplazmy naptywajacy do strefczotowych komorek
ruchliwych ipowodujacy tam miejscowg dezintegracje zwigzku cytoszkieletu z btong plazma-
tyczna [44].

Gelsolina jest rozpowszechniona w wielu rodzajach komérek tkankowych. Dwa inne
biatka blisko z nig spokrewnione pod wzgledem budowy i wiasciwosci wyizolowano ze
$luzowcdw bezkomérkowych i komoérkowych: fragmine z Physarum [48, 55] oraz Seweryne
z Dictyostelium [10]. Nie sprawdzono do tej pory obecnosci biatek z rodziny gelsoliny uameb
wiasciwych. Jes6jednak znamienne, ze iniekcja fragminy otrzymanej z Physarum pod btone
Amoeba proteus powoduje miejscowe oderwanie sie warstwy kurczliwej ijej wycofanie spod
btony, a w nastepstwie utworzenie nowego czota lokomocji [25]. Sugeruje to, ze by¢ moze,
takze u wielkich ameb stodkowodnych biatka z rodziny gelsoliny degradujg strukture sieci
aktynowej w strefach czotowych, umozliwiajgc w ten sposéb zaréwno przeptyw cytoplazmy
i ruch przedniej krawedzi komorki do przodu, jak i zsuwanie sie podbtonowego cytoszkieletu
do tyhu.

POGLADY NA CHARAKTER NAPEDU
LATERALNYCH RUCHOW CYTOSZKIELETU PODBLONOWEGO

Wspotczesnie spotyka sie dwa objasnienia wstecznego odptywu aktyny spod przedniej
krawedzi komoérek ruchliwych. Jedno z nich opiera sie na samym sposobie polimeryzacji
aktyny pod btong komérkowa, drugie za$ na interakcji aktyny z miozynami.

Dwadziescia lat temu zauwazono u Acanthamoeba [72], a p6zniej u fibroblastow [79], ze
kortykalne filamenty aktynowe sg ustawione prostopadle do btony i zwrdcone ku niej "broda-
tymi" koncami (ang. barbed ends), ktére sa odpowiedzialne za przytgczanie nastepnych
monomeréw, a zatem za przyrost filamentu. Filament przyrasta wiec przez interkalacje
nowych podjednostek pomiedzy koricami brodatymi a btong. Jednoczes$nie na przeciwlegtym
jego koncu, "zaostrzonym" (pointed end) przewaza dysocjacja aktyny do cytoplazmy. Zatem,
nawet jesli oba te procesy sg zrGwnowazone i dtugosé filamentu sie nie zmienia, wszystkie
uprzednio wbudowane podjednostki muszg odsuwac sie od btony ku wnetrzu komaérki w miare
przytgczania nowych monomerdow.

Zjawisko to, zwane po angielsku treadmilling, bywa uwazane za przyczyne wstecznego
mchu kortykalnej aktyny w lamellipodiach fibroblastow i szczytach nibynézek ameb. Stwier-
dzono istotnie, ze fluorescencyjnie oznakowane monomery aktynowe po iniekcji do wnetrza
fibroblastu i wbudowaniu w cytoszkielet przedniej krawedzi lamellipodium zaczynajg prze-
suwac sie do tylu [98]. Predko$¢ ich wedréwki jest jednak dziesieciokrotnie nizsza od
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wycofywania sie tukéw aktynowych pod powierzchnig lamelli [53]. Oceniano réwniez site
wytwarzang przez treadmilling, a okazata sie ona takze o jeden rzad wielkosci nizsza niz
potrzebna dla wywotania deformacji btony komdérkowej [14].

Jezeli treadmilling miatby by¢ wiasciwg przyczyng obserwowanych wstecznych ruchow
cytoszkieletu w korteksie fibroblastu, to inkorporacja nowych podjednostek aktyny powinna
zachodzi¢ tylko pod przednig krawedzig lamellipodium, a dysocjacja monomeréw tylko u
jego nasady. Stwierdzono, ze istotnie polimeryzacjajest ograniczona do bardzo waskiej strefy
przedniej [68, 87]. Depolimeryzacja zachodzi jednak réwnomiernie w catym lamellipodium
fibroblastéw i keratynocytéw, co zapewne oznacza, ze filamenty aktynowe sg krotkie, a ich
orientacja wzgledem btony przypadkowa [91, 92]. Rzeczywiscie, filamenty aktynowe wcale
nie musza przylega¢ do btony jednym koricem, ale réwnie czesto sg z nig potaczone lateralnie
zaréwno u ameb [30, 82], jak i w komodrkach Metazoa [93].

Wszystkie te obiekcje przemawiajg przeciwko przypisaniu zjawisku treadmilling roli
motoru napedzajacego wsteczny ruch podbtonowego cytoszkieletu. Polimeryzacja aktyny
pod przednig krawedzig petznacej komorki zapewne nie jest zrodtem energii dla wycofywania
korteksu, ale tylko kompensuje spowodowane nim ubytki materiatu kurczliwego. Natomiast
za zrodto sity napedowej przewazna cze$¢ autordw uwaza skurcz sieci aktynowej wywotany
jej interakcjg z miozyng [14, 20, 21, 44, 53, 67, 73, 81, 91].

Zgadzajac sie zasadniczo z takim pogladem trzeba jednak liczy¢ sie z faktem, ze w
niemiesniowych komoérkach ruchliwych rozmieszczenie klasycznej dwugtéwkowej miozyny
Il nie pokrywa sie Scisle z topografig ruchdéw. Ruch wsteczny kortykalnej warstwy aktynowej
zaczynasie zprzodu od samej krawedzi komorki, gdzie brakuje miozyny Il. U Amoebaproteus
filamenty miozynowe wystepuja w tyle ciata i w wycofywanych nibyndzkach, natomiast w
okolicach przednich miozyny Il nie daje sie wykry¢ ani w mikroskopie elektronowym w
formie grubych filamentow [82], ani metodami immunocytochemicznymi [9, 83]. Doktadnie
takie samo rozmieszczenie miozyny Il stwierdzano u Acanthamoeba [5,103] i u Dictyostelium
[23, 105]. W fibroblastach miozyne Il znajduje sie w wycofywanej cze$ci ogonowej, wzdtuz
$cian bocznych i w lamelli, ale nie w lamellipodiach [15].

Site motoryczng napedzajacg ruch cytoszkieletu w strefach czotowych, gdzie nie ma
miozyny Il, przypisuje sie obecnie najczesciej interakcji aktyny z innymi miozynami, ogdlnie
znanymijako miozyna | wystepujgca w kilku izoformach (zwanych tez miozynami niekonwe-
ncjonalnymi). Wykryli je 20 lat temu u Acanthamoeba Pollard i Kom [72]. Wkrétce potem
znalezionoje u Dictyostelium, a obecnie znane sa w tkankach kregowcéw, owaddw, u glonéw
i drozdzy (por. [13, 60, 73]).

Miozyny I nie tworzg filamentow i sgjednogtdwkowe. Majag wiec nie dwa, ale tylko jedno
miejsce dynamicznego wigzania z aktyng zdolne do przesuwania sie wzdtuz jej filamentow.
Czesto jednak miozyny | zawierajg ponadto inne miejsce wigzania aktyny mogace przytaczac
sie statycznie do innego filamentu, zawsze za$ trzecie miejsce kotwiczace miozyne do
wewnetrznej powierzchni btony. Dzieki temu czasteczki miozyny | in vitro moga $lizgac sie
wzdtuz filamentow aktynowych [78], spinac je w sie¢ [65], a takze wywotywaé przesuwanie
sie filamentow aktyny wzdtuz bton albo nawzajem wzgledem siebie [106].

Spudich [81] i Pollard [73] sugerujg w zwigzku z tym kilka sposob6w napedzania mchu
cytoszkieletu i bton przez miozyny | w zywych komérkach. Najwazniejszym z nich wydaje
sie wywoytwanie $lizgania sie filamentéw aktynowych po wewnetrznej powierzchni btony
(lub odwrotnie, przesuwanie struktur btonowych wzdtuz filamentéw). Jest wielce znamienne,
ze w komoérkach ameboidalnych, gdzie miozyna Il wystepuje w okolicach tylnych i srodko-
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wych, miozyna |jest rozmieszczona w strefach przednich. Ten witasnie rozktad obu miozyn
zostat opisany u Dictyostelium [24], u Acanthamoeba [5, 103] oraz w fibroblastach [15, 97].
Interakcja aktyny z miozyng | wydaje sie wiec najbardziej prawdopodobnym rozwigzaniem
zagadkowej kwestii, jaki motor porusza sie¢ aktynowa pod przednig krawedzig wedrujacej
komorki.

Taki podziat miejsc i rol miozyny Il i miozyny | w niemiesniowej komaorce ruchliwej
znajduje piekne potwierdzenie w badaniach mutanta Dictyostelium, ktéry zawiera miozyne I,
ale jest pozbawiony miozyny Il. W zwigzku z tym moze on wytwarza¢ nibynézki w przodzie
ciata i dokonywac fagocytozy [17], ale nie moze przenosi¢ receptoréw powierzchniowych do
tytu komorki [71], a jego wyizolowany cytoszkielet jest niezdolny do skurczu w obecnosci
Mg i ATP [63].
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INTRACELLULAR MOVEMENT OF PIGMENT GRANULES
IN CHROMATHOPHORES AND MELANOMA CELLS

Marta MICHALIK

Zaktad Biologii Komorki, Instytut Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego Uniwersytetu
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Streszczenie: Jednym z czesSciej wykorzystywanych modeli do badan ruchow wewngtrzkomérkowych sa chromato-
fory, szczegdlnie ze skory ryb i ptazéw, oraz komérki melanoma. W artykule przedstawiono wyniki prac prowadzo-
nych w celu wyjasnienia molekularnych mechanizméw transportu granul barwnikowych w chromatoforach i
modelowych uktadach bezkomérkowych. Opisano aktualny stan wiedzy na temat identyfikacji kinezyn i dynein
cytoplazmatycznych w chromatoforach orazokresleniaich udziatu w transporcie wewnatrzkomérkowym. Oméwiono
takze prace zmierzajace do zbadania roli cAMP ijonéw wapniowych w regulacji transportu ziarnistosci barwniko-
wych w chromatoforach.

Summary: Chromathophores, in particular from skin of fishes or amphibians, and melanoma cells, are often used as
models for research on intracellular movements. Results of works aimed at the explanation of molecular mechanisms
of intracellular transport of pigment granules in chromathophores are reviewed. The actual state of research on
identification of the role of kinesins and cytoplasmic dyneins is discussed and works concerned with the regulation
of intracellular transport in chromathophores by cAMP and calcium ions are considered.

WSTEP

Chromatofory, czyli komérki barwnikowe, sg komdrkami pochodzenia ektodermalnego
wystepujacymi powszechnie w skorze wiasciwej kregowcow, w otrzewnej, oponach mézgo-
wo-rdzeniowych, w $cianie gatki ocznej. Zawierajg one w cytoplazmie ziarenka réznych
barwnikow (granule barwnikowe). Skupianie lub rozpraszanie tych ziarenek wywotuje zmiane
barwy lub jej natezenia. Zaleznie od rodzaju barwnika obecnego w komorce dzielimy
chromatofory na: melanofory zawierajace bragzowy barwnik - melanine, erytrofory - czerwo-
ny barwnik i ksantofory z z6ttym barwnikiem. Erytrofory i ksantofory noszg wspélng nazwe
lipoforéw, gdyz zawarte w nich pigmenty rozpuszczajg sie w rozpuszczalnikach organicznych
[36,46].
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Narzadem szczegdlnie obfitujagcym w rézne typy chromatoforéow jest skéra nizszych
kregowcow, zwiaszcza wielu ryb i ptazow. Barwa skory tych zwierzat jest wynikiem
kombinacji stanow skupienia i rozproszenia ziarenek barwnikowych (chromatosoméw) w
réznych typach chromatoforéw oraz ich rozmieszczenia przestrzennego. Zmiana zabarwienia
skéry zachodzi pod wptywem réznych bodzcédw: $wiatta, temperatury, dotyku itp. Chromato-
fory moga by kontrolowane przez nerwy lub hormony.

CHROMATOFORY JAKO MODEL
W BADANIACH RUCHOW WEWNATRZKOMORKOWYCH

Chromatofory sg wygodnym modelem do badania ruchéw wewnatrzkomorkowych z kilku
powodow:

a) Komorki te, szczeg6lnie ze skory ptazéw i tusek ryb, sg tatwe do izolacji i hodowli in
vitro, nawet w temperaturze pokojowej [18,24,46,60].

b) Stosujgc odpowiednie detergenty mozna z komérek barwnikowych otrzymaé modele
komorkowe o perforowanej btonie komérkowej, zawierajace nienaruszony uktad cytoszkie-
letu i biatek kurczliwych. W takich modelach ziarenka barwnikowe przemieszczaja sie
podobnie jak w nietknietych komérkach. Znacznie tatwiej mozna w nich analizowa¢ mecha-
nizm ruchéw wewnatrzkomdérkowych, wprowadzajac rézne inhibitory, metabolity, prze-
ciwciata, niezdolne  do przechodzenia przez nieuszkodzong btone  zywej komarki
[31,32,41,47,54].

c) Granule barwnikowe przemieszczajg sie w komorce w dwu przeciwnych kierunkach:
gdy transport ziarenek barwnika zachodzi ku obrzezom wypustek komérki, powoduje roz-
proszenie barwnika, a gdy transport ziarenek barwnika odbywa sie ku ciatu komérki, powo-
duje agregacje w nim barwnika [9,36,44,46].

d) Ruchy granul barwnikowych odbywajg sie z duzg szybkoscia, od 3 do 8 jam/s i moga
by¢ powtarzane wielokrotnie w szybkim nastepstwie czasu po sobie [31,45,47].

e) Ruchy granul barwnikowych in vivo sg pod kontrolg nerwowg i hormonalng, a jak
wykazano w badaniach in vitro, moga by¢ regulowane przez szereg zwigzkéw chemicznych.
Epinefryna np. wywotuje agregacje, a kofeina dyspersje barwnika w izolowanych komaérkach
[31,45].

Komérki barwnikowe byty od dawna przedmiotem zainteresowania wielu badaczy, ktérzy
starali sie wyjasni¢ mechanizm wewnatrzkomérkowych ruchéw w komdrkach zwierzecych.

Badania nad transportem granul barwnikowych w chromatoforach prowadzone byty w
kilku aspektach. Dotyczyty one:

1) opisu ruchu granul barwnikowych i identyfikacji sktadnikéw cytoszkieletu, ktore
zaangazowane sg w tym transporcie;

2) wyjasnienia mechanizmow regulacji ruchow dosrodkowych i odsrodkowych w komar-
kach chromatoforow;

3) okreslenia charakteru oddziatywan miedzy cytoszkieletem a granulami barwnikowymi
oraz w jaki sposob energia chemicznajest przemieniana na energie kinetyczng konieczng do
ruchu tych organelli.

Badania ruchéw granul barwnikowych prowadzone byty réznymi, stale udoskonalanymi
metodami, poczawszy od obserwacji w mikroskopie kontrastowo-fazowym, poprzez filmo-
wanie poklatkowe w mikroskopie Nomarskiego, a od potowy lat osiemdziesigtych z wyko-
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rzystaniem wprowadzonego przez Allena systemu wzmocnienia obrazu zwanego AVEC
(Allen‘s Video Enhancing Contrast) [3,19]. Zastosowanie mikroskopii elektronowej, autora-
diografii oraz wykorzystanie metod immunofluorescencji i immunoblotingu pozwolito na
identyfikacje elementow cytoszkieletu zwigzanych z przemieszczaniem ziarenek barwni-
kowych i wykrycie biatek odpowiedzialnych za ten ruch oraz biatek regulatorowych
[2,24,34,37,39,52].

RUCHY GRANUL BARWNIKOWYCH

Przemieszczanie sie granul barwnikowych w chromatoforach obserwowano juz w latach
trzydziestych. Matthews [30] stwierdzit, ze zmiany zabarwienia w skérze ryb zwigzane sg z
wewnatrzkomdrkowym ruchem tysiecy granul barwnikowych w melanoforach skoéry. Rozjas-
nienie, a nawet zanik barwy, jest wynikiem skupiania sie ziarenek barwnika w ciatach
komorek, natomiast rownomierne rozproszenie granul barwnikowych w catej cytoplazmie
melanoforow wywotuje lub nasila okreslong barwe. Autor ten zasugerowat, ze chromatofory
moga by¢ doskonatym obiektem do badan ruchéw w cytoplazmie komorki.

Dopiero 30 lat p6zniej, niezaleznie w kilku pracowniach, rozpoczeto badania mechanizmu
ruchu ziarnistosci barwnikowych w chromatoforach. Postuzono sie metoda fotometrii catych
komérek. Wykazano, ze komérki te zawierajg bardzo liczne mikrotubule, wzdtuz ktorych
odbywa sie ruch ziarnistosci barwnikowych [7,16,27,28,66]. Zastosowanie do badan czynni-
kow, ktére powodujg depolimeryzacje mikrotubul, takich jak: kolchicyna, winblastyna, ozie-
bianie lub podwyzszone ci$nienie hydrostatyczne, potwierdzito udziat mikrotubul w ruchu
granul barwnikowych. Rozbicie mikrotubul w chromatoforach powodowato zanik ruchu
granul barwnikowych, usunigecie za$ czynnika uszkadzajgcego mikrotubule umozliwiato
repolimeryzacje mikrotubul i przywracato réwnoczesnie zdolno$¢ ruchu ziarenek barwniko-
wych [6,34,50,66].

