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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 20, 1993, suplement 2 (1-2)

WSTĘP

Materiały zebrane w obecnym Zeszycie były przedstawione w postaci 
referatów na XXII Seminarium Instytutu Biologii Molekularnej im. Jana 
Zurzyckiego Uniwersytetu Jagiellońskiego, które odbyło się w Rabce w dniach 
6-13 marca 1993.

Tematem Seminarium był Postęp w badaniach systemów ruchowych
komórek. Wzięło w nim udział 48 osób. Wygłoszono 21 referatów, których 
tematyka obejmowała zagadnienia metodyczne, modelowanie matematyczne 
ruchów, mechanizmy molekularne ruchów wewnątrzkomórkowych i migracji 
całych komórek oraz reakcje ruchowe na bodźce zewnętrzne. W obecnym 
Zeszycie trafia do rąk Czytelnika większość prezentowanych doniesień.

Seminaria rabczańskie zostały zaplanowane przez pierwszych organizato
rów jako spotkania pracowników Instytutu umożliwiające wymianę doświad
czeń i prezentację badań prowadzonych w różnych pracowniach oraz przegląd 
prac decydujących o postępie dokonującym się w różnych dziedzinach biologii 
molekularnej. Ten ich charakter utrzymał się na przestrzeni dwudziestu trzech 
lat i tylko dwukrotnie, zamiast tradycyjnego spotkania pracowników, odbyły 
się konferencje o charakterze międzynarodowym.

Stałym zwyczajem stało się zapraszanie specjalistów z innych polskich 
ośrodków badawczych co nadało seminariom rabczańskim charakter szkoły. 
Od czterech lat w seminariach biorą także udział grupy studentów UJ, głównie 
ze specjalności biologia molekularna, wykazujących zainteresowania pracą 
badawczą.

W opinii uczestników spotkania były zawsze udane. Chwalono przede 
wszystkim stworzenie możliwości prowadzenia nieograniczonej czasowo dys
kusji naukowej w nieformalnej atmosferze i okazji do prezentacji własnych 
wyników i przemyśleń dla młodych naukowców czy studentów, dla których 
wystąpienie na forum publicznym jest zazwyczaj bardzo stresujące. Podkre
ślano również, że jest to okazja do bliższego poznania się ludzi pracujących w 
różnych ośrodkach a nawet pod jednym dachem i często nie zdających sobie 
sprawy ze zbieżności swoich zainteresowań naukowych i kierunku prowadzo
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2 WSTĘP

nych badań. Istotna jest także wyjątkowa uroda okolicy i możliwość spędzenia 
czasu poza zajęciami na pieszych wędrówkach i na nartach.

Dlatego seminaria odbywały się regularnie od 1970 roku z przerwami 
jedynie w okresie stanu wojennego oraz w 1991 roku z powodu zasadniczych 
trudności finansowych.

W 1993 roku w sukurs Instytutowi przyszła Polska Siec Biologii Komór
kowej i Molekularnej UNESCO/PAN, która dofinansowała XXII Seminarium 
w wysokości 30 min zł. Za tę pomoc finansową, która praktycznie umożliwiła 
odbycie się spotkania w jego zaplanowanej formie, organizatorzy składają 
serdeczne podziękowania na ręce Dyrektora Sieci -  docenta Macieja Nałęcza. 
Nie mniej gorące podziękowania pragniemy wyrazić Profesorowi Włodzimie
rzowi Korohodzie za faktyczną współorganizację Seminarium oraz nieocenio
ną pomoc w przygotowaniu materiałów do druku.

Dziękujemy również recenzentom artykułów tego suplementu Profesorom: 
Andrzejowi Grębeckiemu i Włodzimierzowi Korohodzie.

Organizatorzy XXII Seminarium IBM: 
doc. dr hab. Halina Gabryś 

mgr Przemysław Malec 
mgr Andrzej Waloszek
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POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 20, 1993, suplement 2 (3-15)

BADANIA MIGRACJI KOMÓREK -  
WĄTPLIWOŚCI I TRUDNOŚCI INTERPRETACJI

MEASUREMENT OF CELL MIGRATION -  
UNCERTAINTIES AND DIFFICULTIES OF INTERPRETATION

Włodzimierz KOROHODA

Zakład Biologii Komórki, Instytut Biologii Molekularnej im. Jana Zurzyckiego, 
Uniwersytet Jagielloński, Kraków

Streszczenie. Aktywność ruchowa komórek w organizmach zwierzęcych odgrywa rolę w procesach morfogenezy, 
regeneracji, gojenia się ran, kancerogenezy oraz w reakcjach obronnych komórek układu immunologicznego. Coraz 
więcej pracowni naukowych koncentruje swoje badania na analizie ruchów komórek. W pracowniach tych badane są 
rozmaite komórki i stosowane są różnorodne metody określania prędkości i orientacji migracji oraz zmian kształtu 
komórek. W artykule przedyskutowano możliwości i ograniczenia najczęściej stosowanych metod. Szczególną uwagę 
zwrócono na potrzebę rozwijania bezpośrednich metod komputerowego ciągłego zapisywania i analizowania obrazu 
populacji pojedynczych komórek.

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 o f 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.