Jakkolwiek w réznych pracowniach uzyskano zgodne wyniki, ze granule barwnikowe sg
zasocjowane z mikrotubulami, to otrzymano rozbiezne rezultaty badan gestosci i rozmiesz-
czenia mikrotubul w chromatoforach w stanie dyspersji i agregacji barwnika. Murphy i Tilney
wykazali, ze liczba i rozmieszczenie mikrotubul sg takie same w komérkach, w ktérych
barwnik jest rozproszony, jak w komérkach z barwnikiem zagregowanym w $rodku chroma-
toforu [34]. Natomiast Schliwa i wsp. obserwowali zmiany liczby mikrotubul w zalezno$ci od
rozmieszczenia ziarenek barwnika w komoérce [44,49,51,52]. W melanoforach Pterophyllum
scalare w stanie rozproszenia barwnika w cytoplazmie komaérki liczba mikrotubul wynosita
ok. 2400. Wraz z agregacjg barwnika we wnetrzu komérki liczba mikrotubul malata do ok.
1000. Czes$¢ mikrotubul ulegata depolimeryzacji [52].

Rozmieszczenie mikrotubul w chromatoforach jest bardzo charakterystyczne. Zwigzane
jestono z ich tworzeniem sig, ktdre rozpoczyna sie od aparatu centralnego w srodku komaérki
(MTOC - microtubule organizing center) i postepuje ku obrzezom komérki. Kornce "+"
mikrotubul, na ktérych stale zachodzi ich polimeryzacja, znajduja sie na peryferiach komorki,
za$ konce na ktérych zachodzi depolimeryzacja, sq zgrupowane w ciele chromatoforu
[10]. Strukturalnapolamos$¢ mikrotubul nadaje kierunek przenoszeniu granul barwnikowych.
Agregacja barwnika w komérce zwigzana jest z przesuwaniem granul od konca "+" do
mikrotubuli, dyspersja zas$ wigze sie z przemieszczaniem granul barwnikowych od kofica
do koAca"+" mikrotubuli [31,39,46].
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Rys. 1. Schemat chromatoforu z ziarnisto$ciami barwnikowymi: a) rozproszonymi, b) zagregowanymi w ciele ko-
morki

BADANIA DOTYCZACE REGULACJI RUCHOW GRANUL
BARWNIKOWYCH

W wielu pracowniach wykazano, ze chromatofory reagujg na szerokie spektrum neuro-
transmiterbw. W melanoforach agregacja pigmentu zachodzi w odpowiedzi na dziatanie
zwigzkow, ktore sg agonistami a-adrenergicznymi [12,29,61,65] i dopaminowymi [13].
Dyspersje barwnika w izolowanych chromatoforach wywotujg zwigzki, ktére sg agonistami
a-adrenergicznymi [33], cholinergicznymi [65] i histaminowymi [13]. Jak wykazano w
licznych doniesieniach, w odpowiedzi komdrki na dziatanie hormondéw i neurotransmiteréw
dochodzi do zwiekszenia stezeniajondw Ca2+w cytoplazmie podstawowej. Pobudzenie przez
hormon odpowiednich receptoréw bionowych doprowadza do aktywacji fosfolipazy C i
hydrolizy fosfatydylo-inozytolu-4,5-bisfosforanu. W wyniku tej degradacji powstajg dwa
zwigzki o charakterze wtérnych przekaznikéw informacji: inozytolo-trisfosforan oraz diacyl-
glicerol. Czynnikiem uwalniajgcym jony Ca2+z wewnatrzkomérkowych, pozamitochondria-
Inych magazynoéw komorki jest inozytolo-trisfosforan.  Jakkolwiek do chwili obecnej
pozostaje niewyjasniony mechanizm tego procesu i nieznane sgjakos$ciowe zmiany stezenia
jondw wapnia w cytoplazmie komoérek barwnikowych, to udziatjondw wapnia w przemiesz-
czaniu sie granul barwnikowych w chromatoforach wydaje sie bezsporny. Luby-Phels i Porter
wykazali (przy zastosowaniu jonoforu A 23187), ze w hodowli in vitro w buforze pozbawio-
nym Ca2+ erytrofory nie wykazujg agregacji barwnika i ze minimalne stezenie jonéw Ca2+
wymagane do agregacjibarwnikaw tych komorkach wynosi 5x 10-6 M [23]. Podobne rezultaty
otrzymano w badaniach prowadzonych na innych chromatoforach [32,57]. Obserwacje te
wskazuja, ze stezenie jonow Ca2+ w cytoplazmie odpowiedzialne jest za ukierunkowanie
ruchu granul barwnikowych i moze odgrywac znaczacag role w regulacji tego procesu w
komorce. Jak wiadomo z wcze$niejszych prac, jony Ca2+jako drugi informator w ukfadzie
przekazywania sygnatu, moga by¢ wigzane przez kalmoduline, ktéra przechodzac w forme
aktywng stymuluje CaM-Ca-zalezne kinazy biatkowe badz fosfatazy fosfoproteinowe.



RUCHY WEWNATRZKOMORKOWE GRANUL BARWNIKOWY CH 117

Thaler i Haimo wykazali, Zze agregacja barwnika w melanoforach wymaga aktywnosci
fosfatazowej [60]. Agregacja barwnika, ale nie jego dyspersja, byta hamowana przez kwas
okadainowy w stezeniu wymaganym do zahamowania aktywnosci fosfatazowej kalcineuryny.
Zalezna od jonéw wapnia i kalmoduliny fosfataza, zwana kalcineuryng, jest endogenna
fosfatazg posredniczaca w agregacji barwnika w melanoforach. Obecno$¢ kalcineuryny w
melanoforach wykazano metoda immunofluorescencyjng [60]. Wykazano réwniez, ze zaha-
mowanie aktywnosci fosfatazowej kalcineuryny przez swoiste przeciwciata powodowato
zahamowanie agregacji barwnika w poddanych lizie modelach chromatoforéow [59,60], nato-
miastdodanie egzogennej kalcineuryny (izolowanej zmézgu wotowego) wzmagato agregacje
barwnika w tych komérkach [60]. Agregacje barwnika w zywych melanoforach hamowano
réwniez antagonistami kalmoduliny TFP (trifluoperazyng), CZM (kalmidizolium), W-7 (N-
6-aminoheksyl-l-naftalenosulfonamidem) [60]. Zaréwno aktywacja, jak i inhibicja kalcineu-
ryny nie miaty natomiast wptywu na dyspersje barwnika [59,60].

Niezaleznie wykazano, ze dyspersja barwnika w melanoforach jest zaleznaod cAMP [14],
a dodanie egzogennego cAMP do hodowli melanoforéw indukuje dyspersje barwnika [41].
Doniesiono takze, ze hormon przysadkowy MSH (melanocyte stimulating hormone), ktory
podwyzsza poziom cytoplazmatycznego cAMP, stymuluje dyspersje barwnikéw w melano-
forach [17]. Réwniez teofilina, ktdra podwyzsza wewnatrzkomérkowe stezenie cCAMP, po-
wodowata dyspersje barwnika w chromatoforach, natomiast MCH (melanin concentrating
hormone) i noradrenalina, ktére obnizajg wewnatrzkomérkowe stezenie cAMP, wywotywaty
agregacje barwnika w melanoforach [58]. Chociaz udowodniono udziat cAMP w regulacji
procesu dyspersji barwnika w chromatoforach, niewyjasniony pozostawat mechanizm tej
regulacji. Moznabyto przypuszczaé, ze cAMP wywiera swoj efekt poprzez aktywacje CAMP-
zaleznej kinazy biatkowej odpowiedzialnej za fosforylacje biatka, ktdre petni role w regulacji
przemieszczania ziarenek barwnika. Lynch i wsp. [24,25] potwierdzili to przypuszczenie
wykazujac, ze w ksantoforach cAMP indukuje dyspersje barwnika poprzez fosforylacje, z
udziatem kinazy biatkowej, polipeptydu o masie 57 kDa. Struktura tego polipeptydu pozostaje
nieznana. By¢é moze jest to podjednostka kompleksu przenosnikowego, biatko regulatorowe
lub autofosforylowana podjednostka kinazy biatkowej [47]. Na modelach melanoforow
wykazano, ze biatko inhibitorowe kinazy biatkowej A wstrzymuje dyspersje barwnika [42].
Przedstawione wyniki badan wskazuja, ze dyspersja barwnika w chromatoforach jest zalezna
od cAMP, natomiast agregacja barwnika wymaga udziatu jonéw Ca2+. Sugerowano zatem,
ze istniejg dwie drogi regulacji ruchu granul barwnikowych, stymulowane przez odrebne
receptory btonowe, np. ar iaZ2-adrenoreceptory [4,21], Wewnatrzkomérkowe procesy zalez-
ne od ar i aZ2-adrenoreceptorow sg odmienne. Pobudzenie a r adrenoreceptora powoduje
podniesienie wewnatrzkomorkowego stezenia jondw Ca2+, natomiast pobudzenie oc2-adre-
noreceptora obniza poziom cAMP [11].

Thaler i Haimo [61] zastosowali szereg zwigzkow, ktore sg agonistami lub antagonistami
receptorbw ar i aZ2-adrenergicznych, aby sprawdzi¢, jak pobudzenie tylko jednego z
receptoréw wptywa na przemieszczanie barwnika w melanoforach (rys. 2). W komoérkach z
rozproszonym barwnikiem, w ktérych zablokowano receptory a r adrenergiczne antagonista
(prazosin), agregacja barwnika byta prawie zupetnie zahamowana zaréwno po stymulacji
ocj-agonistg (PHE, MOX), jak i a2-agonistag (CLO, TL-99). Podobnie zablokowanie a 2-adre-
noreceptoréw catkowicie hamowato agregacje barwnika, nawet po stymulacji komérek ocr
agonistg. Stad wniosek autoréw, ze pobudzenie tylko jednego z adrenoreceptoréw, a zatem
zmiana stezenia tylko jednego z przenos$nikéw informacji (jonéw Ca2+ lub cAMP), jest



M. MICHALIK

118
a, agonista
i
AV
R a btona komérkowa
I cytoplazma
|
v
t Cat
CN|
> Catt *CaM /
Ca®2 *CaM-CN t
DYSPERSJA AGREGACJA
BARWNIKA BARWNIKA
A p—BIALKO BIALKO -------- >
@ ct R2 C2|
Rj (cCAMP),
I CAMP
A
|
|
btona komdrkowa R dj
N
i
<4 agonista

Rys. 2. Model adrenergicznej regulacji ruchu granul barwnikowych w melanoforach, rysunek wg [61] zmodyfiko-

wany: R, ,R2 - receptory adrenergiczne a (i 0", CaM - kalmodulina, CN - kalcineuryna, R2C2- fosfokinaza
A (R - podjednostka regulatorowa, C - podjednostka katalityczna ), t - zwiekszenie, i - zmniejszenie aktywnosci
lub stezenia

niewystarczajgca do wywotania agregacji barwnika, a maksymalna agregacja zachodzi w
melanoforach tylko przy réwnoczesnym obnizeniu poziomu cAMP i podwyzszeniu stezenia
jonéw Ca + w cytoplazmie. Wspoétdziatanie obu przenosnikéw drugiego rzedu jest zatem
konieczne do regulacji ruchéw granul barwnikowych. Autorzy ci zaproponowali model
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adrenergicznej regulacji ruchu granul barwnikowych w melanoforach, ktéry schematycznie
przedstawiony jest na rysunku 2.

BADANIA DOTYCZACE MECHANIZMU RUCHOW GRANUL
BARWNIKOWYCH

Rozdziat i Haimo [41,42] podjeli prébe wyjasnienia, czy mechanizm dwukierunkowego
ruchu granul barwnikowych jest taki sam w obie strony, czy tez agregacja i dyspersja barwnika
aktywowane i regulowane sa w odmienny sposéb. Wykazali, ze agregacja i dyspersjabarwnika
w melanoforach zachodzg tylko w obecnosci ATP, ale majg r6zne zapotrzebowanie na ATP.
Agregacja barwnika moze by¢ zapoczatkowana w nizszym stezeniu ATP (1 fiM) niz dyspersja
(40 pM). W dodatku agregacje mozna wywota¢ nawet przez dodanie ADP, natomiast
dyspersje barwnika mozna wywota¢ trifosforowym analogiem ATP - ATPyS. Steams i Ochs
[57] podali, ze inne niz ATP nukleotydo-trifosforany (CTP, ITP, GTP, UTP) moga dostarcza¢
energii do ruchéw granul barwnikowych, ale inni badacze nie potwierdzajg tych doniesien
podkreslajac, ze do przemieszczania ziam barwnikowych wzdtuz mikrotubul konieczna jest
hydroliza ATP z udziatem ATP-azy [9,20,32,41,46].

Postep w wyjasnieniu molekularnych podstaw ruchu granul barwnikowych przyszedt wraz
zoczyszczeniem biatek, ktore stanowia "molekularny motor" wewnatrzkomérkowych ruchow
wzdtuz mikrotubul. Jednym z nich jest kinezyna. Biatko to odkryto podczas badan nad
transportem ziarnisto$ci neurosekrecyjnych w aksonie katamamicy [62], Biatko to o masie
380 kDa zawiera 4 polipeptydy: 2 tancuchy ciezkie (Mw 124 000) i 2 tancuchy lekkie (Mw
64 000) [8]. Lancuch ciezki zawiera N-koncowg, globulamg domene, w ktérej zlokalizowane
jest miejsce wigzania czasteczki kinezyny do mikrotubuli [67]. Drugi koniec czasteczki
kinezyny moze wigzac sie z transportowang czastka (rys. 3). Kinezynajest mechanochemiczng
ATP-aza. Czasteczka kinezyny moze przesuwac sie wzdtuz mikrotubuli, odjej koncado
konca "+" transportujac zwigzang ze sobg czastke i wykorzystujac energie uwolniong ze
zhydrolizowanego ATP [48,55,56]. Badania w modelowym uktadzie pozakomdrkowym,
prowadzone gtdwnie na oczyszczonej kinezynie z komoérek nerwowych, wykazaty, ze kine-
zyna zaadsorbowana na powierzchni szkta lub plastyku moze przesuwac zwigzang ze sobg
mikrotubule [62]. Wzdtuz mikrotubul czasteczki kinezyny przesuwajg sie transportujagc w
kierunku konca "+" lateksowe kulki lub cze$ciowo oczyszczone organelle komorkowe
[62,63,64]. Jak dotychczas nie prowadzono podobnych badan modelowych w uktadzie poza-
komoérkowym w odniesieniu do transportu ziarnistosci barwnikowych. Radionov i wsp.
wykazali udziat kinezyny w ruchu granul barwnikowych w melanoforach [39]. Zastosowali
oni poliklonalne przeciwciata przeciw tancuchowi ciezkiemu kinezyny, ktore hamujg zalezny
od kinezyny ruch wzdtuz mikrotubul w uktadzie bezkomdrkowym, do badar roli kinezyny w
transporcie granul barwnikowych w melanoforach. Wykazali, ze mikroiniekcja tych przeciw-
ciat do melanoforéw powodowata catkowite zahamowanie dyspersji barwnika, nie wywierata
natomiast wptywu najego agregacje. Stwierdzili wiec, ze transport granul barwnikowych w
komaorce w kierunku od$rodkowym odbywa sie z udziatem kinezyny, zgodnie z kierunkiem
jej przemieszczania sie od konca do "+" mikrotubuli. Wykazali rowniez, ze w ruchu
dosrodkowym ziarnisto$ci barwnikowych nie uczestniczy kinezyna [39].

Kinezyna okazata sie motorem tylko dla ruchu wzdtuz mikrotubul od kornca do "+".
Zaczeto zatem poszukiwaé biatek odpowiedzialnych za ruch w przeciwnym kierunku. Jedno
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KINEZYNA
miejsce wiazania miejsce wiazania
do granuli barwnikowej do mikrotubuli

70 nm

Rys. 3. Schemat budowy czasteczki kinezyny

z bialek zwigzanych z cytoplazmatycznymi mikrotubulami, MAP1C, wykazywato zdolnos$¢
ruchu wzdtuz mikrotubuli od jej koica "+" do Biatko MAP1C o0 masie ok. 1000 kDa,
ztozone z kilku polipeptyd6éw, podobnie jak kinezyna moze globulamg gtowka wiazac sie z
mikrotubula, a do drugiego korica czasteczki przytacza¢ transportowang granule i przemiesz-
czac jg wzdtuz mikrotubuli w kieruku przeciwnym niz kinezyna. Do ruchu wymaga ATP.
Biatko MAP1C okazato sie cytoplazmatyczng dyneing podobpg w swej strukturze i funkcji
do dyneiny obecnej w wiciach i rzeskach [15,26,38,43,55]. Budowe czasteczki dyneiny
cytoplazmatycznej przedstawiono schematycznie na rysunku 4.

Ostatnio w kilku pracowniach wykazano, ze inhibitory ATPazy dyneiny (wanadian oraz
EHNA=erytho-9-[3-(2-hydroksynonyl)]adenina) blokuja agregacje pigmentu w melanofo-
rach [9,35] i erytroforach [5] oraz komérkach melanoma [37]. Potwierdza to, ze dyneina bierze
udziat w transporcie granul barwnikowych zasocjowanych z mikrotubulami. Niektérzy bada-
cze podwazajg warto$é tych doswiadczen podkreslajagc matg specyficznos¢ tych inhibitorow
[53]. Obecnosé dyneiny w komérkach melanoma, jej lokalizacje wzdtuz mikrotubul oraz jej
udziat w agregacji barwnika w komorce wykazali Ogawa i wsp. metodg barwienia immuno-

DYNEINA
miejsce wigzania miejsce wigzania
do granuli barwnikowej do mikrotubuli

41 nm

Rys. 4. Schemat budowy czasteczki dyneiny cytoplazmatycznej
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fluorescencyjnego oraz immunoblotingu [37]. Praca ta potwierdza udziat dyneiny w trans-
porcie granul barwnikowych. Przytoczone rezultaty badan wskazujg na udziat zaréwno
kinezyny, jak i dyneiny w przemieszczaniu ziarenek barwnikowych w chromatoforach.
Transport ziarnistosci barwnikowych do wnetrza komérki, czyli agregacja odbywa sie z
udziatem dyneiny, od konca "+" do korica mikrotubuli, przemieszczanie za$ granul w
kierunku przeciwnym, czyli dyspersja barwnika, zachodzi z udziatem kinezyny (rys. 5).

Akijama i Matsumoto [1] stwierdzili, ze mikroiniekcja zwigzanych z falloidyng antyakty-
nowych przeciwciat do rybich komoérek barwnikowych blokowata przemieszczanie sie ziar-
nistosci barwnika. Sugeruje to zaangazowanie aktyny w wewngtrzkomaérkowych ruchach
granul barwnikowych. Pdzniejsze badania tych samych autorow wykazaty obecno$é takze
miozyny w komdrkach barwnikowych [2]. Obok wcze$niej postulowanej translokacji ziarni-
stosci barwnikowych wzdtuz mikrotubul z udziatem kinezyny i dyneiny autorzy ci zasugero-
wali translokacje zalezng od mikrofilamentéw aktynowych z udziatem jednogtéwkowych
miozyn |I.

Transport granul barwnikowych w chromatoforach wykazuje wiele cech wspélnych z
transportem w aksonach neuronéw, w komoérkach gruczotowych i niektérych komarkach
roslinnych. Ze wzgledu jednak na tatwa izolacje chromatoforéw i dogodno$¢ obserwaciji
przemieszczania barwnych granul sg one doskonatym obiektem do badan ruchéw wewnatrz-
komérkowych i nalezy sadzi¢, ze w najblizszych latach wzros$nie liczba prac dotyczacych
ruchéw granul barwnikowych w chromatoforach i komérkach melanoma.

granula
barwnikowa

dyneina

kinezyna

Rys. 5. Schemat przenoszenia granul barwnikowych wzdtuz mikrotubuli
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ZJAWISKO KONTAKTOWEGO NAPROWADZANIA
KOMOREK

CONTACT GUIDANCE OF CELLS

Jarostaw CZYZ
Zaktad Biologii Komarki Instytutu Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego UJ, Krakéw

Streszczenie. Przedstawiono aktualnie prowadzone badania genezy, mechanizméw oraz znaczenia kontaktowego
naprowadzania komérek. Omoéwiono hipotezy wyjasniajace wptyw wiasciwosci fizycznych i chemicznych podtoza
na morfologie i zachowanie komoérek, a takze przyktady roli naprowadzania przez kontakt w embriogenezie i
morfogenezie.

Stowa kluczowe: naprowadzanie przez kontakt, ruchy komérkowe

Summary. The contemporary research on mechanisms and role of contact guidance has been presented. The
hipotheses explaining the influence of physical and chemical properties of substratum on morphology of cells grown
in cultures have been discussed, and the examples of the role of contact guidance in morphogenesis and embryogenesis
have been described.

Key words: contact guidance, cell motility

I. WSTEP

Budowa anatomiczna organizmu zwierzecego jest wynikiem dziatania mechanizmoéw
regulacyjnych, ktére wywotujac okreslone reakcje komoérek prowadzg do tworzenia i utrzy-
mywania wyspecjalizowanych struktur wielokomdrkowych. Reakcje komoérek na bodzce
okre$lane sg zarowno przez ich wiasciwosci, zwigzane np. ze stanem fizjologicznym, jak i
przez jakos¢ i natezenie sygnatu. Wsrdd czynnikéw dziatajgcych na komoérki w strukturach
wielokomorkowych duza role przypisuje sie wzajemnym oddziatywaniom komérek z ich
bezposrednim otoczeniem. Jedng z cech mikrosrodowiska komarek in vivo jest anizotropia
wiasciwosci chemicznych i fizycznych, ktéra wywotywaé moze zmiany morfologii i kierunku
ruchu prawidtowych komdrek zwierzecych. Odziatywania tego typu leza u podstaw zjawiska
naprowadzania przez kontakt. Uwaza sie, iz sg one szczegllnie wazne w czasie embriogenezy
i morfogenezy, gdyz mogg samodzielnie kierowa¢ procesami tworzenia i utrzymywania
struktur wtasciwych organizmom wielokomoérkowym [26, 27].
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D. BADANIA REAKCJI PRAWIDLOWYCH KOMOREK
ZWIERZECYCH
NA ANIZOTROPIE WEASCIWOSCI FIZYCZNYCH PODLOZA

Pierwsze doniesienia na temat reakcji komdrek na rzezbe podtoza pochodzg z poczatku
wieku [33], jednak dopiero doswiadczenia P. Weissa wykonane w latach czterdziestych i
piecdziesigtych wykazaly powszechno$¢ tego zjawiska [57,58,59]. Zaproponowat on kilka
modeli doswiadczalnych pozwalajgcych na badanie wptywu wiasciwosci podtoza na ksztatt i
kierunek ruchu komérek. Hodujac komorki w sieci wtokien fibryny ze skrzepu zaobserwowat,
iz wraz ze wzrostem stopnia orientacji wtokien wywotanej rozcigganiem skrzepu nastepuje
polaryzacja ksztattu komorek. Autor badat takze zachowanie sie komaérek na tuskach rybich,
ktérych charakterystyczng cechg sg zorientowane rownolegle wtdkna kolagenu oraz na
powierzchniach pokrytych pasmami silikonu lub mikrorowkami. We wszystkich tych do-
Swiadczeniach obserwowat zmiane ksztattu komoérek z wielokatnego na dwubiegunowy.
Zjawisko to uznat za efekt dziatania sit porzadkujacych (np. witokna fibryny) [59] lub
wydzielania przez komorki zorientowanych liniowo makroczasteczek [56,57]. Zasugerowat
réwniez, iz w wypadku komorek hodowanych na podtozu pokrytym mikrorowkami zachowa-
nie sie komaorek moze by¢ wynikiem wrazliwosci komérek narzezbe podtoza [59].

Curtis [13] hodujac komoérki na wtoknach silikonowych obserwowat ich orientowanie sie
w kierunku osi diugiej widkien, nie stwierdzit jednak odktadania biatek na ich powierzchni.
Na tej podstawie zasugerowat, ze reakcja komorek na wiasciwosci rzezby podtoza ma
bezposredni charakter.

Powyzej opisane doswiadczeniawykazaty wptyw wiasciwosci mikrosrodowiska nazacho-
wanie sie komdrek, nie doprowadzity jednak do wyjasnienia zjawiska. Wynikato to ze
ztozonosci uktadéw doswiadczalnych, ktéra uniemozliwiata przeprowadzenie pomiaréw ilo-
Sciowych. Postep w badaniach nad zjawiskiem naprowadzania kontaktowego zaznaczy# sie w
latach siedemdziesigtych i osiemdziesigtych wraz z rozwojem wiedzy o strukturze cytoszkie-
letu oraz jego funkcjach w procesach ruchowych. Wazne byto takze opracowanie nowych
technik doswiadczalnych, umozliwiajacych rozdzielenie wptywéw réznych czynnikéw na
komérki oraz projektowanie ukfadéw doswiadczalnych o okreslonych parametrach
[4,9,10,11,12,14].

Nowych danych dotyczacych mechanizmu reakcji komorek na wiasciwosci fizyczne
podtoza dostarczyty doswiadczenia Dunna i Heatha [17]. Badali oni zachowanie sie komdrek
hodowanych nawtoknach szklanych oraz na styku dwoch ptaszczyzn nachylonych w stosunku
do siebie pod réznym katem. Wykazali, iz nasilenie reakcji komorek jest odwrotnie propo-
rcjonalne do $rednicy wiokna i wprost proporcjonalne do kata nachylenia ptaszczyzn. Zaob-
serwowali rowniez przechodzenie komorek zjednej powierzchni na druga, gdy kat pomiedzy
powierzchniami nie byt wiekszy niz 16 stopni. Wedlug autoréw wynika to ze sztywnosci
wypustek zawierajacych cytoszkielet i trudnosci zginania struktur o charakterze widkien
naprezeniowych. Wypustka znajdujaca sie w innej ptaszczyznie niz ciato komérki musiataby
mie¢ cytoszkielet, ktérego organizacja nie wykazywataby ciggtosci z cytoszkieletem ciata
komorki.Jesli ksztatt podtozaograniczawjednym zkierunkow dtugosc¢ struktur cytoszkieletu,
moze to doprowadzi¢ do dominacji struktur zorientowanych w innym kierunku. Spowoduje
to zmiane polaryzacji ksztattu komarki i kierunku jej ruchu [17].
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Dunn iClark [9,17] uzyskali wyniki wskazujgce na wptyw kata, jaki tworzy powierzchnia,
na ktérej znajduje sie komorka, ze $ciang przeszkody, na prawdopodobienstwo jej pokonania
przez komorke. Kat wklesty (pomiedzy nizszg ptaszczyzng a Sciang przeszkody) jest tatwiej
pokonywany niz kat wypukty (pomiedzy wyzszg ptaszczyzng a $ciang przeszkody). Wigzac
sie to moze z koniecznoS$cig znaczniejszego zgiecia wypustki. Jednoczes$nie wykazano [9]
zalezno$¢ reakcji komorek od wiasciwosci chemicznych obu ptaszczyzn.

Ohara i Buck [48] zaobserwowali, ze komorka ma zdolno$¢ przekraczania rowkoéw o
szerokosci mniejszej niz jej dtugosé. Obserwacje te byty zgodne z hipotezg Dunna i Heatha
zaktadajaca role sztywnosci cytoszkieletu [17]. Hipoteza ta nie ttumaczy, w jaki sposéb
komoérki dopasowuja swoj ksztatt i kierunek ruchu do kierunku przebiegajacych pod nimi
rowkéw. Wedtug Ohary i Bucka za orientacje komorek w takim uktadzie doswiadczalnym
odpowiedzialne sg ograniczenia w tworzeniu kontaktéw zogniskowanych (ang. focal con-
tacts). W ich wyniku struktury utworzone wzdtuz rowkdw wykazujg silniejsza adhezje niz
struktury utworzone w poprzek rowkéw. Wywotuje to reakcje komorki polegajaca na jej
rozptaszczeniu w kierunku réwnolegtym do osi przeszkaod.

W ostatnim czasie niektorzy autorzy podwazyli wnioski Ohary i Bucka. Wykazano [20]
ze komorki majg zdolno$¢é tworzenia kontaktéw zogniskowanych zaréwno wewnatrz, jak ina
zewnatrz rowkéw o gtebokosci 0,69 pm. Meyle i wsp. zaobserwowali dopasowanie ksztattu
btony komérkowej do tak ptytkich rowkéw [45]. Takze zalezno$¢ reakcji komoérek od
gtebokos$ci rowkdw potwierdza obserwacje Meyle’a [11]. Komérki epitelialne MDCK,
rosnace jako kolonia nie wnikaja do wnetrza rowkow i nie wykazujg przy tym zorientowania
migracji [10].

Brunette [5] badat zachowanie sie komorek hodowanych na podtozu o podwo6jnym rowko-
waniu. Wewnatrz wiekszych rowkdéw (szer. >100 pm, gieb. 92 pm) znajdowaty sie¢ mniejsze
rowki (szer. 4,7 pm) ustawione skos$nie wzgledem osi rowkoéw wiekszych. Komorki ustawiaty
sie wzdtuz rowkdw mniejszych tylko wtedy, gdy brak byto rowkéw wiekszych. Stwierdzit
tez, iz wbrew obserwacjom Dunna i Heatha lamellipodia komdrek moga ulega¢ znacznym
odksztatceniom. Sugerowat on przypadkowa (statystyczna) zdolnos¢ komoérek do pokonywa-
nia przeszk6d wynikajacych z uksztattowania podtoza.

Clark i wsp. [9,10] zaobserwowali, ze im wieksza przeszkoda, tym mniej komérek moze
ja pokonac. Jednocze$nie autorzy ci potwierdzili wczedniejsze doniesienia Brunette o zdoIno-
§ci komorek do odksztatcen lamellipodium [6]. Na podstawie uzyskanych wynikéw zasuge-
rowali zalezno$¢ reakcji komorki na rzezbe podtoza od stopnia, w jakim przeszkoda zmienia
prawdopodobieAstwo utworzenia przez komoérke wypustki mogacej zapoczatkowaé ruch
komorki w danym kierunku [9,10]. Gtdwnym czynnikiem moze by¢ sztywno$é struktur
cytoszkieletalnych postulowana m.in. przez Dunna i Heatha [9, 17] oraz dgzenie komorki do
zminimalizowania znieksztatcenia cytoszkieletu.

11 WPLYW CIAGLYCH | NIECIAGLYCH GRADIENTOW
ADHEZYJNOSCI NA POLARYZACIJE KSZTALTU | KIERUNKU
RUCHU KOMOREK

Wykazanie reakcji komdrek na wasciwosci fizyczne i chemiczne podioza sktonito bada-
czy do opracowania uktadéw doswiadczalnych utatwiajacych badanie wptywu anizotropii
adhezyjnosci podtoza na zachowanie komarek.
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Carter [7] uzyskat ciagty gradient adhezyjnosci przez napylanie palladu na powierzchnie
pokrytg octanem celulozy. Komarki hodowane na tak przygotowanym podtozu wedrowaty od
obszaru o mniejszej adhezyjnosci do obszaru o wigkszej adhezyjnosci, tak jak to przewidywali
Gustafson i Wolpert [25]. Zjawisko to Carter nazwat haptotaksjg. Dunn [19], obserwujac
zachowanie komérek hodowanych na réwnolegtych pasmach octanu celulozy i szkta zauwa-
zyt, ze komérki wykazywaty polaryzacje ksztattu na pojedynczym pasmie szkta o szerokosci
15 |im, jednak nie wykazywaly tej reakcji na wielokrotnych pasmach o szerokosci 10 pm.
Podobne wyniki otrzymali Clark i wsp. [12] hodujac komorki na pasmach o zréznicowanej
adhezyjnosci i szerokos$ci od 4 do 50 pm. Wykazali oni stopniowy charakter reakcji komadrek
BHK na zmieniajace sie szerokosci pasm. Komorki nie reaguja na pasma o szerokosci 4 pm,
jednak wraz ze wzrostem ich szerokosci reakcja komorek sie nasila. Komarki epitelialne
MDCK maksimum reakcji osiggaja juz przy niewielkich szerokosciach pasm [12]. Na tej
podstawie autorzy zasugerowali, ze za takie zachowanie komorek odpowiedzialne sa wypustki
wysuwane ponad obszarami o matej adhezyjnos$ci. Dzieki nim komérki sg w stanie pokonac
tego typu przeszkode, jednak wydajnos¢ takiego ruchu zalezy od szerokosci pasm o malej
adhezyjnosci [37]. Roznice w reakcjach komorek pochodzacych z réznych linii moga by¢
efektem réznej dtugosci tworzacych sie wypustek. Na przyktad aksony niektérych neuronéw
sg w stanie pokonywac przeszkody o szerokosci do 50 pm. [30]

Podstawowy mechanizm reakcji na ciggte i nieciggte gradienty adhezyjnoscijest podobny.
W obu wypadkach moze on zaleze¢ od prawdopodobiefstwa ukierunkowania przez dang
wypustke ruchu komaérki. Jest ono mniejsze dla wypustek wysuwanych w kierunku obszarow
o mniejszej adhezyjnosci. Wypustki przyczepione do tych obszaréw sg tatwiej wycofywane,
a zatem trudniej im ukierunkowac ruch komdarki [25]. W wypadku gradientow nieciggtych
prawdopodobienstwo to zwieksza sie, jesli wypustka wysunieta w kierunku obszaru o matej
adhezyjnosci moze osiggna¢ pasmo duzej adhezyjnosci.

V. ZACHOWANIE SIE KOMOREK
NA ZELACH KOLAGENOWYCH | FIBRONEKTYNIE

Rownolegle z badaniami zachowania sie komérek na podtozach sztucznych prowadzone
byty prace majace na celu opisanie i wyjasnienie mechanizmoéw rzadzacych zachowaniem
komoérek w warunkach nasladujgcych sytuacje in vivo. Ws$réd nich na uwage zastuguja
doswiadczenia z wykorzystaniem zeli kolagenowych. Kolagen jest biatkiem powszechnie
wystepujacym w macierzy miedzykomoérkowej. Okreslenie natury oddziatywali zachodzg-
cych miedzy tym biatkiem a komaérkami jest wazne dla zrozumienia mechanizmoéw lezgcych
u podstaw wielu proceséw zachodzacych in vivo.