Aktywność ruchowa komórek w żywych organizmach zwierzęcych występuje podczas 
procesów morfogenezy, regeneracji i gojenia się ran, reakcji obronnych układu immunolo
gicznego oraz w procesach kancerogenezy [6, 7, 8, 29, 30, 35, 36, 38,41, 45,49, 53, 54, 57, 
61]. Równocześnie aktywność ta związana jest z polaryzacją struktury i funkcji komórek, 
organizacją ich cytoplazmy, regulacją metabolizmu włącznie z syntezą DNA i ekspresją 
genów. Coraz więcej pracowni naukowych koncentruje swe badania na analizie ruchów 
komórek. Świadczy o tym narastająca liczba publikacji poświęconych tym zagadnieniom, 
kilku tysięcy rocznie. Badania prowadzone są na rozmaitych komórkach i stosowane są 
bardzo rozmaite metody określania prędkości lokomocji, polaryzacji kształtu i orientacji 
migracji komórek. Wiele z tych metod podlega ograniczeniom, które powodują, iż uzyskanych 
wyników nie można jednoznacznie interpretować. Nie zawsze autorzy prac zdają sobie sprawę 
z ograniczeń stosowanych metod i wynikających z nich błędów interpretacji.Ten referat
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4 W. KOROHODA

poświęcony jest omówieniu trudności interpretacji wyników badań i pomiarów aktywności 
ruchowej komórek zwierzęcych.

RÓŻNORODNOŚĆ METOD BADANIA MIGRACJI KOMÓREK

Rozmaite komórki migrują z bardzo różną prędkością. Dla przykładu:
orzęski i wiciowce pływają z prędkością ponad 100 pm/s
ameby migrują z prędkością 2-5 pm/s
keratynocyty 15-30 pm/min
granulocyty wielojądrzaste 5-10 pm/min
fibroblasty 20-10 pm/h
melanoma B 16 10-20 pm/dobę

Bezpośrednio można mierzyć szybkość migracji komórek określając czas potrzebny do 
przebycia danego odcinka, np. 100 pm, lub określając długość odcinka drogi przebytej w 
danym czasie.Takie pomiary można wykonać stosunkowo łatwo na komórkach względnie 
szybko migrujących, takich jak wiciowce, orzęski lub ameby. Jednak liczba takich pomiarów 
zwykle jest ograniczona, gdyż wykonywane są na pojedynczych komórkach. W wypadku 
keratynocytów i granulocytów pomiary takie są trudniejsze, gdyż trudno jest bezpośrednio 
obserwować wolno migrujące komórki, a dla fibroblastów lub komórek melanoma wykonanie 
takich bezpośrednich pomiarów pod mikroskopem przez obserwatora jest niemożliwe. D late
go starano się opracować pośrednie metody pomiaru prędkości ruchów komórek.

I. POŚREDNIE METODY BADANIA‘AKTYWNOŚCI RUCHOWEJ KOMÓREK

W literaturze można spotkać najczęściej trzy grupy metod pośrednich. Pierwsza z nich 
opiera się na pomiarze drogi przebytej przez najszybciej migrujące komórki odrywające się z 
brzegu pojedynczej, zwartej warstwy komórek (tzw. monolayer) do wolnej "rany" albo z 
brzegu eksplantatu tkanki, agregatu komórek lub sferoidu. Położenie komórek określa się 
zwykle po jednym lub dwu dniach (24 lub 48 h). W metodzie tej bada się wielkość przemie
szczenia się (translokacji) komórek najszybciej migrujących (rys. 1), czyli tworzących tzw. 
front prowadzący (ang. leading front). Komórki podczas doświadczenia zazwyczaj migrują 
od kilkudziesięciu do kilku tysięcy pm (do 2 mm) [37,38,42,55,56].

Jedna z modyfikacji tej metody polega na tym, że zamiast migracji komórek do "rany" 
obserwuje się wymigrowywanie komórek z agregatu lub sferoidu na wolną powierzchnię szkła 
lub plastyku.

W metodzie tej określa się maksymalny odcinek migracji z brzegu sferoidu -  D l, mini
malny odcinek migracji -  D2 i inne przypadkowo wybrane cztery odcinki -  D 3-6. Po 48 
godzinach fotografuje się preparat i oblicza średnią wartość migracji w danych warunkach, 
w Jim na 2 dni. W innej modyfikacji, po utrwaleniu, wybarwieniu i sfotografowaniu preparatu, 
planimetruje się preparat i oblicza się stosunek powierzchni zajętej przez komórki po 
doświadczeniu do ich powierzchni przed doświadczeniem [35,41]. Metodę taką wykorzystali 
Mandell i Afnan [41] do określenia współczynnika chemotaksji wielojądrzastych granulocy
tów (PMNL). Badali oni wymigrowywanie pod agarozą granulocytów ze studzienki w 
kierunku sąsiednich studzienek, zawierającej chemoatraktant i kontrolnej. Obserwowali oni
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BADANIA MIGRACJI KOMÓREK 5

kształt pola zajętego przez komórki, przypominający "rakietę " tenisową. Po 18 godzinach 
inkubacji określano stosunek drogi przebytej przez komórki stanowiące front skierowany do 
badanej studzienki do drogi frontu komórek pzypadkowo migrujących w innym kierunku niż 
badana studzienka. Wyniki tej pracy przedstawiane są w liczbach względnych i przez to 
praktycznie nieporównywalne z danymi z innych pracowni.