Rownolegle zorientowane widkna kolagenu wywierajg na komaérki podobny wptyw jak
réwnolegte przeszkody natury fizycznej lub chemicznej [16,18,21,34,40,56,58]. Komorki
hodowane w takich warunkach sg stabiej rozptaszczone, bardziej spolaryzowane, czesto
przybieraja ksztatt wrzecionowaty [34]. Takie ksztalty komorek odzwierciedlajg znaczng
anizotropowos$¢ fizyczng i chemiczng zeli kolagenowych. Dunn i Ebenthal [18] uwazaja, iz
za orientacje ksztattu i ruchu komdérek odpowiada uktad przestrzenny witokien kolagenu. Nie
leza one w jednej ptaszczyznie i moga przez to powodowac koniecznosci odksztatcen
cytoszkieletu przyczepionej do nich komorki. Autorzy ci zaktadajg wiec wrazliwo$¢ komoérek
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na anizotropie fizycznych wiasciwosci podtoza. Zgodne to jest z wnioskami Clarka [9,10] i
wynikami do$wiadczeh Heatha [34]. Wedtug Armstronga [2] na polaryzacje ksztattu komorek
zgodng z kierunkiem przebiegu widkien kolagenu moze mie¢ wptyw kierunkowa anizotropia
elastycznosci zelu. Wtokna kolagenu sg znacznie bardziej odporne na dziatanie sit dziataja-
cych w kierunku rownolegtym do osi widkna niz w kierunku prostopadtym.

Z punktu widzenia embriologii interesujgce byto stwierdzenie, ze interakcje pomiedzy
komédrka a zelem majg charakter wzajemny, tzn. nie tylko utozenie wtékien wptywa na
polaryzacje komorki, lecz takze sity wytwarzane przez komorki moga powodowac orientacje
wioékien kolagenu [31,40,52]. Obserwacja ta pozwala sugerowa¢ mechanizm powstawania
wysoko zorganizowanych struktur zwigzany z witasciwosciami mechanicznymi komoérek.
Wedtug Klebe’a i wsp. [40] receptory klasy integryn majace zdolnos¢ odziatywan zaréwno z
kolagenem, jak i fibronektyng moga petnic¢ role posrednikéw w przenoszeniu do wnetrza
komorki informacji o przestrzennej organizacji tych biatek [39,41], Dopasowanie wigzek
filamentéw aktynowych do kierunku orientacji struktur wtoknistych podtoza moze powodo-
wacé dalsze ich uporzadkowanie poprzez dziatanie sit wytwarzanych przez zorientowane
struktury cytoszkieletu komorki. Hipoteza ta poparta jest wynikami wskazujacymi na wptyw
uktadu fibronektyny zwigzanej z podtozem na rozmieszczenie receptora w btonie oraz na
uporzadkowanie filamentéw aktynowych wewnatrz komorki [35,36,49]. Pozwala ona takze
wyjasni¢ zachowanie komérek hodowanych na spolaryzowanych liniowo pasmach fibrone-
ktyny adsorbowanych na szkle. Komérki hodowane w takich warunkach wykazujg polaryza-
cje ksztattu zgodng z ich kierunkiem [55].

Pasma fibronektyny moggajednakze stanowi¢ przeszkody, ktére pomimo nanometrowych
wymiaréw mogg wptywac na orientacje komorki. Ciggte gradienty stezenia tego biatka moga
wywotywaé reakcje haptotaktyczne, a nieciggte - reakcje analogiczne do opisanych przez
Clarka [12].

V. POROWNANIE MECHANIZMOW REAKCJI KOMOREK
NA FIZYCZNE | CHEMICZNE WLASCIWOSCI PODLOZA

Reakcje komérek na czynniki wywotujagce polaryzacje ich ksztattu i kierunku ruchu
zwigzane sg z wiasciwosciami cytoszkieletu. Majg one charakter statystyczny i sg efektem
zmiany prawdopodobieristwa utworzenia przez komorke wypustki zdolnej do ukierunkowania
jej ruchu. W wypadku reakcji komoérek na whasciwosci fizyczne podtoza zmiana ta nastepuje
w wyniku zaburzenia struktury przestrzennej cytoszkieletu lub oddzielenia cytoszkieletu
wypustki od cytoszkieletu ciata komorki [9,10,17]. Wiasciwos$ci chemiczne podtoza wplywajg
na zdolnos¢ komorek do organizacji struktur cytoszkieletu, zaangazowanych w procesach
mchowych. Wynika to z roli stabilnych kontaktow receptoréw btonowych z podtozem w
tworzeniu aparatu lokomotorycznego komarki [12].

Na korelacje pomiedzy organizacjg cytoszkieletu a podatno$cig komoérek na dziatanie
omawianych czynnikéw wskazujg wyniki badan nad komérkami charakteryzujacymi sie
labilnym cytoszkieletem, takimi jak komadrki nowotworowe lub leukocyty wielojgdrzaste
[9,23]. Wykazano brak reakcji tych komérek na przeszkody w warunkach, w ktérych inne
typy komorek wykazujg silng reakcje [23]. W wypadku komdrek nowotworowych to wiasnie
brak reakcji na anizotropie wasciwosci fizycznych i chemicznych podtoza zwrécit uwage
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badaczy na ich cytoszkielet, co doprowadzito do odkrycia réznic w jego organizacji w
poréwnaniu z komdrkami prawidtowymi [1]. Wyniki badan Middletona i Clarka [10,46]
dotyczace zaleznego od kontaktu rozptaszczenia komérek epitelialnych wskazywaé moga na
wplyw anizotropii naprezen panujacych wewnatrz komérki na jej zdolnos¢ do migracji w
danym kierunku. Clark i wsp. wykazali [10], iz kontakty miedzy komérkami pozwalajg
przezwyciezy¢ im wpltyw przeszkod natury zardwno fizycznej, jak i chemicznej. Mozna
przypuszczac, ze poczatkowo reakcja komaérki wywotywanajest wytacznie przez wtasciwosci
podtoza, ktére wymuszaja rownolegte utozenie wigzek mikrofilamentow. Struktury te bedac
elementami kurczliwymi prowadza do nierownomiernego rozktadu naprezerh panujgcych w
komérce. Sprzyja to, niezaleznie od bezposredniego wptywu podtoza, wysuwaniu wypustek
w kierunku réwnolegtym do przebiegu struktur cytoszkieletu. Podobne zjawisko moze wyste-
powa¢ w uktadach ze zorientowanymi witoéknami kolagenu lub depozycjami fibronektyny
[18,55]. Komérki rosngce w koloniach wykazujg mniejsza reakcje na wiasciwosci podioza,
gdyz oddziatywania miedzykomdrkowe zmniejszajg wptyw oddziatywari z podtozem na
organizacje cytoszkieletu.

VI. NATURA | GENEZA SZLAKOW MIGRACYJINYCH IN VIVO

W pordwnaniu do cechujgcych sie znacznym stopniem uproszczenia uktadéw doswiad-
czalnych in vitro, warunki, wjakich znajduja sie komarki i ich zespoty w organizmach zywych,
sq bardzo ztozone. Dlatego interpretacja wynikéw uzyskanych w badaniach in vivo jest
stosunkowo trudna.

Duza role w regulacji migracji komorek w ustroju przypisuje sie macierzy miedzykomor-
kowej, ktéra stanowi bezposrednie srodowisko komoérek. Wazny jestjej sktad, a w szczego-
Inosci wzajemny stosunek biatek strukturalnych i kwasu hialuronowego, ilo$¢ biatek
zapewniajacych adhezje (fibronektyny, lamininy) oraz stopien organizacji przestrzennej ele-
mentéw strukturalnych [2].

Rola kwasu hialuronowego w ukierunkowaniu migracji komoérek polegaé moze na tworze-
niu szlakéw, wywotujacych reakcje haptotaktyczng komaérek. Szlaki te mogg by¢ modyfiko-
wane przez komérki majgce zdolno$¢ rozktadania lub wydzielania kwasu hialuronowego.
Wykazano takze zapoczatkowanie migracji komdrek w momencie wzrostu stezenia tego
zwiazku i spadek natezenia migracji wraz z obnizeniem jego stezenia [54].

Podobne funkcje w organizmie petnig fibronektyny i lamininy. Komérki zdolne do wytwa-
rzania fibronektyny (np. fibroblasty) odktadajg to biatko wzdtuz przebytej drogi [29]. Depo-
zycje te moga stuzy¢ innym komoérkom (np. nerwowym) jako swoiste "drogowskazy".
Wykazano obecnos¢ tego biatka w szlakach migracyjnych wykorzystywanych przez niektére
typy komarek nerwowych [15,47,53]. Komérki wrazliwe na obecnos¢ fibronektyny, takie jak
mioblasty [8], neurony [38,50], pierwotne komérki zarodka [28], same nie odk}adajg tego
biatka, gdyz mogtoby to zaburzy¢ ich reakcje najuz istniejace szlaki [2].

W obrebie macierzy miedzykomérkowej komérki migrujg wzdtuz drég wyznaczonych
przez oddziatywania mechaniczne miedzy sktadnikami macierzy a komoérkami [22,24,43],
Dodatkowo stabilizacja i usztywnienie struktury macierzy umozliwiajg migracje tych typow
komarek, ktdrych wiasciwosci wymagajg sztywnych podtozy [32,44]. Zjawisko to moze leze¢
u podstaw zaleznego od stabilnosci podtoza mechanizmu regulujacego kierunek migracji
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komorek. Komérki wykorzystywaé mogga system okreslania kierunku ruchu oparty na istnie-
niu kanatow o obnizonej zwartosci tkanek [42,51]. Kanaty tego typu moga sie tworzy¢ w gestej
tkance w wyniku $mierci niektérych komoérek lub lokalnego nagromadzenia elementéw
strukturalnych macierzy miedzykomorkowej. Szlaki migracji komdrek moga by¢ takze okre-
$lane bezposrednio przez przylegajgce komorki. Pierwotne komérki zarodka wrazliwe sg na
orientacje komaorek, po ktorych wedrujg [60], przy czym trudno jak dotad rozstrzygna¢, ktory
z opisanych poprzednio mechanizméw maégtby by¢ za to zjawisko odpowiedzialny. Podobne
zjawiska zaobserwowano w przypadku rozwoju uktadu nerwowego [3]. W poczatkowej fazie
wrastania aksonéw do obszaréw nieunerwionych pierwsze wydtuzajace sie aksony sg wyko-
rzystywane jako szlaki dla nastepnych.

VIl. PODSUMOWANIE

W ciggu ostatnich lat nastgpit znaczny postep w badaniach nad czynnikami regulujgcymi
procesy migracji komérek, w tym nad rolg i mechanizmem zjawiska naprowadzania przez
kontakt. Nadal niewiele jednak wiadomo na temat uwarunkowan i przebiegu tych proceséw
w warunkach in vivo. Ich poznanie jest wazne dla postepu wiedzy w embriologii, onkologii i
innych dziedzinach nauk biologicznych. Nalezy zatem oczekiwa¢ nasilenia badan w tej
dziedzinie.
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WPLYW ESTROW FORBOLU
NA RUCHY KOMOREK ZWIERZECYCH

PHORBOL ESTERS INFLUENCE ON ANIMAL CELL MOVEMENT

Zbigniew MADEJA

Zaktad Biologii Komorki, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Krakéw

Streszczenie:W regulacji ruchéw niemig$niowych komadrek zwierzecych kluczowa role odgrywa proces przenoszenia
informacji od receptora do systemu efektorowego komoérki. Jednym z etap6w tego procesu jest aktywacja kinazy
biatkowej C. Dokonano przegladu danych na temat wptywu estréw forbolu bedacych aktywatorami kinazy biatkowej
C naruchy komérek zwierzecych.

Siowakluczowe: estry forbolu, kinaza biatkowa C, ruchy komorek.

Summary: Crucial event in the regulation of non-muscle cell motility is transduction of various extracellular signals.
Consequence of signal transduction is activation of protein kinase C. Phorbol esters (protein kinase C activators)
influence on the non-muscle cell motility is reviewed.

Key words:phorbol esters, protein kinase C, cell motility.

l. WSTEP

Jednym z kluczowych zagadnied w badaniach ruchéw niemie$niowych komérek zwierze-
cych jest mechanizm, poprzez ktéry komdrka moze reagowac na chemotaktyczne i chemoki-
netyczne sygnaly pochodzace ze $rodowiska. Znamy obecnie wiele czynnikéw o tego typu
aktywnosci, od cAMP w przypadku Dictyostelium discoideum [38,18], poprzez fonnylowane
peptydy aktywujace leukocyty [14], do autokrynnych czynnikéw regulujacych ruchliwosé
komédrek nowotworowych [21, 22, 33]. Jakkolwiek dalecy jeszcze jesteSmy od petnego
zrozumienia mechanizmu dziatania tych czynnikéw na ruchy komorek, to jednak w wyniku
licznych badan przeprowadzonych na $luzowcu Dictyostelium discoideum, leukocytach i
komorkach ludzkiego czerniaka [6,12,18,21,22,29,33], znamy obecnie niektore z elementow
tego procesu. Wydaje sie, ze przynajmniej pierwsze etapy przesyfania sygnatu chemotakty-
cznego sg zblizone do mechanizmu dobrze poznanego w przypadku innych biologicznie
aktywnych substancji, a polegajgcego na aktywacji porzez kompleks ligand-receptor fosfoli-
pazy C za posrednictwem biatek G. Ten spos6b przesytania sygnatu zostat stosunkowo dobrze
okreSlony w wypadku licznych hormonéw i neurotransmiterow [4, 16]. Wiadomo, ze w
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wyniku dziatania aktywowanej fosfolipazy C nastepuje hydroliza fosfatydyloinozytolo-4,5-
difosforanu. Wskutek tej reakcji dochodzi do gwattownego wzrostu wewngtrzkomérkowego
poziomu 1,2-diacylglicerolu, ktéry jest aktywatorem kinazy biatkowej C oraz 1,4,5-trifosfoi-
nozytolu stymulujgcego wzrost wewnatrzkomoérkowego stezeniajonéw wapnia. W rzeczywi-
stosci kinaza biatkowa C jest aktywowana wspolnie przez 1,2-diacylglicerol ijony wapnia.
W formie nieaktywnej kinaza biatkowa C jest biatkiem cytoplazmy podstawowej. Wzrost
stezeniajondéw wapnia powoduje jej zwigzanie z wewnatrzkomoérkowg czescig btony komor-
kowej, gdzie moze by¢ aktywowana przez 1,2-diacylglicerol. Aktywowana kinaza biatkowa
C moze wptywacé na szereg enzymow i struktur komérkowych majacych zwigzek z aparatem
ruchowym komoérki. Z tego tez wzgledu wykonano wiele badan zmierzajacych do wyjasnienia,
czy kinaza biatkowa C jest rzeczywiscie zaangazowana w regulacje aktywnosci ruchowej
komarek zwierzecych.

H. ROLA ESTROW FORBOLU W BADANIACH MECHANIZMOW
RUCHOW KOMOREK

Wielkim ufatwieniem w badaniach dotyczacych funkcji kinazy biatkowej C stato sie
odkrycie stwierdzajgce, ze niektdre z substancji okreslanych mianem czynnikéw promocji
nowotworéw sg silnymi i specyficznymi aktywatorami tej kinazy biatkowej. Poczatki tych
badan siegajg lat trzydziestych i czterdziestych, kiedy to stwierdzono, ze olejek krotonowy
izolowany z Croton tiglium moze by¢ czynnikiem promocji nowotworéw [3 cyt. za 7]. Jednak
dopiero w latach szes¢dziesiagtych okazato sie, ze gtdwnym sktadnikiem olejku krotonowego
odpowiedzialnym za jego w#asciwosci tumorogenne sg estry forbolu [13, 37 cyt. za 7].
Najaktywniejszym z tej grupy estréw okazat sie 12-myristoilo-13-acetyloforbol (PMA), znany
rdwniez pod nazwag octan-12-O-tetradekanoylforbolu (TPA). Zwigzek ten stat sie szybko
powszechnie stosowanym narzedziem w badaniach funkcji kinazy biatkowej C w procesie
przenoszenia informacji od receptora do systemu efektorowego komérki. Nalezy jednak
pamigta¢, ze indukowana estrami forbolu aktywacja kinazy biatkowej C znacznie rézni sie od
stymulacji fizjologicznej. Przede wszystkim w wyniku dziatania estrow forbolu nastepuje
aktywacja tylko jednego elementu catego systemu przenoszenia sygnatu. Ponadto bezposred-
nia aktywacja kinazy bhiatkowej C uniezalezniajg od mechanizméw regulujacych wczesniej-
sze etapy procesu przesyfania sygnatu (np. regulacja powinowactwa ligand-receptor, ilosci
receptoréw na powierzchni komdrki itp.). Inng postulowana réznicg jest mozliwo$¢ zmiany
Srodowiska lipidowego i biatkowego w otoczeniu enzymu w wyniku zwiekszenia przez TPA
ptynnosci btony komérkowej [7] oraz mozliwos¢ innej lokalizacji enzymu ze wzgledu na
zdolno$¢ whudowywania sie TPA do wszystkich bton wystepujacych w komoérce [36].

Il. ZROZNICOWANY WPLYW ESTROW FORBOLU
NA RUCHY KOMOREK ZWIERZECYCH

Badania wptywu estréw forbolu na ruchy komorek dostarczyty wynikéw trudnych do
interpretacji, a niekiedy wzajemnie ze sobg sprzecznych. Dodatkowym utrudnieniem przy
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poréwnywaniu rezultatow badan pochodzacych z ré6znych pracowni jest rozmaita metodyka
pomiarow prowadzaca do uzyskiwania niepordwnywalnych wynikéw (zagadnienia te sg
szerzej oméwione w artykule W. Korohody). Niewatpliwym pozostaje jednak fakt, ze estry
forbolu wptywajg na szeroko rozumiang aktywno$¢ ruchowg komaérek. W licznych badaniach
wptywu TPA narozmaite komorki wykazano, ze estry forbolu modyfikujg aktywno$¢ rucho-
wa;: fibroblastéw [1,10,35], leukocytéw [27], limfocytéw [20,25,26], komérek endotelialnych
[8,28], komérek glejaka [17], wtokniako-miesaka [10] i rakomiesaka Walkera [40]. Wydaje
sie, ze sposob, w jaki estry forbolu wptywajg na aktywnos$é ruchowa komorek, zalezy od
rodzaju badanych komorek, od warunkéw, w jakich dane doswiadczenia byty przeprowadzo-
ne, i od aktualnego stanu fizjologicznego komaérki.

Przy interpretacji wynikéw badan dotyczacych dziatania estrow forbolu na aktywnos$¢
ruchowg komorek nalezy bra¢ pod uwage rézny wptyw tych zwigzkéw na aktywno$¢ kinazy
biatkowej C w zaleznosci od czasu oddziatywania bodzca. O ile poczagtkowym efektem
dziatania TPA jest wzrost aktywnosci kinazy biatkowej C, to wydtuzona inkubacja komoérek
w obecnosci estrow forbolu powoduje spadek jej aktywnosci w wyniku procesu down
regulation. W wypadku fibroblastéw i komorek wiokniako-miesaka obnizenie poziomu
kinazy biatkowej C nastepuje juz po 5-godzinnej inkubacji komoérek w obecnosci 200 nM
TPA, a po 24 godzinach jej ilos¢ w homogenacie spada ponizej progu czutosci stosowanej
metody [10].

llustracja takiego wptywu TPA na aktywnos$¢ ruchowa komdrek moga by¢ wyniki dwdéch
niezaleznych zespotéw badajacych wptyw estréw forbolu na ruchy fibroblastéw. Adelmann-
Grill i wsp. [1] badali uzywajagc komér Boydena wplyw trwajacej 48 godzin inkubacji
fibroblastéw ludzkich 2200 nM TPA naich zdolno$¢ do chemotaksji indukowanej dziataniem
PDGF, EGF i medium uwarunkowanego fibroblastow. Okazato sig, ze w tym ukiladzie
zdolnos¢ fibroblastéw do wywotanej badanymi czynnikami chemotaksji zostata wyraznie
zahamowana. Wynik ten interpretowano jako rezultat obnizenia poziomu kinazy biatkowej C
pod wptywem diugotrwatego dziatania TPA. Dodatkowym argumentem przemawiajagcym za
takim rozumowaniem byt fakt, ze uwazane za dosy¢ specyficzne inhibitory kinazy C: stauro-
sporyna, sfingozyna i inhibitor H-7 wywotywaty identyczny efekt, tzn. zahamowanie chemo-
taksji. Nalezy jednak podkresli¢, ze stosowana metoda pozwalata jedynie na pomiar liczby
komorek reagujacych na bodzce chemotaktyczne, natomiast niewiele méwita o rzeczywistej
aktywnosci ruchowej komdrek podczas doswiadczenia.

Thurston i wsp. [35] badali za pomocg specjalnie zaprojektowanego komputerowego
systemu analizy ruchu komérek wptyw TPA na predkos$¢ poruszania sie fibroblastbw mysich
NIH3T3. Okazato sie, ze juz po ok. 1 godzinie od dodania TPA nastepuje wyrazny wzrost
predkosci migracji komorek. Predko$¢ tawzrastado 7-8 godziny od dodania TPA, a nastepnie
zaczyna spadac. Jednakze w badanym przedziale czasu (ok. 20 godzin) nie obnizyta sie ponizej
predkosci poczatkowej.

Przedstawione przyktady mogtyby sugerowac, ze istnieje prosta zalezno$¢ (przynajmniej
w wypadku fibroblastéw) pomiedzy poziomem aktywnosci kinazy biatkowej C a aktywnoscig
ruchowg komérek. Wzrost aktywnosci kinazy biatkowej C powodowatby zwigkszenie aktyw-
nosci ruchowej komérek, natomiast obnizenie aktywnosci enzymu zmniejszenie predkosci
ruchu komorek i/lub zaburzenia odpowiedzi komoérek na bodzce chemotaktyczne. Wydaje sie
jednak, ze zréznicowany wptyw TPA na aktywnos$¢ ruchowg komorek jest bardziej skompli-
kowany i nie moze by¢ ttumaczony jedynie przez dwuetapowe dziatanie tego zwiagzku na
aktywnos$é kinazy biatkowej C. Fridman i wsp. [10] badajac wptyw TPA na aktywnos$é
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ruchowg fibroblastow ludzkich w praktycznie identycznych warunkach jak w omawianej
pracy Adelmann-Grilla i wsp. [1] otrzymali wyniki doktadnie przeciwstawne. Obserwowali,
ze preinkubacja fibroblastow z 200 nM TPA przez 48 godzin zwieksza ich reaktywno$¢ na
sygnaty chemotaktyczne. Wydaje sie zatem, ze sposob, w jaki kinaza biatkowa C wptywa na
zjawiska ruchowe komarek, musi by¢ zalezny od aktualnego stanu fizjologicznego badanych
komoérek (np. od fazy cyklu komérkowego) [1,26].

Interesujacq interpretacje wptywu estréw forbolu na aktywno$é ruchowg komérek zapro-
ponowali Ross i wsp. [27]. Autorzy badali, stosujgc metode bezposredniej obserwacji komo-
rek, wptyw TPA na ksztatt i aktywnos$¢ ruchowg neutrofili. Stwierdzono, ze podczas gdy
formylowane peptydy bedace chemoatraktantami dla neutrofili indukuja charakterystyczne
spolaryzowanie komorki docelowej, to TPA powoduje jedynie niespolaryzowane ruchy
charakteryzujace sie przypadkowym tworzeniem i wycofywaniem wypustek. Co ciekawsze,
rdwnoczesne dziatanie peptydu fNLPNTL i TPA powoduje zahamowanie indukowanej przez
peptyd polaryzacji komérki. Jezeli jednak preinkubowane z TPA neutrofile podda sie odpo-
wiednio silnemu dziataniu bodzca chemotaktycznego (podajagc fNLPNTL za pomocg mikro-
pipetki), to sg one w stanie wytworzy¢ polaryzacje komarki, jednakze bez wydajnej lokomocji.
Autorzy obserwowali réwniez zréznicowany rozktad F-aktyny w komérce. W komorkach
stymulowanych fNLPNTL wystepowata silna fluorescencja znakowanej NBD-fallacydyna
F-aktyny w przedniej czesci komorki i stabsza w czesci tylnej. Natomiast w komdrkach
aktywowanych 10-9 M TPA miata miejsce rownomierna akumulacja F-aktyny pod btong
komorkowa. Na podstawie otrzymanych wynikdw autorzy zaproponowali hipoteze, ze istniejg
dwa, odrebnie regulowane typy ruchéw neutrofili. Ruchy spolaryzowane zwigzane z lokomo-
cjg komorki oraz niespolaryzowane, zwigzane jedynie ze zmianami jej ksztattu. Pierwszy z
nich indukowany dziataniem peptydéw chemotaktycznych bytby zatem zwigzany przede
wszystkim z funkcjg lokomocyjng komaérki, natomiast drugi, indukowany dziataniem TPA,
bytby zwigzany z takimi funkcjami komérki, jak pinocytoza, fagocytoza czy egzocytoza
[19,27]. Przedstawione wyniki sugerujg réwniez, ze komdrka moze zmienia¢ rodzaj ruchu
pod wptywem odpowiednio silnego kolejnego bodzca, np. dodania TPA do komorek stymu-
lowanych fNLPNTL lub peptydu fNLPNTL do komérek aktywowanych TPA.

IV. MOZLIWE MECHANIZMY WPLYWU ESTROW FORBOLU
NA RUCHY KOMOREK

Mimo ze wiele obserwacji wskazuje na udziat kinazy biatkowej C w regulacji aktywnosci
ruchowej komérek, to w dalszym ciagu niewiele wiemy o rzeczywistym mechanizmie tego
procesu. Wiadomo, ze estry forbolu modyfikujac aktywnos$¢ kinazy biatkowej C wptywajag na
liczne procesy, ktore sa zwigzane z aparatem ruchowym komarki (tab. 1).

Atrakcyjnie z punktu widzenia mozliwosci wyjasnienia wptywu TPA na procesy regulacji
aktywnosci ruchowej komdrek przedstawia sie fakt, iz kinaza biatkowa C katalizuje reakcje
fosforylacji lekkiego tancucha miozyny [23]. W komdrkach miesni gtadkich i komoérkach
niemiesniowych enzymem regulujgcym interakcje aktyny z miozyngjest zalezna od wapnia
i kalmoduliny kinaza lekkiego taricucha miozyny (MLCK). Enzym ten fosforyluje lekki
tancuch miozyny przeprowadzajac jg w forme aktywna. Z drugiej strony ten sam taficuch moze
by¢ rowniez fosforylowany w innym miejscu przez kinaze biatkowg C. Fosforylacja ta
zmniejsza indukowang dziataniem MLCK aktywnos¢ ATP-azowgmiozyny [15,24]. Przyjecie
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takiego mechanizmu pozwalatoby na bezposrednie powigzanie dziatania estrow forbolu i
kinazy biatkowej C z aparatem ruchowym komorki. Niestety, znaczenie fosforylacji przez
kinaze biatkowg C lekkiego taricuchamiozyny w procesach regulowania aktywnosci ruchowej
komarek niemiesniowych jest wcigz niewyjasnione.

TABELA 1

Efekt dziatania TPA Literatura

1. Reorganizacja filamentéw aktynowych:
a/ Rozpad witdkien naprezeniowych oraz organizacja F-aktyny w struktury

w ksztatcie kropek (actin dots) w fibroblastach BALB/c 3T3 [32]
b/ Zmiana rozktadu F-aktyny w ludzkich neutrofilach (opis w tekscie) [27]
2. Stymulacja polimeryzacji aktyny w ludzkich neutrofilach i limfocytach [9,20]
3. Stymulacja polimeryzacji tubuliny w spoczynkowych fibroblastach embrionéw mysich 2]

4. Fosforylacja lekkiego fancucha miozyny w:

a/ ludzkich ptytkach krwi [23]

b/ komoérkach miesni gtadkich [15,24]
5. Indukcja rozptaszczania mysich makrofagéw [30]
6. Stymulacja pinocytozy w ludzkich neutrofilach [19]
7. Zmiana powinowactwa receptor6w dla chemoatraktantéw (opis w tekscie) [5]

8. Stymulacja antyportu Na+/H+w komérkach BALB/c 3T3 [U]
9.Depolaryzacja btony komérkowej granulocytow [34]

Zupetnie inne wyttumaczenie mechanizmu dziatania TPA na ruchy komaérek opiera sie na
spostrzezeniu, ze estry forbolu dziatajac za posrednictwem kinazy biatkowej C moga wptywac
na powinowactwo receptoréw komoérkowych do chemoatraktantéw. Sugestie takie mozna
oprze¢ na badaniach prowadzonych na dwoch liniach komoérkowych (M-27 i H-59), wywo-
dzacych sie z raka ptuca Lewisa [5]. Zasadniczg réznice pomiedzy tymi liniami stanowi
miejsce tworzeniaprzez nie przerzutow. Komérki linii M-27 kolonizuja ptuca, natomiast linii
H-59 watrobe. Ponadto stwierdzono, ze 6-peptyd VGVAPG (cze$¢ czasteczki elastyny
bedaca chemoatraktantem dla monocytéw) wykazuje aktywnos$¢ chemotaktyczng tylko w
stosunku do linii M-27. Poniewaz ptuca sa organem bogatym w elastyne, wydaje sie, ze jej
degradacja, anastepnie wykorzystanie produktéw tej degradacjijako chemoatraktantéw moze
utatwi¢ proces kolonizacji ptuc przez komérki linii M-27. Interesujace jest, ze inkubacja
komorek linii H-59 (komdrek, ktére nie reagujg na peptyd VGVAPG) z TPA powoduje
zwiekszenie powinowactwa receptora do tego peptydu i w efekcie odpowiedz chemotaktycz-
ng. Potraktowanie komarek linii M-27 inhibitorem kinazy biatkowej C staurosporyng powo-
duje natomiast zmniejszenie powinowactwa receptora do liganda i uniemozliwia odpowiedz
chemotaktyczng komorki. Wyniki tych doswiadczen wskazujg, ze wptyw TPA na ruch
komérek nie musi by¢ koniecznie zwiazany z dziataniem kinazy biatkowej C na wewnatrz-
komérkowy uktad ruchowy, lecz moze wynika¢ z modulacji wrazliwo$ci komdérek na bodzce
zewnatrzkomadrkowe.

V. PODSUMOWANIE

W artykule omoéwiono role estréw forbolu w badaniach funkcji kinazy biatkowej C w
regulacji ruchow komdrek zwierzecych, a takze wykorzystanie takich inhibitorow kinazy
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biatkowej C, jak: sfingozyna, staurosporyna, H-7 [1]. Specyficzno$¢ tych inhibitoréw jest
jednak czesto kwestionowana, poniewaz hamuja takze kinazy biatkowe zalezne od cAMP i
cGMP [40].

Omowione w tym artykule doswiadczenia wskazuja, ze estry forbolu mogga by¢ uzytecz-
nym narzedziem w badaniach mechanizméw ruchu komoérki, lecz petne wyjasnienie sposobu
ich dziatania wymaga dalszych badan.
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ELEKTROTAKSJE | KIERUNKOWY WZROST
NEURONOW W POLU ELEKTRYCZNYM

ELECTROTAXIS AND NEURAL CELLS’ GROWTH ORIENTATION
IN AN APPLIED ELECTRIC FIELD

Ewa STEPIEN

Zaktad Biologii Komorki, Instytut Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Krakéw

Streszczenie. Komorki nerwowe reaguja na zewnetrzne pole elektryczne. OdpowiedzZ ta objawia si¢ kierunkowym
wzrostem neuronéw w strone katody oraz tworzeniem wiekszej liczby rozgatezien wypustek nerwowych po stronie
katodalnej komérki. Miejscami, w ktdrych zostaje zapoczatkowana reakcja komérek nerwowych, sa wierzchotki
wzrostu. Reakcja naprowadzania komoérek nerwowych w polu elektrycznym jest hamowana przez nieorganiczne
blokery kanatéw wapniowych (Co2+i La3+). Blokery organiczne, takiejak diltiazem i nifedipina, nie powoduja zmiany
odpowiedzi. Réwniez konkanawalina A hamuje efekt naprowadzania. Jonofor wapniowy A23187 skojarzony z
blokerem kanatéw wapniowych (Co2+) powoduje odwrotna reakcje - naprowadzanie komoérek nerwowych w strone
anody. Proponuje sie, ze orientacja komérek nerwowych w polu elektrycznym zalezy od lokalnego naptywu jonéw
Ca2+do wierzchotkéw wzrostu oraz od asymetrycznej dystrybucji komponentéw btonowych. Nie wykluczony tez
jest udziat cAMP w regulacji tej odpowiedzi.

Summary. Neural cells react on an applied electric field. Response can be seen as a neurons’ growth towards the
cathode and branching them on the cathodal side of cells. Growth cones are the places where the reaction is initiated.
Inorganic calcium channels blockers (Co2+ La3+) inhibit this response. Concanavalin A is found to abolish this field
effects as well. Organic blockers of calcium channels (as diltiazem and nifedipine) do not influence orientation
response. Calcium ionophore A23187 combined with calcium channels blocker (Co2+)induces reversed reaction (e.g.
turning of neural cells towards the anode). It is suggested that neural cells’ orientation in an applied electric field
depends on local calcium influx into the growth cones and redistribution of integral membrane proteins. cAMP
contribution in this response regulation is thought to be possible.

WSTEP

W procesie rozwoju i wyksztatcania sie uktadu nerwowego obserwuje sie migracje neuro-
néw, na przyktad podczas przemieszczania si¢ komérek tworzacych grzebienie nerwowe do
miejsc docelowych. Obok migracji komdérek wystepuje wzrost wypustek nerwowych (neury-
téw) wytwarzanych w kierunku naprowadzajacego je bodZzca. Cechg wspolng tych dwdch
typéw reakcji neuronéw - ukierunkowanej migracji (taksji) i ukierunkowanego wzrostu
(tropizmu) - jest ich reagowanie na zewnetrzne bodzce naprowadzajgce. Takim bodzcem
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moze by¢ gradient substancji chemicznej i wowczas zorientowanamigracja okreslanajestjako
chemotaksja, natomiast kiedy czynnikiem tym jest gradient adhezyjnosci, uzywa sie terminu
haptotaksja. Ukierunkowana migracja w odpowiedzi na gradient potencjatu elektrycznego
nazywanajest elektrotaksjg. Chemotaksja komaérek nerwowychjest stabo poznana, ale istniejg
dane wskazujace, ze komdrki nerwowe in vitro reagujg na gradient nerwowego czynnika
wzrostu (NGF) [17]. Neurony sg tez dogodnym materiatem do obserwacji zjawiska naprowa-
dzania przez kontakt, opisanego w artykule Czyza w tym zeszycie [5].