Najczęściej stosowanymi metodami pomiaru aktywności mchowej, przede wszystkim 
komórek układu immunologicznego, ale także fibroblastów i innych komórek, są rozmaite 
modyfikacje zastosowań komór Boydena [2 ,11 ,12 ,44 , 58].

W metodzie tej liczy się komórki, które przedostały się przez pory filtru mającego 
zazwyczaj grubość od kilku do kilkuset |im  i średnicę porów 2 ,4 , 6 lub 8 jjm, na jego drugą 
stronę w obecności i przy braku badanych chemoatraktantów w dolnej komorze. W najno
wszych wersjach tej metody bada się migrację wewnątrz filtru pojedynczych, znakowanych 
fluorescencyjnie komórek.

Do obliczeń wykorzystuje sit najszybciej 
migrujące komórki z frontu prowadzącego [12, 
58]. Stosując filtry o grubości 100-200 jam 
można określić w nich położenia najszybciej 
migrujących komórek i z pewnym przybliże
niem modelować (ale nie mierzyć) stromość 
gradientu stężeń chemoatraktantów [62]. Uzy
skane w takich warunkach prędkości migracji 
komórek, włącznie z wielojądrzastymi gra- 
nulocytami, są dziesięciokrotnie do stukrotnie 
mniejsze niż w innych testach, np. pod agarozą 
[ 12].

Wszystkie powyżej opisane metody w rze
czywistości określają przemieszczenie (trans- 
lokację) komórek po stosunkowo długim czasie 
trwania doświadczenia, od kilkudziesięciu m i
nut do kilku dni.

Nie biorą one pod uwagę, że końcowa trans- 
lokacja komórek, określana po długim czasie, 
zależy nie tylko od szybkości migracji komórek 
i ich aktywności lokomocyjnej, ale i od:

a) polaryzacji komórek i kształtu drogi prze
bytej przez komórki; komórki ulegające pola
ryzacji mogą wędrować wolniej, ale poruszając 
się po drogach prostych mogą dalej zajść [17], 
ilustruje to rysunek 2;

b) wzajemnych oddziaływań między powie
rzchniami migrujących komórek.

Komórki spotykając się ze sobą mogą się 
przejściowo "zlepiać", a kolizje między nimi 
nie mają charakteru zderzeń sprężystych. Każ
de takie zderzenie zwalnia migrację komórki. 
Szczególnie komórki wymigrowujące z poje-

Rys. 1. Zasada metod badania przemieszczeń komó
rek wymigrowujących z pojedynczej warstwy lub 

agregatów, bliższe objaśnienia w tekście
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6 W. KOROHODA

Rys. 2. Ilustracja jak  czynniki zwalniające szybkość migracji komórek wpływając na polaryzację ich ruchu mogą 
powodować wzrost przemieszczenia komórek

dynczej warstwy (tzw. monolayer), agregatu lub sferoidu są hamowane przez oddziaływania 
między ich powierzchniami i kontakty międzykomórkowe. Lokalna gęstość komórek i czę
stość kolizji między nimi ma znaczny wpływ na przesunięcie komórek badane po długim 
czasie. Na skuteczność wymigrowania komórek mają duży wpływ czynniki rozpraszające, 
takie jak scatter factor wytwarzany przez fibroblasty identyczny z HGF -  czynnikiem 
wzrostowym hepatocytów. Czymńki takie osłabiają kontakty międzykomórkowe i zapobie
gają "zlepianiu się" komórek, a przez to ułatwiają migrację w gęstych populacjach komórek

c) W wypadku badania migracji wewnątrz lub w poprzek filtrów w komorze Boydena, 
dodatkowo obok dwu pierwszych czynników, na przemieszczenie komórek ma duży wpływ 
zdolność ich do zmiany kształtu i przeciskania się przez pory filtru. Komórki podatne na 
deformację łatwiej będą przechodzić przez filtr nawet wówczs, gdy ich rzeczywista aktywność 
lokomocyjna będzie zmniejszona.

Wyniki dotyczące pomiaru końcowego przemieszczenia komórek mogą zatem być obar
czone błędami. Zwiększone przemieszczenie może zachodzić przy zmniejszonej prędkości 
migracji, jeśli działają czynniki wpływające na kontakty międzykomórkowe lub czynnik 
badany wpływa na polaryzację kształtu komórek i "pennanencję" ruchu lokomotorycznego 
[4], a w wypadku badań migracji wewnątrz filtrów na przemieszczenie wpływa tak wiele 
innych czynników poza rzeczywistą aktywnością lokomocyjną komórek, że interpretacja ich 
jest prawie niemożliwa. Wyniki badań prowadzonych wymienionymi powyżej pośrednimi 
metodami coraz częściej okazują się sprzeczne z bezpośrednimi pomiarami aktywności 
ruchowej komórek.

Trzecia grupa, ostatnio ponownie stosowanych po kilkuletniej przerwie, pośrednich metod 
pomiaru szybkości ruchów komórek, związana jest z porównaniem migracji komórek do 
przypadkowego błądzenia (ang. random walk), takiego jakie występuje w ruchach Browna.