W ostatnich latach opublikowano wiele nowych doniesien poswieconych reakcji komorek
nerwowych na zewnetrzne pole elektryczne. Ich oméwieniu poswiecony jest ten artykut.

ODPOWIEDZ KOMOREK NERWOWYCH
NA ZEWNETRZNE POLE ELEKTRYCZNE

W ciggu ostatnich pietnastu lat opisano reakcje wielu typow komorek na zewnetrzne pole
elektryczne. Wyznaczono dla nich warto$¢ progowg reakcji, opisano rodzaj tej odpowiedzi
oraz scharakteryzowano zjawiska jej towarzyszace, takie jak: zmiana ksztattu komorki,
przeptyw jonéw, zmiany powierzchni btony komdrkowe;j i elektroforeza biatek powierzch-
niowych oraz reorganizacja cytoszkieletu.

Reakcja komorek na zewnetrzne pole elektryczne objawia sie w dwojaki sposoéb:

1. Komorki wykazujg ukierunkowany wzrost w polu elektrycznym, nazywany dalej
elektrotropizmem.

2. Komorki przejawiaja zdolnosci taktyczne - migruja w wzdtuz linii sit pola
elektrycznego i taka reakcja nosi miano elektrotaks;ji.

Kierunkowy wzrost, wzglednie kierunkowa migracja w zewnetrznym polu elektrycznym
jest reakcjg wykazywang przez wiele typow komorek [29]. Komdrki, takie jak fibroblasty,
mioblasty, keratynocyty lub komdrki pochodzgce z grzebieni nerwowych, ktdre poddano
dziataniu pola o natezeniu od 1do 10 V/cm, ustawiajg sie swojg najdtuzszg osig prostopadle
do linii sit pola, natomiast 0$ kierunku ich migracji jest réwnolegta do linii sit pola. Temu
ustawieniu towarzyszg charakterystyczne zmiany ksztattu: rozciggniecie wzdtuz osi prosto-
padiej do linii sit pola, zaobserwowane w fibroblastach [30, 31], mioblastach [10, 25, 26],
epiteliocytach [19], komoérkach grzebieni nerwowych [3,8] i keratynocytach [4]; oraz wytwo-
rzenie lamellipodiéw w kierunku migracji - zwykle w strone katody (bieguna ujemnego)
zaohserwowane w keratynocytach [4], Fibroblastach [9, 30] i epiteliocytach [19]. Neurony
wytwarzajg wiecej neurytdw od strony katody niz od strony anody [10,13, 22, 33] i neuryty
te sg bardziej rozgatezione [23, 33].

Wiele typédw komorek przejawia rdwniez zdolnosci elektrotaktyczne [15,29]. Migrujg one
zazwyczaj w kierunku elektrody ujemnej (katody). Predkos$¢ migracji jest r6zna dla ré6znych
typoéw komoérek. Dla przyktadu predkosé migracji keratynocytéw wynosi 10-30 (im/min [4],
a dla poréwnania $rednia predkos$¢ migracji fibroblastow wynosi od 0,8 do 0,9 pm/min [30],
komérek grzebieni nerwowych za$ 7 pm/min [8],

Wartosci progu pobudliwosci komorek sa zblizone i zawarte sa w przedziale od 0,5 do 5
V/cm natezenia pola elektrycznego, co w przeliczeniu na $rednice komorki wynosi od 0,2 do
5mV [29]. Komérki pochodzace z grzebieni nerwowych przepidrki wykazujg ukierunkowang
migracje juz przy natezeniu pola 0,07 Y/cm, a w przeliczeniu na $rednice komoérki réznica
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potencjatu wynosi 0,4 mV i miesci sie w przedziale wartosci $redniej [8]. Rdwnie niski (0,07
V/cm) prog pobudliwos$ci zaobserwowali Hinkle i in. [10] badajac ukierunkowany wzrost
neurondéw Xenopus, co daje 0,35 mV w przeliczeniu na $rednice wierzchotka neurytu réwng
50 pm. Wyniki uzyskane w do$wiadczeniach prowadzonych in vitro wykazuja, ze komorki
sgwrazliwe nanatezeniapolaelektrycznego obserwowanego in vivo w tkankach zwierzecych.
W swoich przeglagdowych artykutach dotyczacych wystepowania endogennego pola elektry-
cznego w rozwoju embrionalnym Jaffe [12] i Nuccitelli [12, 28, 29] przedstawili przyktady
Swiadczace o tym, ze gradient potencjatu elektrycznego mierzony w tkankach zwierzat wynosi
od 0,01 do 2 V/cm, a wiec osigga takie wartosci, ze moze oddziatywaé na komarki in vivo.

Czas wystapienia reakcji taktycznej moze wynosi¢, w przypadku keratynocytow kilka
minut [4], w przypadku za$ komorek nerwowych kilkanascie minut [13, 33, 34]. Fibroblasty
reaguja na pole o wysokim natezeniu (6 V/cm) niemal natychmiast, natomiast dla progowe;j
wartosci natezenia pola czas reakcji wydtuza sie do 90 min [30]. Stwierdzono réwniez, ze
komorki nie przyzwyczajajg sie do pola elektrycznego i po zmianie biegunowos$ci pola
nastepuje odwrdcenie kierunku migracji [4, 13].

Jedne z pierwszych doswiadczen nad wplywem zewnetrznego pola elektrycznego na
komarki nerwowe in vitro wykonano wykorzystujgc wyizolowane eksplanty nerwow [13,20].
Opisanie reakcji pojedynczych neuronéw byto wiec niemozliwe, gdyz eksplant tworzy popu-
lacja zréznicowanych morfologicznie i funkcjonalnie komdérek bedacych ze sobg w Scistym
kontakcie. Opisywany wéwczas ruch i kierunkowy wzrost eksplantu odnosit sie do populacji
zaréwno neurondw, jak i komérek neurogleju.

Zastosowanie pierwotnych hodowli neuronalnych do badania efektu pola elektrycznego
in vitro pozwala na szczegétowe $ledzenie reakcji poszczegdlnych komérek nerwowych,
wykorzystanie iloSciowych metod analizy ruchu i ksztattu komorek. Pozwala réwniez prze-
$ledzi¢ zjawiska zachodzace we wnetrzu pojedynczej komarki. Zatagczone fotografie (fot. 1A,
IB, 1C) przedstawiajg komorki nerwowe wielobiegunowe (z jednym aksonem i wieloma
dendrytami), ktére stanowig wiekszo$¢ w osrodkowym uktadzie nerwowym. Dtugie wypustki
aksonalne (A) wyraznie odrozniajg sie od krotkich wypustek dendrytycznych (D). To mor-
fologiczne kryterium zastosowane do wyrdznienia poszczeg6lnych czesci neuronu zgodne jest
z polaryzacja funkcjonalng komérki. Krotsze wypustki (dendryty) zbierajg impulsy nerwowe
i przewodzaje do ciata komdrki, a za posrednictwem dtugich aksonéw impulsy sa przekazy-
wane do sasiednich komarek.

Wierzchotki wzrostu (growth cones) sg aktywnymi ruchowo koricami wydtuzajacych sie
aksondw i dendrytéw. Ich migracja, wzrost i rozgatezianie warunkuje szereg zjawisk zwigza-
nych z dojrzewaniem uktadu nerwowego, takich jak tworzenie sie synaps, rozgatezieh den-
drytycznych, odnajdywanie $ciezek migracji. Wierzchotki wzrostu neurytéw sg tez tym
miejscem, gdzie zostaje zapoczatkowana reakcja komdérek nerwowych na pole elektryczne
[10, 33]. Zmiany potencjatu transmembranowego wywotane przez wysokie zewnetrzne ste-
zenie jonow potasowych [37] lub przez niektére neurotransmitery [2] réwniez zmieniajg
morfologie wierzchotkéw. Proces formowania sie wierzchotkéw wzrostu oraz ich morfologie
przedstawia schematycznie rysunek 1

10 — Postepy Biologii Komorki
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Fot. 1 (A, B, C) Komoérki nerwowe z mézgu o$miodniowego zarodka kurczecia w hodowli in vitro-, wyraznie zazna-

czone sa wypustki aksonalne (A) i dendrytyczne (D) komérek oraz wierzchotek wzrostu (S); komérki utrwalono al-

dehydem glutarowym, zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu metalurgiczego do obserwacji powierzchni,
stosujac o$wietlenie boczne za pomoca $wiattowodu (zdjecia whasne autora)
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Rys. 1. Morfologia wierzchotkéw wzrostu komérek nerwowych: (a) neuryt tepo zakoriczony, bez lamellipodiow,
(b) rozrost i formowanie sie wierzchotka w lamellipodium, (c) najczesciej wystepujaca forma wierzchotka wzrostu
z licznymi filopodiami, (d) rozgatezianie i skrecanie wierzchotka (e), oba zjawiska moga zachodzi¢ spontanicznie
lub wywotane sa przez bodZce, np. przez pole elektryczne, (f) zatrzymanie wzrostu wierzchotka, (g) wycofanie (re-

trakcja) wierzchotka (wg [11] zmodyfikowane)
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DOMINUJACY WZROST KOMOREK NERWOWYCH
W KIERUNKU KATODY (ELEKTROTROPIZM)

Juz w latach czterdziestych Marsh i Beams [20] zaobserwowali, ze wyizolowane nerwy
reagujg na zewnetrzne pole elektryczne. Stwierdzili oni wowczas, ze po kilkugodzinnej
ekspozycji eksplantéw nerwow z zarodka kurczecia na pole elektryczne, wypustki komorek
nerwowych zmieniaty kierunek wzrostu i orientowaty sie w strone katody. Temu ukierun-
kowanemu wzrostowi towarzyszyt ruch catego eksplantu w strone anody. Przeprowadzone
ponad 30 lat pdzniej doswiadczenia Jaffego [13] potwierdzity te obserwacje. Komorki
nerwowe in vitro umieszczone w polu elektrycznym o niewielkim natezeniu (0,7 V/cm)
wykazywaly asymetryczny wzrost. Neuryty wydtuzaty sie szybciej w kierunku katody, co po
o$miogodzinnym dziataniu pola dato sie zaobserwowaé jako znaczny rozrost eksplantéw w
strone elektrody ujemne;j.

Wiele przeprowadzonych wczesniej doSwiadczen nad elektrotaksjami komérek koriczyto
sie niepowodzeniem, gdyz stosowano metaliczne elektrody, ktore w bezposrednim kontakcie
z medium hodowlanym wytwarzaty szkodliwe dla komorek produkty elektrodowe [15].
Dopiero zastosowanie odpowiednich komér, w ktérych komory zawierajace elektrody chlo-
rosrebrowe taczyty sie ze Srodowiskiem komoérek za posrednictwem dtugich na kilka cen-
tymetrow mostkéw agarowych, pozwolito wyeliminowa¢ szkodliwy efekt produktéow
elektrodowych.

Przeptyw medium z predkoscig 10-20 pm/s przez komory, ktéry pozwala unikng¢ tworze-
nia sie gradientu stezen jonéw w statym polu elektrycznym, nie zmienia charakterystycznej
orientacji komorek nerwowych w polu elektrycznym [33].

Komarki nerwowe naprowadzane polem elektrycznym nie tracg swojej wrazliwosci na
bodziec. Po zmianie biegunowosci pola w przeciggu 1 godziny obserwuje sie odwrdcong
orientacje komoérek - neuryty wydtuzajg sie w kierunku nowej katody [13, 33]. Sugeruje to,
ze zewnetrzne pole elektryczne nie powoduje trwalej zmiany polaryzacji wzrostu komoérek
nerwowych in vitro.

Kierunkowy wzrost komérek nerwowych nie ustaje nawet wowczas, gdy ekspozycja na
zewnetrzne pole elektryczne przedtuza sie do kilku, a nawetkilkunastu godzin [13,33]. W zrost
lepkosci srodowiska do 3000 puazow [13] nie hamuje reakcji neuronéw na pole elektryczne.

Jak wynika z doswiadczen Patela i Poo [34], komorki nerwowe reagujg kierunkowym
wzrostem w strone katody réwniez na impulsowe (nieciagte) pole elektryczne. Wydtuzanie i
orientacja neurytdw w impulsowym polu sa podobne do opisanych reakcji na state pole
elektryczne i uzaleznione sg od czasu trwania impulsu, amplitudy oraz czestotliwosci impul-
séw. Minimalng amplitudg jest 2,5 V/cm dla dtugosci impulsu 5 ms i czestotliwosci 10
impulséw na sekunde. Obserwacja tajest o tyle ciekawa, ze w zywym organizmie endogenne
pole elektryczne wytwarzane w tkankach, a zwigzane z réznicg potencjatbw ma charakter
nieciagty.

Innym efektem zwigzanym z kierunkowym wzrostem neurondw w polu elektrycznym jest
tworzenie rozgatezien (branching) oraz skrecanie (turning) w strone katody neurytow, ktore
przed zastosowaniem zewnetrznego polaelektrycznego obieraty przypadkowe kierunki wzro-
stu [33]. Pole elektryczne indukuje pojawianie sie wiekszej liczby rozgatezien neurytow.
McCaig zaobserwowat [23], ze ok. 50% neuronéw Xenopus laevis w polu elektrycznym
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tworzy rozgatezienia, przy czym wiekszos¢ z nich pojawia sie po katodalnej stronie komorki.
Po tej stronie zostaje réwniez wytworzonych wiecej wypustek przez neurony [33].

Rowniez polaryzacja funkcjonalna i morfologiczna komérek nerwowych zaznacza sie w
ich reakcji na pole elektryczne. Davenport i McCaig [7] zaobserwowali, ze inaczej reaguja
wierzchotki dendrytéw, ainaczej aksonéw w komaérkach piramidalnych hipokampu szczuréw.
Wierzchotki wzrostu dendrytéw reagujg na stymulacje wydtuzeniem filopodiéw po stronie
katody i powiekszeniem sie pola lamellipodium, natomiast wierzchotki wzrostu aksonéw nie
wykazujg ukierunkowanej odpowiedzi.

MIGRACJA KOMOREK GRZEBIENI NERWOWYCH
W KIERUNKU KATODY (ELEKTROTAKSIJA)

Grzebienie nerwowe sg przejSciowg strukturg, z ktérej komorki wedrujg wzdtuz chara-
kterystycznych $ciezek do miejsc docelowych tworzac zwoje miedzykregowe i wspétczulne
oraz roznicujac sie w komarki czuciowe i barwnikowe. Stad zainteresowanie badaczy zjawi-
skiem naprowadzeniatych komoérek. Brak jest dostatecznych dowodéw rozstrzygajacych, czy
endogenne pole elektryczne ukierunkowuje ruch tych komérek in vivo, jednoznaczne sg
jednak obserwacje reakcji komorek grzebieni nerwowych w zewnetrznym polu elektrycznym.

Komérki grzebieni nerwowych wykazuja zdolnosci elektrotaktyczne [3, 8] oraz tendencje
do ustawiania sie prostopadle do kierunku linii sit pola elektrycznego. Zastosowanie techniki
zdje¢ poklatkowych i cyfrowej analizy obrazu pozwala na iloSciowe opisanie parametrow
ruchu komaérek, drog ich przemieszczania i kierunkdw ruchu [8]. Umozliwia réwniez opraco-
wanie matematycznych modeli ruchu komoérek, co moze by¢ przydatne do opisu mechani-
zmoéw naprowadzania komérek i odnajdywania $ciezek migracji (pathfinding).

JONY WAPNIA REGULUJA WYDLUZANIE SIE NEURYTOW

Zastosowanie fluorescencyjnego wskaznikajonow wapniowych Fura - 2 pozwala przesle-
dzi¢ zmiany stezen jonow wapniowych nie tylko w catych komdrkach nerwowych, ale takze
w poszczegolnych ich czesciach, jadrze, wypustkach i wierzchotkach wzrostu. Stezenie jonéw
wapnia jest ponad 2 razy wieksze w wierzchotkach rosngcych niz w nierosngcych [2].
Ponadto stezenie jonéw Ca2+ wzdiuz neurytu jest zréznicowane, w wierzchotkach wzrostu
jest wieksze niz w neurytach w okolicy ciata komorki [2]. Zwiekszony poziom jonow wapnia
wewnetrznego [Ca2+]j towarzyszy nie tylko procesom wzrostu i wydtuzania sie wierzchotkéw,
ale takze procesom zahamowania wzrostu. Ten naptyw jonéw wapnia do komarki nerwowej
moze by¢ wywotany przez generowanie potencjatu czynnosciowego lub wystepowaé pod
wplywem dziatania niektérych neurotransmiterow [2, 14].

Zmiany stezenia wapnia wewnetrznego [Ca2+]j s ponadto zwigzane z pojawianiem sieg i
wydtuzaniem filopodidw na wierzchotkach wzrostu [37]. Po stymulacji neuronu mikroele-
ktrodg ujemng nastepuje lokalny naptyw jonéw Ca2+ do wierzchotkow. Wytworzony w ten
sposob gradient jonéw Ca2+ utrzymuje sie przez ok. 10 min, a towarzyszy mu pojawienie sie
nowych filopodiéw na wierzchotkach wzrostu i wydtuzenie sie juz istniejgcych [6]. Filopodia
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zaczynajg sie wydtuzac juz 5 min po stymulacji, a po 25 min dtugo$¢ ich zwieksza sie prawie
dwukrotnie. Naptyw jondw Ca2+ do komdrek nerwowych wywotany uzyciem jonoforu
wapniowego A23187 powoduje destabilizacje filamentéw aktynowych w wierzchotkach
wzrostu neurytdw [22], Postuluje sie, ze zmiany poziomu jondéw wapnia w wierzchotkach
neurytéw moga by¢ konieczne do wywotania zmian w ruchliwosci komaérek nerwowych.

SUGESTIE DOTYCZACE MECHANIZMU ODDZIALYWANIA
POLA ELEKTRYCZNEGO NA KOMORKI NERWOWE

Jednym z proponowanych wyjasnien, w jaki sposéb komorki reagujg na tak mate pole
elektryczne, rzedu 0,1 mV w przeliczeniu naich $rednice, jest odpowiedz komoérek na gradient
potencjatu elektrycznego, jaki tworzy sie w poprzek komorki [3, 38]. Gradient ten powoduje
réznice w swobodnym przeptywie jonéw wapnia po stronie anodalnej i katodalnej komaérki
(rys. 2 A). Opierajac sie na wynikach doswiadczen dotyczacych przeptywu jonéw Ca2+ w
zygocie glonu Pelvetia Chen i Jaffe [1] zaproponowali, ze naptyw jonéw Ca +do komaérki
odbywa sie przez niezalezne od potencjalu membranowego kanaty wapniowe. Wowczas
strona anodalna komdrki ulega hyperpotaryzacji, cytoplazma staje sie bardziej ujemna i
wewnetrzne sity wymuszajace naptyw jonéw Ca2+ do komorki od strony anody rosng, a od
strony katody malejg. Zjawisko to zaobserwowano w niewielu wypadkach, m.in. u Fucus -
glonu, ktérego zygota podczas rozwoju w polu elektrycznym wytwarza rhyzoid w strone
anody [35].

Robinson [38] sugerowat, ze naptyw jonéw Ca2+odbywa sie przez zalezne od potencjatu
membranowego kanaty wapniowe, ktore otwieraja sie po zdepolaryzowanej stronie komarki
(stronie katody). Zwiekszony naptyw jonéw Ca + (rys. 2 B) powodowatby dalszg depolary-
zacje i wzmocnienie tego efektu.

Alternatywnym mechanizmem ttumaczacym oddziatywanie pola elektrycznego jest asy-
metryczne rozmieszczenie biatek btonowych powodowane ich lateralng elektroforezg w
zewnetrznym polu elektrycznym. W 1977 r. Jaffe [11] przedstawit obliczenia wskazujace, ze
zewnetrzne pole elektryczne moze wywota¢ redystrybucje natadowanych komponentéw na
powierzchni btony komérkowej. Juz spadek napiecia rzedu 0,1 mV na komoérke wywotuje
asymetryczny rozktad biatek réwny 0,1 wspoétczynnika asymetrii, gdy przyjmie sie realne
wartosci wspotczynnikdw dyfuzji i ruchliwosci elektroforetycznej biatek w btonach lipido-
wych (rys. 2 C iD). Jezeli tymi biatkami bytyby biatka budujgce kanaty jonowe, prowadzitoby
to do asymetrycznego naptywu jonéw do komorki.

W komérkach miesniowych umieszczonych w zewnetrznym polu elektrycznym obserwuje
sie redystrybucje biatek btonowych, takich jak receptory konkanawaliny A i acetylocholiny
[32, 36]. Receptory te gromadzg sie po katodalnej stronie komorki. Rezultat ten zaskakuje,
gdyz wiekszo$¢ glikoprotein obdarzonych jest tadunkiem ujemnym w fizjologicznym pH.
Stwierdzono jednak, ze potraktowanie komoérek neuramidaza, ktéra usuwa kwasy sjalowe z
biatek i zmienia ich tadunek elektryczny, nie zmienia orientacji mioblastow w polu elektry-
cznym [26] ani tez elektrotropizmu komdrek nerwowych [22].

Stosowanie nieorganicznych blokerdw kanatow wapniowych, takich jak jony Co2+i La3+,
hamuje prostopadte ustawianie sie mioblastéw w stosunku do linii sit pola elektrycznego [25,
26]. Znosi tez efekt naprowadzania i elektrotaksji komaérek nerwowych [22] i keratynocytow
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Rys. 2. Mechanizm oddziatywania zewnetrznego pola elektrycznego na komoérki: (A) pole elektryczne powoduje
powstanie gradientu potencjatu elektrycznego, ktdry jest przyczyna hyperpolaryzacji btony komadrkowej po stronie
anody i depolaryzacji po stronie katody, w ten sposéb powstajg sity wymuszajace asymetryczny (wiekszy po stro-
nie anody) naptyw jonéw Ca2+do komorki przez potencjatowo niezalezne kanaty wapniowe; (B) gdyby przyja¢, ze
naptyw jonéw Ca~+do komérki odbywa sie przez zalezne od potencjatu kanaty wapniowe, wéwczas zwigkszony
naptyw zachodzi po stronie zdepolaryzowanej komérki (strona katodalna); (C i D) zewnetrzne pole elektryczne po-
woduje réwniez redystrybucje natadowanych komponentéw btonowych; te obdarzone tadunkiem ujemnym groma-
dzg sie po anodalnej stronie komarki (C), natomiast komponenty natadowane dodatnio gromadza sie po katodalnej

stronie (D)

[4] w polu elektrycznym. Onuma i Hui [31] badali wptyw blokeréw kanatow wapniowych na
migrujace w polu elektrycznym fibroblasty. Wykazali, ze organiczny bloker D-600 hamuje
efekt polaryzacji ksztattu fibroblastdw wywotany polem elektrycznym, powoduje zmniejsze-
nie sie liczby migrujacych komoérek z 96% do 13% oraz obnizenie sie ich predko$ci migracji.
Podobny efekt zachodzi, cho¢ z mniejszym nasileniem, w obecnos$ci antagonisty kalmoduliny
- trifluoroperazyny. Zaobhserwowali oni rowniez, ze wywotana zewnetrznym polem elektry-
cznym reorganizacja cytoszkieletu jest zahamowana po dodaniu blokeréw kanatéw wap-
niowych (D-600, Co2+) oraz trifluoroperazyny. Takie organiczne blokery jak diltiazem i
nifedipina, nie powodujg zmiany odpowiedzi komdrek nerwowych [22] i mioblastow [26] na
zewnetrzne pole elektryczne. Rowniez jonofor wapniowy A23187 nie wptywa na zmiane
orientacji neurondw, ale skojarzony z blokerami nieorganicznymi powoduje przeciwng od-
powiedzZ - neurony sg naprowadzane w strone anody.
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McCaig w 1989 r. zaproponowat nastepujagcy mechanizm odpowiedzi komérek nerwo-
wych [22] (rys. 3). W polu elektrycznym naplyw jonéw Ca2+ do rosngcych wierzchotkow
neurytéw nastepuje od strony katody, gdyz od tej strony gromadza sie kanaty wapniowe w
wyniku lateralnej dyfuzji. Po zastosowaniu blokeréw kanatow (Co +) naptyw jondw wapnia
nie wystepuje, brak tez odpowiedzi komérek nerwowych. Obecnos$¢ jonoforu A23187 nie
wplywa na zmiane odpowiedzi, natomiast jonofor w obecnosci blokeréw kanatéw wapnio-
wych powoduje naptyw jondw Ca2+ od strony przeciwnej (od strony anody). Ttumaczytoby
to, dlaczego komdrki nerwowe sg naprowadzane w tych warunkach w strone elektrody
dodatniej.

Nie moznajednak wykluczy¢ udziatu receptorow w naprowadzaniu komoérek nerwowych
w polu elektrycznym. Dodatniemu elektrotropizmowi w strone katody towarzyszy asymetry-

Rys. 3. Model wyjasniajacy mechanizm oddziatywania zewnetrznego pola elektrycznego na komarki nerwowe:
(A) naptyw jonéw Ca"+do wierzchotka wzrostu w polu elektrycznym odbywa sie przez kanaty wapniowe (O) gro-
madzace sie gtéwnie po stronie katody; (B) po zablokowaniu kanatéw wapniowych jonami Co2+ () naptyw jo-

néw wapniowych nie zachodzi i brak jest odpowiedzi komérek; (C) wbudowanie jonoforu wapniowego A23187
(0) nie zaktéca odpowiedzi neuronéw; (D) zablokowanie kanatéw przez jony Co2+oraz whudowanie jonoforu po-
woduje odwrécong reakcje komorek nerwowych (wg [17] zmodyfikowane)
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cznadystrybucjareceptorow, azwigzanie ich zkonkanawaling A hamuje efekt naprowadzania
[22, 24, 33].

Cykliczny AMP moze mie¢ takze udziat w regulacji ruchliwosci wierzchotkéw wzrostu
neurytéw i ich odpowiedzi na czynniki stymulujace [16]. Forskolina, ktdra aktywuje cyklaze
adenylowa, przyspiesza niemal dwukrotnie wydtuzanie sie wierzchotkéw neurytéw [24].
Sugeruje to wspotdziatanie systeméw zaleznych od cAMP i Ca2+ w odpowiedzi komorek
nerwowych na czynniki naprowadzajace.
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PHOTOREACTIONS IN BLEPHARISMA AND STENTOR CILIATES
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Streszczenie. Orzeski Blepharisma japonicum i Stentor coeruleus unikaja $wiatta i gromadza sie w zacienionych
miejscach (fotodyspersja). Zjawisko to zachodzi dzieki wystepowaniu rewersji ruchu rzeskowego na przemian z
ptynieciem komarki do przodu, co w rezultacie powoduje zmiane kierunku ptyniecia komorki i ucieczke z o$wietlo-
nego obszaru (reakcjafotofobowa). Reakcji fotofobowej u obu orzeskdw towarzyszy przejsciowa depolaryzacja btony
komoarkowej (potencjat fotoreceptorowy). Potencjat ten jest zapoczatkowany przez procesy fotochemiczne zachodza-
ce w barwniku komoérki. Wielko$¢ tej depolaryzacji ro$nie wraz ze wrostem natezenia bodzZca. Potencjat receptorowy
o odpowiednio wysokiej amplitudzie moze wywota¢ btonowy potencjat czynnosciowy, ktéry przy bodzcach o
wyzszym natezeniu i dtuzszym czasie trwania moze przej$¢ w przedtuzong depolaryzacje btony. Potencjat czynno-
$ciowy i depolaryzacja skorelowane sa odpowiednio z momentem wystapienia i czasem trwania reakcji fotofobowej.
Jonowy mechanizm powstawania potencjatu fotoreceptorowego nie jest wyjasniony, natomiast za potencjat czynno-
Sciowy u obu omawianych orzeskéw sg odpowiedzialne jony wapnia.

Summary. Blepharismajaponicum and related Stentor coeruleus ciliates swim away from light (photodispersal) and
collect in shaded area. This behavior is attributed to the periods of ciliary reversal interspersed with the periods of
forward swimming which results in reorientation of swimming direction and cell movement away from an illuminated
field (photophobic reactions). Photostimulation of both Blepharisma and Stentor elicits a transient depolarization of
the membrane potential (photoreceptor potential). The photoreceptor potential is a result of a photochemical process
in the cell pigment and its amplitude becomes larger as light intensity is increased. When the receptor potential is high
enough to excite the cell membrane, it may induce an action potential and prolonged membrane depolarization. These
action potential and prolonged depolarization correspond to a moment of ciliary reversal and period of the cell
backward swimming. The ionic nature of the photoreceptor potentials in both cells is not clear yet, whereas action
potentials are generated mainly by influx of calcium ions.

. FOTOREAKCJE KOMOREK

Reakcje organizméw zywych na dziatanie bodZzcow zewnetrznych stanowig jedng z
wazniejszych funkcji fizjologicznych, umozliwiajgcych im staty kontakt ze $rodowiskiem
zewnetrznym. Zjawisko reakcji na dziatanie Swiatta wsrdd komorek pierwotniaczych jest
znane od dosy¢ dawna. Jennings [18] i niezaleznie Mast [23] jako pierwsi obserwowali, ze
orzeski Stentor znajdujace sie w nierownomiernie oswietlonym $rodowisku, gromadzg sie
gtoéwnie w miejscach zacienionych. Po6zniej podobne zjawisko, nazywane fotodyspersja,
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opisane zostato przez Giese [12] dla komdrek Blepharisma. Na zjawisko fotodyspersji u obu
pierwotniakdw skiadajg sie trzy specyficzne reakcje ruchowe, tj. reakcje fotofobowa, fotota-
ktyczna oraz fotokinetyczna. Reakcja fotofobowa sktada sig, z kolei, z trzech etapow (rys. 1):

(a) wystepujacego, z pewnym opéznieniem, zatrzymania sie komarki,

(b) ptyniecia komorki przez krotki czas do tytu (rewersja ruchu rzeskowego),

(c) ponownego ruchu komérki do przodu w nowym kierunku w stosunku do kierunku

pierwotnego [22,25,35,43].

Rys. 1. Schematyczna ilustracja reakcji fotofobowej u orzeskéw (A) Blepharisma i (B) Stentor, swobodnie porusza-

jace sie w ciemnosci komérki (komorki zakropkowane) poddane dziataniu $wiatta (komorki niekropkowane) przez

okreslony czas (od strzatki a do strzatki b) reaguja, z opéZnieniem (top), zatrzymaniem sie, rewersja ruchu rzeskowe-

go (trew) i ponownym, w nowym kierunku, ruchem do przodu; pozycje obu orzeskdw zostaty naszkicowane wedtug

oryginalnych zapiséw magnetowidowych ruchu komérek w $rodowisku hodowlanym w temperaturze ok. 10 °C, re-
gularne odstepy czasowe pomiedzy poszczegélnymi pozycjami komérek wynosza ok. 0,3 s

Opodznienie reakcji fotofobowej i rewersja ruchu rzeskowego sg zalezne od natezenia
bodzca i im wyzsze jest natezenie $wiatta, tym krotsze jest op6znienie i przez dtuzszy czas
komarki poruszajg sie do tytu. Rewersja ruchu rzeskowego, wystepujgca podczas odpowiedzi
fotofobowej, jest reakcjg typowa dla orzeskéw i moze by¢ wywotana szeregiem innych
bodzcéw. Jennings [18] nazwat ten charakterystyczny sposob zachowania sie komorek
"reakcja ucieczki". Przebieg reakcji fotofobowej u Blepharisma i Stentor r6zni sie znacznie
od ich odpowiedzi na dziatanie bodzca mechanicznego, przede wszystkim wielkoscig o-
péznienia, z jakim wystepuje reakcja. U Stentor i Blepharisma, podobnie jak u orzeskéw nie
wykazujacych zdolnosci do fotorecepcji, "reakcja ucieczki" wywotana bodZzcem mechani-
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Rys. 2. Oscyloskopowy zapis zmian potencjatu btonowego (EHon) u (A) Blepharisma i (B) Stentor podczas stymu-
lacji komoérek impulsami Swiatta (Istim); (A): potencjaty receptorowy (a-c) i receptorowy facznie z potencjatem
czynno$ciowym (d-f) wywotane impulsami $wiatta monochromatycznego (580 nm, 45 s) o nastepujacych nateze-
niach (1018 fotonéw «nf ): (a) 1,39, (b) 2,09, (c) 3,64, (d) 6,76, (e) 10,36, (f) 15,39; spoczynkowy potencjat btono-
wy w ptynie hodowlanym: -58 mV, pH 5,8, 12°C; (B): zmiany btonowego potencjatu spoczynkowego w pojedyn-
czej komérce Stentor byty indukowane impulsami $wiatta monochromatycznego (610 nm) trwajacego 4 s (f) i na-
tezeniach (1018fotonéw *m-2): (a) 0,32, (b) 0,72, (c) 1,04, (d) 1,75, (e) 3,23; zapisy od (a) do (b) przedstawiajg od-
powiedzZ btony w postaci tylko potencjatu receptorowego; zapis w (e) - potencjat czynno$ciowy tacznie z poten-
cjatem receptorowym o aplitudzie ok. 12 mV; spoczynkowy potencjat btonowy w ptynie hodowlanym: -53 mV,
pH 7,2, 9,2°C; (C) - schematyczna ilustracja przebiegu w czasie potencjatu btonowego (EHon) podczas stymulacji
impulsem $wiatta (Istim) z zaznaczeniem opéznienia potencjatu czynno$ciowego (t )i czasem trwania opéznionej
depolaryzacji (t")
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cznym pojawiajuz po kilku milisekundach od momentu zapoczatkowania tej stymulacji [27,
30, 44]. Natomiast opéznienie reakcji fotofobowej dla komérek Stentor wynosi 0,1-0,2 s, a
uBlepharisma - ok. 1s[17,22,43]. Tak duze r6znice miedzy op6znieniem reakcji na bodzce
Swietlny i mechaniczny, pomimo ze koricowa reakcja komdrki jest taka sama (rewersja ruchu
rzeskowego), sugeruja, ze fototransdukcja moze mie¢ odmienny przebieg niz mechanotrans-
dukcja.