[5].
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BADANIA MIGRACJI KOMÓREK 7

Ilościowy opis ruchów Browna i określenie tzw. "średniego przesunięcia kwadratowego" 
(ang. mean square displacement) podali na początku tego wieku Einstein i Smoluchowski. 
Analizę ruchów komórek przy wykorzystaniu takiego modelu zaproponowali m.in. Sayers i 
wsp.[50] dla opisu ruchów Amoeba proteus oraz Gail i Boone [21,22,23] -  dla opisu ruchów 
fibroblastów, na początku lat siedemdziesiątych. Gaił i Boone zauważyli jednak, że tak 
uzyskane wartości liczbowe są dla większości typów komórek niepowtarzalne. Formalny opis 
przypadkowego błądzenia zakłada, że :

komórki mogą wytwarzać pseudopodia przypadkowo, w dowolnym kierunku z 
takim samym prawdopodobieństwem;
zderzenia (kolizje) między komórkami są sprężyste, a nie plastyczne, tzn. komórki 
nie przyczepiają się do siebie, zderzenie ma wpływ na kierunek ruchu, ale nie na 
jego prędkość.

Gaił i Boone [21,23] pokazali ilościowo, jak lokalna gęstość komórek wpływa na wartości 
średniego przesunięcia kwadratowego. Okazało się, że bardzo silnie zależy ona od lokalnej 
gęstości komórek w wypadku komórek prawidłowych wykazujących kontaktowe hamowanie 
migracji, natomiast słabiej zależy od gęstości w wypadku nowotworowo transformowanych 
komórek [31, 32, 33].

Jako dane podawane są tutaj zazwyczaj wyniki bezpośrednich obserwacji migrujących 
komórek z filmów wykonanych metodą zdjęć poklatkowych (ang. time lapse cinematography) 
lub z pomiarów przemieszczeń komórek prowadzącego frontu.

Doświadczenia wykazują, że taki opis daje się zastosować niemal wyłącznie do komórek, 
które wzajemnie ze sobą słabo oddziałują, takie jak ameby, monocyty i wielojądrzaste 
granulocyty, i powinny być zdolne do wytwarzania pseudopodiów z jednakowym prawdopo
dobieństwem we wszystkich kierunkach (por. [4]). W wypadku innych komórek wykazu
jących stałą polaryzację kształtu i migrujących bez zmian kierunku lokomocji, jak  np. 
keratynocyty [9, 10] lub limfocyty, brak jest zgodności z krzywą przewidywaną przez 
równania Smoluchowskiego-Einsteina [4]. Stosowanie tej metody opisu do fibroblastów, 
keratynocytów i innych komórek tkankowych prowadzi do otrzymywania danych liczbowych, 
jednak niepowtarzalnych, szczególnie w wypadku prawidłowych komórek, wykazujących 
kontaktowe hamowanie migracji.

II. METODY ANALIZY AKTYWNOŚCI RUCHOWEJ KOMÓREK 
OPARTE NA OBSERWACJI I ZAPISIE KSZTAŁTU I RUCHÓW POJEDYNCZYCH

KOMÓREK

Z tego co dotychczas powiedziano, wynika potrzeba stosowania metod bezpośrednich 
określania aktywności ruchowej komórek. Wszystkie metody pośrednie mogą prowadzić do 
wniosków sprzecznych z rzeczywistym przebiegiem zjawiska.

Grupa metod, obecnie coraz częściej wykorzystywanych w badaniach, polega na bezpo
średniej obserwacji migrujących komórek. Gdy komórki wędrują bardzo szybko lub bardzo 
powoli, konieczne staje się rejestrowanie ruchów komórek w sposób ciągły, tzw. "monitoro
wanie". Tylko w ten sposób można wyznaczyć rzeczywiste tory ruchu komórek i zmiany 
kształtu pojedynczych komórek. Pierwsze próby wyznaczenia trajektorii, czyli torów ruchu 
migrujących komórek, pochodzą z lat pięćdziesiątych. Wówczas to Dryl zastosował metodę 
ciemnego pola i długotrwałego naświetlania obrazu do badania ruchów orzęsków [15]. 
Stosowanie tej metody można spotkać jeszcze obecnie dla szybko migrujących lub płynących
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8 W. KOROHODA

komórek [28,40]. Także w latach pięćdziesiątych Rose, Abercrombie i Ambrose zastosowali 
metody filmowe, zdjęć poklatkowych i analizy klatka po klatce (ang. frame by fram e analysis). 
Metody te, chociaż żmudne, wniosły wiele do opisu ruchów komórek, ale ze względu na 
pracochłonność były stosowane do opisu ruchu pojedynczych, nielicznych komórek, a  nie 
populacji pojedynczych komórek [1, 7, 10, 11, 21, 24, 25, 26, 27]. Dopiero po połączeniu 
rejestracji poklatkowej obrazu z jego analizą komputerową, metody te w ostatnich pięciu 
latach znajdują coraz szersze zastosowanie do ilościowego opisu aktywności wielu komórek 
w badanej populacji.

W 1977 r. Albrecht-Buehler [3] wprowadził metodę wyznaczania torów ruchu wolno 
migrujących komórek przez rejestrowanie tzw. fagokinetycznych śladów ruchu komórek. W 
metodzie tej powierzchnię pokrywa się złotem koloidalnym. Migrujące komórki fagocytując 
pozostawiają ślady czystej powierzchni. Metoda ta stosowana była bardzo często aż do połowy 
lat osiemdziesiątych, ale i dzisiaj publikowane są prace wykonane tą metodą [63, 65].