Reakcje fototaktyczne obserwowano, jak dotychczas, tylko w komérkach Stentor [36].
Komdrki poruszajace sie w zogniskowanej wigzce $wiatta ptyng od zrodia Swiatta, wzdtuz
linii jego rozchodzenia sie zar6wno w obszarach, gdzie wiazkajest zbiezna, jak i w tych, gdzie
jest rozbiezna. Mechanizm reakcji fototaktycznej nie jest doktadnie zbadany, lecz istnieje
przypuszczenie, ze reakcja ta moze sktadac sie z szeregu kolejnych krotkotrwatych rewersji
rzeskowych [40].

Fotokineza wystepuje u obu orzeskéw i polega na zmianie szybkosci poruszania sie
komdrek w zaleznosci od natezenia $wiatta; im komarki sa silniej oswietlone, tym wyzszajest
$rednia szybkosc¢ ich ptywania [16,22,25].

W orzeskach Blepharisma i Stentor nie cata powierzchnia komérki jest jednakowo
wrazliwa na dziatanie $wiatta. Punktowe os$wietlanie réznych rejonéw komorki pozwolito
stwierdzi¢, ze z wigkszg tatwoscig reakcje fotofobowag mozna wywota¢ oswietlajgc czesé
frontalng komorki. Natomiast przy posuwaniu sie ku tytowi czuto$¢ na Swiatto obniza sie, a
oswietlanie jej tylnego korica nie wywotuje reakcji fotofobowej [11,22,24,45]. W przeciwien-
stwie do powyzszych obserwacji fotokineza moze by¢ wywotana zjednakowym skutkiem bez
wzgledu na to, jaka cze$¢ komorki Blepharisma jest oSwietlana [22,24]. Wydaje sie wiec, ze
procesy powstawania reakcji fotofobowej i fotokinetycznej majgodmienny przebieg. Ponadto,
doswiadczenia spektroskopowe dostarczyty dowodoéw na to, ze prawdopodobnie inny fotore-
ceptor jest odpowiedzialny za fotokineze w komérkach Stentor [16]. Analiza widma czynno-
Sciowego fotokinezy dla tych orzeskéw wykazuje, ze maksymalna aktywnos$¢ fotokinetyczna
wystepuje przy oswietlaniu komarek swiattem o dtugosci fali 680 nm. Wystepowanie reakcji
fotofobowych przy tej dtugosci fali u Blepharisma i Stentor jest znacznie zredukowane (rys.
3) [5.6].

Widmo czynnosciowe reakcji fotofobowej dla komérek Stentor, wyznaczone z zaleznosci
czestotliwosci wystepowania tej reakcji od natezenia bodzca dla réznych diugosci Swiatta
monochromatycznego, wykazuje, ze komorki te sa najbardziej czute na $wiatto czerwone,
gdzie wystepuje obszerne maksimum przy 610 nm [35]. Podobne jest rdwniez widmo
okreslone dla reakcji fototaktycznej u tego orzeska [36] jak i widmo absorpcyjne zawiesiny
catych komdérek Stentor, czy tez preparatdéw wodnych zawierajagcych wyizolowany pigment
- stentorine [21]. Dla komdrek Blepharisma zachodzi rowniez analogiczna korelacja, z jednej
strony miedzy charakterem widma czynnosciowego reakcji fotofobowej i widma okreslonego
dla op6znienia rewersji ruchu rzeskowego, a z drugiej, z widmem absorpcyjnym pigmentu
komoérkowego - blefarisminy [13, 34]. Obserwowane wiec wyrazne podobienstwa powy-
zszych widm czynnos$ciowych iabsorpcyjnych sg zgodne z hipotezg, ze pigment komérkowy,
blefarismina u Blepharisma, a stentorina w komérkach Stentor sg komoérkowymi fotorecep-
torami, zapoczatkowujacymi procesy, ktére w koncowym efekcie wywotujg obserwowane w
tych orzeskach fotofobowe reakcje [11,37]. Pigment komdrkowy w obu pierwotniakach jest
zlokalizowany w specyficznych granulach ijak stwierdzono w badaniach spektroskopowych,
zawiera chromofor, bedacy pochodng hiperycyny [11,37]. Te pigmentowe organelle maja
$rednice ok. 0,3 firn i nadajg komérkom Stentor niebieskozielony, a Blepharisma - rézowy
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kolor. Granule znajduja sie tuz pod ich pellikulg
w poblizu rzeskowych ciatek bazalnych isgroz-
mieszczone w catej komadrce w regularnych rze-
dach lezacych na przemian z rzedami kinet
[12,14,20,28,32].

W doswiadczeniach z preparatami wodnymi

zawierajagcymi wyizolowane granule pigmento-
we z obu orzeskoéw, zaobserwowano, ze w tra-
kcie naswietlenia barwnika nastepuje wyrazne
zakwaszanie roztworu [26,41]. Zjawisko to
zwigzane jest z uwalnianiem jonéw wodoro-
wych do roztworu podczas fotoaktywacji pig-
mentu [37,39]. Pokazano takze dla catych
komérek, ze obnizanie pH w $rodowisku lub
wprowadzenie do $rodowiska protonoforow,
FCCP lub TPMP, silnie hamuje fotoreakcje za-
réwno u Blepharisma, jak i u Stentor [8,35,36].
Powyzsze dane doprowadzity do powstania hi-
potezy, ze deprotonacja barwnika moze by¢
wstepnym krokiem w procesie komaérkowej
transdukcji sygnatu $wietlnego w tych komor-
kach i wywotania reakcji fotofobowej w konco-
wym etapie tego procesu [29,37,40].

Szereg dosSwiadczen z udziatem blokerow Rys. 3. Zestawienie widm dla (a) potencjatu foto-
kanatéw wapniowych lub wapniowych jonofo-  recepcyjnego, (b) wystepowania reakcji fotofobowej
réw w srodowisku wskazuje na istotng role row- U (A) Blepharisma i (B) Stentor, strzatkami ozna-
niez jonéw Ca2+ w procesie fototransdukcji u " d*”dgo.éé fali, przy ktorej czutoS¢ komorek na

K . i , ziakanie $wiatta jest najwieksza
Stentor i Blepharisma. Inkubacja komoérek w
roztworach o niskim stezeniu Ca~+ lub zawiera-
jacych verapamil, pimozyd czy diltiazem, hamuje wystepowanie reakcji fotofobowych w
badanych orzeskach, a takze reakcje fototaktyczng u Stentor [2,8]. Odwrotny efekt wywiera
obecnos$¢ w Srodowisku jonoforu wapniowego, A23187, lubjonomycyny [2,8,31].

Il. ZMIANY ELEKTRYCZNE NA BLONIE

Pierwsze proby badania jonowych mechanizméw reakcji fotofobowej podjete byty w
komorkach Stentor przy wykorzystaniu wewngtrzkomérkowych mikroelektrod szklanych
wprowadzonych do duzej wakuoli [43]. Doswiadczenia te pozwalaty na rejestracje wzgled-
nych zmian elektrycznych na btonie komérki i wykazaty powstawanie przejsciowej depola-
ryzacji btony (potencjat fotoreceptorowy) podczas skokowego wzrostu natezenia $Swiatfa.
Odpowiednio silna stymulacja $wiattem mogta wywota¢ potencjat czynnosciowy i rewersje
ruchu rzeskowego. Podobne proby pomiaréw elektrofizjologicznych przeprowadzono dla
komarek Blepharisma, jednakze uzyskane wyniki nie byty wystarczajaco doktadne ze wzgle-
du na proces szybkiego izolowania mikroelektrody od cytoplazmy oraz intensywnej wakuo-
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lizacji cytoplazmy podczas pomiaréw [1]. Usitowano p6zniej omingé powyzsze trudnosci z
rejestracjg potencjatu btonowego u Blepharisma, okreslajac posrednio ten potencjat na pod-
stawie rozktadu jonéw TPP+ (tetrafenylofosfonianu) na btonie cytoplazmatycznej [15]. TPP+
tatwo przenika przez te btone irozktad TPP+zachodzi zgodnie z formutg Nemsta [19]. Zmiany
poziomu tego kationu w $rodowisku bylty mierzone za pomocg zewnetrznej elektrody sele-
ktywnej dla TPP+. Otrzymane rezultaty wskazujg jednakze, ze metoda ta w przypadku
komaorek pierwotniaczych nie jest zbyt precyzyjna. Obliczony w tej pracy potencjat spoczyn-
kowy btony komérkowej (ok. -140 mV) u Blepharisma wydaje sie by¢ zbyt wysoki, a jego
zmiany w czasie zbyt wolne. Potencjat btonowy, jak wynika z wczes$niejszych pomiaréw
elektrofizjologicznych u Blepharisma [4], nie przekracza, w typowych warunkach doswiad-
czalnych, wartosci -60 mV, co réwniez jest obserwowane u Stentor [44] i uinnych orzeskéw
[3,27,30].

Doktadniejsze dane dotyczgce zmian elektrycznych na btonie u Stentor i Blepharisma
uzyskano ostatnio stosujgc pomiary elektrofizjologiczne w zmodyfikowanych warunkach
doswiadczalnych [4,44]. Rejestracje przeprowadzano za pomocg typowych mikroelektrod
wewnatrzkomoérkowych wprowadzonych bezposrednio do cytoplazmy komérki znajdujacej
sie w Srodowisku o obnizonej temperaturze. Adaptowane do ciemnosci orzeski Blepharisma
i Stentor majg btonowy potencjat spoczynkowy wynoszacy ok. -50 mV, generowany gtéwnie
przez jony potasu [4,8,44]. Impuls Swietlny w takich komérkach wywotuje potencjat fotore-
ceptorowy, ktérego amplituda wzrasta wraz z wielkoscig bodzca az do wartosci nasycenia
przy ok. 25 mV [5, 6, 9,10] (rys. 2). Generacja potencjatu receptorowego zachodzi zawsze z
opdznieniem w stosunku do poczatku impulsu. Op6znienia w stosowanych warunkach do-
Swiadczalnych wynoszadla Stentor $rednio ok. 0,55 (10°C), adlaBlepharisma- 2-5 s (12°C).
Jezeli stosowany bodziec Swietlny jest wystarczajaco silny, to amplituda potencjatu recep-
torowego moze przekroczy¢ warto$¢ progowa depolaryzacji btony komérki (prog pobudzenia
btony) i wywotaé potencjat czynnosciowy. Szybkos¢ narastania potencjatu czynnosciowego
jest rowniez zalezna od sity bodZca ijego op6znienie wzgledem poczatku impulsu zmniejsza
sie wraz ze wzrostem intensywnosci tego bodzca. W przypadku krétkotrwatych impulséw
Swietlnych u obu komdrek repolaryzacyja potencjatu czynnosciowego jest natychmiastowa.
Natomiast bodZzce o wydtuzonym czasie dziatania powodujg dtuzsze w czasie zmiany elektry-
czne na blonie komorkowej. W tym ostatnim przypadku elektryczna reakcja sktada sie z
potencjatéw receptorowego, czynnosciowego, a dodatkowo ma jeszcze miejsce tzw. o-
pdzniona depolaryzacja, ktorej czas trwania jest takze uzalezniony od amplitudy i czasu
trwania bodzca. Os$wietlenie komérek Swiattem ciggtym wywotuje podobne odpowiedzi
elektryczne btony, jak w przypadku dtuzszych impulséw Swiatta z tym, ze amplituda o-
poznionej depolaryzacji maleje w czasie mimo trwania stymulacji. Zjawisko to jest prawdo-
podobnie zwigzane z procesem adaptacji komarki do $wiatta ciggtego. Orzeski adaptowane
do silnego Swiatta nie generujg potencjatu fotoreceptorowego i tym samym brak jest reakcji
fotofobowej nawet przy stymulacji komorek silnym $wiattem [s ]. Podobne zjawisko adaptacji
obserwuje sie takze w komdrkach fotoreceptorowych kregowcéw [33].

Analogicznie jak w przypadku widma czynno$ciowego reakcji fotofobowej widmo czyn-
nosciowe okreslone dla potencjatu fotoreceptorowego obu komérek wykazuje, ze najwyzsza
czuto$¢ komarki wystepuje przy swietle czerwonym (rys. 3). Maksymalne amplitudy poten-
cjatu receptorowego mozna uzyska¢ w komoarkach Stentor i Blepharisma, stymulujac je,
odpowiednio, $wiattem monochromatycznym o dtugosci fali 610 lub 580 nm. W podobnym
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widmie czynno$ciowym dla Blepharisma wystepujg rowniez trzy warto$ci maksymalne przy
540, 580 i 600 nm [5, s ].

Analiza przebiegu reakcji fotofobowej obu komérek dokonana w identycznych warunkach
jak doswiadczenia elektrofizjologiczne (obnizona temperatura) wykazata, ze wielko$¢ o-
pbéznienia potencjatu czynno$ciowego i rewersji ruchu rzeskowego sg zblizone, nalezy wiec
przypuszczaé, ze moment generacji potencjatu czynnosciowego odpowiada poczatkowi re-
akcji fotofobowej, a koniec rewersji ruchu rzeskowego - zakoriczeniu op6znionej depola-
ryzacji btony [5,6]. Poréwnanie widma czynnos$ciowego reakcji fotofobowej z widmem
czynnos$ciowym dla reakcji elektrycznej u Stentor i Blepharisma pozwala stwierdzi¢, iz
obserwowane zmiany w zachowaniu si¢ ruchowym komérek w wyniku dziatania $wiatta sg
poprzedzone, jak w przypadku i innych rodzajéw stymulacji, zmiang potencjatu btonowego
komorki.

. MECHANIZM JONOWY REAKCJI FOTOFOBOWEJ

Rezultaty wstepnych doswiadczehA za pomocg techniki potencjostatycznej oraz jonowej
substytucji wykazuja, ze btonowy potencjat czynnosciowy okreslany jest u obu orzeskéw
gtéwnie przez jony wapnia i nie wykazuje zaleznosci od zmian w stezeniu jonéw K+Ilub CT
w srodowisku [8,44]. Podobne mechanizmy warunkujg generacje potencjatu czynnosciowego
réwniez u innych orzeskéw pozbawionych zdolnosSci fotorecepcyjnych [3,30]. Do tej pory
nie udato sie jednak wyjasni¢ jonowego mechanizmu odpowiedzialnego za wytwarzanie
fotoreceptorowego potencjatu btonowego u tych pierwotniakéw. Wiadomo jedynie, ze ten
potencjat, generowany przez komérki Stentor i Blepharisma, charakteryzuje sie innymi
wiasciwosciami niz typowe potencjaty receptorowe obserwowane u orzeskow w odpowiedzi
na stymulacje mechaniczng. U Blepharisma i Stentor, jak wspomniano wczes$niej, czas
poprzedzajacy generacje potencjatu receptorowego podczas fotorecepcjijest znacznie dtuzszy
niz podczas generacji potencjatlu mechanoreceptorowego. Pokazano rowniez, ze komorki
Stentor stymulowane mechanicznie w warunkach ustalonego potencjatu btonowego wytwa-
rzaja skierowany do komérki prad o amplitudzie do 40 nA, podczas gdy o$wietlenie komorki
indukuje maksymalny prad ok. 1 nA [45]. Tak niski prad, w warunkach statego potencjatu,
wystepujacy podczas fotorecepcji nie moze wiec ttumaczy¢ stosunkowo duzego potencjatu
fotoreceptorowego. Ponadto, kierunek pragdu mechanoreceptorowego w komaérkach Stentor
moze by¢ zmieniony na przeciwny przy depolaryzacji btony powyzej 20 mV, natomiast prad
fotoreceptorowy jest catkowicie niezalezny od poziomu jej depolaryzacji. U Blepharisma
réwniez nie obserwuje sie wyraznej zaleznosci wielkos$ci potencjatu fotoreceptorowego od
zmian stezenia szeregu testowanych jonéw [s ]. Powyzsze fakty wykazuja wiec, ze potencjat
fotoreceptorowy badanych organizméw jednokomorkowych, Stentor i Blepharisma, nie jest
wytwarzany przez wzrost przewodnictwa btonowego, tak jak to ma miejsce w przypadku
potencjatlu mechanoreceptorowego, lub tez procesu transdukcji sygnatow w komorkach
fotoreceptorowych kregowcow [33]. Przypuszczalnie, u tych orzeskéw, jak sugeruje sie
ostatnio, indukowany $wiattem potencjat receptorowy jest wytwarzany w rezultacie stymula-
cji aktywnego mechanizmu transportujagcegojony (pompyjonowej) [45]. Dziatalno$¢ pompy
jonowej polegataby na wymianie jednego H+, uwalnianego w wyniku aktywacji chromoforu
[37,39], na jeden Ca2+ pochodzacy ze $rodowiska. Takie przeptywy jonéw, w wyniku
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dziatania pompy, wytwarzatyby w efekcie wypadkowy prad jonowy skierowany do komarki
i tym samym nastepowataby depolaryzacja btony komérkowej, co faktycznie jest obserwo-
wane w obu omawianych komédrkach pierwotniaczych, Blepharisma i Stentor.
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