Druga połowa lat osiemdziesiątych przyniosła bardzo szybki rozwój metod komputero
wych. Metody filmowania poklatkowego zastąpiono zapisem obrazu na taśmach magneto
widowych i firma Panasonic jako pierwsza wyprodukowała analogowy magnetowid 
poklatkowy. Zaletą tego systemu jest możliwość zapisu obrazu przy bardzo słabym oświetle
niu, możliwość zapisu 25 obrazów na sekundę oraz rejestracji zwolnionej do kilkuset razy, a 
przy zastosowaniu zewnętrznego generatora impulsów można zapisywać obraz z dowolną

Rys. 3. Zależność długości mierzonej drogi przebytej w danym czasie przez komórkę od odstępu czasu pomiędzy 
kolejnymi zapisami obrazu -  im większy odstęp czasu ("krok czasowy"), tym większy błąd pomiaru
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częstotliwością nawet przez wiele dni. Lepsze okazują się jednak wprowadzane w latach 
dziewięćdziesiątych magnetowidy z cyfrowym zapisem obrazu (digitalne) lub ostatnio, bez
pośrednie zapisy poklatkowe obrazu w pamięci komputera. Pozwala to zapisywać obrazy od 
50 obrazów na sekundę do jednego obrazu na kilka godzin, w zależności od życzenia badacza. 
Wielu badaczy do dzisiaj jeszcze stosuje metody łączone -  zapis obrazu z użyciem magneto
widu analogowego, a potem jego digitalizacja przy użyciu tzw. frame graber i wprowadzanie 
cyfrowego zapisu obrazu do komputera lub przerysowywanie śladów komórek na foliach [52].

Wyznaczanie trajektorii, torów wędrówki pojedynczych komórek i zmian kształtu komó
rek, nawet przy zastosowaniu najnowocześniejszych, dostępnych technik napotyka na trud
ności wynikające z natury obserwowanych zjawisk. Trudności te ilustrują podane poniżej 
przykłady.

Jeśli odstępy czasowe (kroki czasowe) dla migrującej komórki są zbyt duże, to następuje 
wyraźne skrócenie obrazu rzeczywistej drogi komórki. Jest to błąd mniej istotny, gdy badamy 
komórki migrujące po drogach prostych, z tzw. dużąpermanencją ruchu, rzadko skręcających, 
takich jak  np. keratynocyty lub fibroblasty [9]. W wypadku jednak, gdy obserwujemy ruchy 
np. PMNL lub ameb Dictyostelium, drogi migracji tych komórek mogą być bardzo kręte i 
błędy mogą mieć dużą wartość [4, 32, 39] (rys. 3). Stąd korzystne byłyby możliwie częste 
pomiary położenia komórek [39].

Jeśli odcinek przebyty w jednostce czasu jest mniejszy niż długość komórki, trzeba 
określać położenie tzw. centroidu -  środka geometrycznego komórki albo środka gęstości 
optycznej (środka ciężkości) [16] (rys. 4). Inna metoda polega na rysowaniu (lub zapisie 
komputerowym) obwodu komórek i obliczaniu -  nakładając obrazy na siebie i wyznaczając

Rys. 4. Określanie położenia komórek przez wyznaczanie: A -  środka gęstości optycznej komórek lub środka geo
metrycznego komórek lub B -  analizę powierzchni rzutu komórek na płaszczyznę (bliższe objaśnienia w tekście)
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powierzchnię zajętą przez komórkę w czasie t+1 nie zajmowaną w czsie t, a następnie dzieląc 
tę powierzchnię przez powierzchnię wspólną-procentowej zmiany nowej powierzchni zajętej 
przez migrującą komórkę (rys. 5).

Metodę tę z dużym nakładem pracy, stosowano analizując klatka po klatce obrazy zapisane 
na filmach poklatkowych, zanim powszechnie wprowadzono do pracowni komputerowe 
metody analizy obrazu [7, 9, 10, 24, 25, 26, 27]. Można tak było analizować ruchy i zmiany 
kształtu podczas lokomocji pojedynczych komórek i uzyskać wiele bardzo cennych informa
cji. Ta metoda po wprowadzeniu komputerowych metod zapisu i analizy obwodu i kształtu 
komórek pozostaje niezastąpiona, gdy chcemy zbadać aktywność motoryczną np. w komór-

Rys. 5a. W ykresy kołowe zapisu migracji keratynocytów rybich (Lebistespunctatus) po powierzchni szkła
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kach, które nie migrują, a tylko zmieniają kształty. Stosowana bywajednak także do określania 
migracji komórek zmieniających kształt i rozpłaszczenie [16,19, 34, 57, 64].

Gdy badamy drogi migracji, błędy wszystkich opisanych powyżej metod mogą wynikać 
z faktu obserwacji rzutów komórek na płaszczyznę zamiast obserwacji zmian trójwymiarowe
go, rzeczywistego kształtu komórek [46, 51]. Ostatnio ukazały się prace dotyczące wieloją- 
drzastych granulocytów, w których próbuje się metodą komputerowego składania obrazu 
przedstawiać rzeczywiste kształty migrujących komórek [46].

Pomocne mogą okazać się także zastosowane np. w naszej pracowni mikroskopy do 
badania trójwymiarowej rzeźby powierzchni metali, dające obrazy trójwymiarowe w świetle 
widzialnym także żywych komórek, o ile ich grubość nie przekracza 8-10 firn. Jeśli komórki

Rys. 5b. W ykresy kołowe zapisu migracji keratynocytów rybich (Lebistespunctatus) po powierzchni szkła pokrytej
kolagenem IV
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są grubsze, wymagane jest składanie obrazów z rozmaitych płaszczyzn ostrości. Według 
najnowszych prac, zapis takiego "składanego" obrazu ze zwykłego mikroskopu świetlnego 
wyposażonego w optykę do różnicowego kontrastu interferencyjnego typu Nomarskiego trwa 
kilka sekund i może być wykorzystany do badania ruchów wolno migrujących komórek.

Z naszego doświadczenia wynika, że najwygodniej jest do badania torów komórek dobie
rać takie odstępy czasu między kolejnymi zapisywanymi lub analizowanymi obrazami (kroki 
czasowe), aby komórka mogła przewędrować połowę swej długości. Stosując stosunkowo 
małe powiększenia i kontrast fazowy można z małym błędem wyznaczać środki geometryczne 
komórek. Umożliwia to śledzenie kilkunastu do kilkudziesięciu komórek w jednym doświad
czeniu i brak dokładności w wyznaczeniu położenia środka geometrycznego jest kompenso
wany dużą liczbą pomiarów, kilku tysięcy odcinków drogi przebytych przez kilkadziesiąt 
komórek w jednostce czasu odpowiadającej jednemu "krokowi". Zapisy takiej liczby dróg 
wędrówki komórek stanowią materiał do ilościowych badań zachowań się wielu komórek 
danej populacji w wybranych warunkach doświadczalnych i komputerowych obliczeń roz
maitych parametrów charakteryzujących zmiany kształtu i migrację komórek [por. 4 ,14 , 59, 
60].

DI. OKREŚLANIE KIERUNKU MIGRACJI KOMÓREK

Odrębnym zagadnieniem jest określanie orientacji ruchów komórek pod wpływem rozmai
tych czynników, takich jak gradienty stężeń badanych substancji podczas chemotaksji, pola 
elektryczne, gradienty adhezyjności itd.

Wszystkie uwagi dotyczące badania aktywności ruchowej, a zatem zmian kształtu komórek 
i ich migracji odnoszą się i do tych zagadnień.

Komory Boydena, najczęściej stosowane do takich badań w przeszłości, mogą dostarczyć 
tylko danych wstępnych, wymagających potwierdzenia za pomocą nowszych, dokładniej
szych metod. W komorach Boydena nieznane pozostają drogi komórek wewnątrz filtrów, gdyż 
bada się tylko ich końcowe przemieszczenie, nie rozróżnia się haptotaksji i chemotaksji oraz 
pułapkowania (wybiórczego zatrzymywania -  ang. trapping). Ponadto wymagane są kontrol
ne pomiary kinetyki przechodzenia komórek przez filtry (co nie jest jednoznaczne z ich 
zdolnością do migracji), nieokreślone pozostają gradienty stężeń badanych substancji, a także 
zdolność komórek do deformacji podczas przeciskania się przez pory filtrów. Ponadto nie jest 
możliwe badanie chemotaksji ujemnej. Stąd, jak coraz częściej się okazuje, wyniki uzyskane 
zapomocą tej metody są nieporównywalne z wynikami uzyskanymi za pomocą innych metod.

Aby otrzymać bardziej wiarygodne wyniki, w badaniach chemotaksji Nelson, Quie i 
Simons w 1975 r. wprowadzili metodę znaną dziś powszechnie jako test migracji leukocytów  
pod agarozą [47]. Metoda ta doczekała się licznych modyfikacji i jest bardzo często stoso
wana [13, 41, 59, 60, 64], Jej wadą jest trudność określenia lokalnych stężeń badanych 
substancji oraz niezbyt dobry obraz mikroskopowy. Metoda ta pozwala już jednak na wyko
rzystanie nowoczesnych metod rejestracji ruchów komórek i wyznaczania torów ich wędrów
ki, a dzięki temu umożliwia wykorzystanie komputerów do analizy tych torów. W 1990 r. Alt 
i Hoffmann wydali materiały sympozjum w Bonn, w których zamieszczono różnorodne 
propozycje analizy ruchów komórek i orientacji ich migracji na podstawie rozmaitych metod 
matematycznych.
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Jak wynika z aktualnie prowadzonych prac i teoretycznych rozważań dotyczących aktyw
ności ruchowej komórek, dla zastosowania ścisłych metod matematycznych do ilościowego 
badania aktywności ruchowej komórek niezbędne jest:

1) obserwowanie pojedynczych komórek;
2) wyznaczanie torów dróg migracji tych komórek lub zmian kształtu nie migrujących 

komórek;
3) wszędzie, gdzie to tylko możliwe, dokładne określenie czynników zewnętrznych, 

gradientów stężeń, natężeń pól, rzeźby podłoża, adhezyjności podłoża etc.
Dopiero dysponując takimi danymi można obliczać:

a) prędkość chwilową mchu wielu pojedynczych komórek;
b) prędkość średnią migracji komórek;
c) zmiany kształtu podczas migracji wielu pojedynczych komórek;
d) stosunek wartości przemieszczenia do drogi rzeczywistej, a przez to określać 
tzw. pennanencję ruchu, zależną od trwałości polaryzacji kształtu komórek;
e) współczynniki McCutcheona określające kierunkowość migracji [20,43];
0  wartość kosinusa kąta pomiędzy odcinkiem translokacji w danym czasie (po 1, 2, 
... n krokach czasowych), a wybraną osią (zależną od badanego gradientu lub pola) 
oraz sumy takich wartości kątów dla całych populacji migrujących komórek [4, 33, 
59, 60];
g) możliwe staje się także wówczas obrazowanie wyników pomiarów na 
zaproponowanych przez Ericksona i Nuccitelliego w 1984 r. wykresach kołowych, 
gdy początki torów migracji wszystkich komórek danej populacji sprowadza się do 
jednego punktu zerowego układu współrzędnych [14,18, 48].

W naszej pracowni opracowaliśmy komory na zasadzie niemieszanych warstw cieczy (ang. 
unstirred layers), w kształcie kieszeni, w których można równocześnie mierzyć chwilowy 
rozkład stężeń badanych substancji i śledzić zachowanie się komórek. Odpowiednie programy 
komputerowe specjalnie przygotowane do analizy aktywności ruchowej komórek pozwalają 
na zapis torów migracji komórek i zmian ich kształtu, a w następstwie automatyczne przed
stawianie danych w rozmaitej formie, m.in. na wykresach kołowych (rys. 5), oraz obliczania 
rozmaitych parametrów charakteryzujących ruchy komórek.
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PĘSETA OPTYCZNA -  NOWE NARZĘDZIE 
DO BADANIA SYSTEMÓW RUCHOWYCH KOMÓREK

OPTICAL TWEEZERS -  NEW TOOL TO STUDY 
THE INTERNAL CELL MOVEMENT

Małgorzata PIERZCHALSKA

Zakład Biologii Komórki, Instytut Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego Uniwersytetu
Jagiellońskiego, Kraków

Streszczenie: Przedstawiono prace dotyczące pęsety optycznej -  obiecującej metody badawczej wprowadzanej 
ostatnio w biologii komórki. W ytwarzana przez światło laserowe pułapka optyczna została wbudowana do m ikrosko
pu świetlnego o dużej rozdzielczości. Nowa metoda umożliwia zdalne przemieszczanie obiektów w przestrzeni, 
również we wnętrzu żywych komórek. Pęseta optyczna jest wykorzystywana zarówno jako mikromanipulator, jak  i 
jako przyrząd do pomiaru sił działających na poziomie ultrastruktur komórkowych. Przykładem jest, opisana w 
artykule, próba pomiaru sił wytwarzanych przez jedną cząsteczkę cytodyneiny.

Słowa kluczowe: pęseta optyczna, pułapka 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. M icroscopic 
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 obojętnymi elektrycznie obiektami o niezwykle małych rozmiarach w celu 
zmiany ich położenia lub prędkości jest trudnym zadaniem. Obiekty naładowane elektrycznie, 
takie jak jony i elektrony, łatwiej poddają się sterowaniu, gdyż pola elektryczne i magnetyczne 
oddziałują z naładowanymi cząstkami. Wpływanie na położenie cząstek elektrycznie obojęt
nych jest teoretycznie możliwe i zostało, w ostatnim dziesięcioleciu, przeprowadzone prakty
cznie dzięki wykorzystaniu odpowiednio zbudowanych pułapek [9]. Zastosowanie światła 
laserowego i pola magnetycznego umożliwiło stworzenie tzw. pułapek optycznych, magne
tycznych lub najczęściej stosowanych pułapek magneto-optycznych. Światło laserowe pola
ryzuje obojętne atomy. Stają się one dipolami elektrycznymi. Działa na nie siła o kierunku 
zgodnym z gradientem pola elektrycznego. Zmienne pole elektryczne o lokalnym maksimum 
w przestrzeni wytwarza zogniskowana wiązka laserowa. W tym wypadku siła dipolowa 
działająca na atomy jest jednak zbyt mała, aby przeciwstawić się ruchom cieplnym atomów 
w temperaturze pokojowej. Aby tak zaprojektowana pułapka mogła działać, atomy muszą być
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oziębione do bardzo niskich temperatur. Wykorzystując również wiązki światła laserowego o 
odpowiedniej długości fali i rozmieszczeniu, wytwarzające tak zwaną "melasę optyczną" 
udało się oziębić atomy w stanie gazu do temperatur bliskich zeru bezwzględnemu [9]. Oprócz 
pułapek mogących uwięzić atomy w określonym punkcie przestrzeni skonstruowano nastę
pnie soczewki i zwierciadła atomowe, atomowe lejki i atomowe fontanny zdolne wytwarzać 
strumień zimnych atomów o określonej prędkości. Odkrycia te znalazły szerokie zastosowania 
w różnych dziedzinach fizyki doświadczalnej i jednocześnie przyczyniły się do wynalezienia 
nowej metody badawczej w biologii komórki. W pierwszej połowie lat osiemdziesiątych 
jednym z wiodących ośrodków pracujących nad pułapkami laserowymi był Laser Science 
Research Department w Laboratoriach AT&T Bell w Holmdel w Stanach Zjednoczonych. 
Pracujący tam Arthur Ashkin był pierwszym, który wykorzystał promienie laserowe do 
poruszania małych, widocznych w mikroskopie świetlnym, obiektów biologicznych: wiru
sów, bakterii, komórek eukariotycznych i organelli komórkowych. W pracach opublikowa
nych w roku 1987 w Science i Nature użył dla określenia swojego wynalazku sugestywnej 
nazwy pęseta optyczna (ang. optical tweezers) [1,2].

W roku 1986 Ashkin wykazał, że obojętne cząstki o rozmiarach od 200 nm do 10 pm  (np. 
kulki polistyrenowe lub lateksowe) można złapać w pułapkę optyczną, którą jest jedna silnie 
zogniskowana wiązka laserowa [1]. Procesom absorbcji, odbicia i załamania światła towarzy
szy powstanie niewielkich sił proporcjonalnych do mocy promieniowania. Światło padając na 
powierzchnię danego ciała wywiera na tę powierzchnię pewne ciśnienie. Kiedy oświetlanym 
obiektem jest kulka z dielektryka, działa na nią siła o kierunku zgodnym z kierunkiem 
rozchodzenia się światła. Jest to tak zwana siła rozproszenia. Jeśli taką kulkę z materiału o 
współczynniku załamania większym od otaczającego ośrodka umieścimy w pobliżu punktu, 
w którym zogniskowana jest wiązka laserowa, to oddziaływanie między indukowanymi przez 
światło dipolami a gradientem pola elektrycznego doprowadzi do powstania siły popychającej 
kulkę w kierunku punktu o maksymalnej jasności światła. Jeśli siła skierowana w stronę 
punktu o największej gęstości promieniowania jest większa od siły rozproszenia, obiekt nie 
może wydostać się z obszaru, w którym jest zogniskowana wiązka laserowa i "wpada do 
pułapki" [5].

Aby wykorzystać tę zasadę do poruszania cząstek pochodzenia biologicznego o rozmia
rach kilku mikrometrów, pułapkę laserową wbudowano do mikroskopu świetlnego o dużej 
rozdzielczości (rys. 1). Wiązka promieniowania laserowego ogniskowana jest przez ten sam 
obiektyw, który służy do obserwacji preparatu w elemencie objętości o rozmiarach w przybli
żeniu równych długości fali emitowanej przez laser. Siła działająca na wpadający do pułapki 
obiekt jest proporcjonalna do mocy lasera. Kilku miliwatowa moc wiązki laserowej odpowia
da sile rzędu pikoniutonów (0,1 mikrodyny). Żywa komórka oświetlana przez laser może ulec 
fotouszkodzeniu i ogrzaniu. Aby zminimalizować te efekty, używa się lasera o linii w zakresie 
podczerwieni (np. 1064 nm). Światło o takiej długości fali jest stosunkowo słabo absorbowane 
przez komórki. Dzięki możliwości ciągłej zmiany mocy lasera siła, z którą światło działa na 
obiekt, może być również zmieniana w sposób ciągły. Przy użyciu pęsety optycznej można 
badany obiekt przesuwać w obrębie pola widzenia mikroskopu używając do tego celu 
zewnętrznej soczewki. Steruje ona miejscem, w którym ogniskowana jest wiązka laserowa. 
Komórki E. coli lub komórki drożdży mogą przebywać w obrębie pułapki przez kilka godzin 
i dzielić się nie wykazując żadnych objawów uszkodzenia [2]. Za pomocą lasera o mocy 80 
mW raz złapana bakteria może być przesuwana z prędkością 500 pm/s [2].
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wiązka laserowa

soczewka sterująca 
położeniem pułapki
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pułapka optyczna kondensor
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Rys. 1. Mikroskop optyczny zpęsetą optyczną (wg [2] zmodyfikowany)
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Pęseta optyczna jest wyjątkowo precyzyjnym mikromanipulatorem mającym wiele zalet 
odróżniających ją  od innych przyrządów tego samego przeznaczenia [8].

1. Współdziała niemal z każdą techniką mikroskopową (ciemne pole, kontrast faz, 
różnicowy kontrast interferencyjny ( DIC), epifluorescencja, system 
wzmocnienia obrazu Allena (AVEC).

2. Siła, z jaką działa na obiekt, ma znaną wartość proporcjonalną do mocy lasera i 
jest powtarzalna.

3. Obiektem można precyzyjnie manipulować w przestrzeni.
4. Uchwyt jej może być zwalniany natychmiast lub stopniowo.
5. Umożliwia poruszanie obiektami wewnątrz żywych komórek bez przerywania 

ciągłości błony komórkowej.
Przykładem zastosowania pęsety optycznej jako mikromanipulatora jest dowolne prze

mieszczanie lub unieruchamianie przez eksperymentatora chromosomów lub ich fragmentów 
w czasie mitozy [12,13]. Metoda ta może być wykorzystana zarówno do badań nad ruchem 
chromosomów, jak i do badań genetycznych, na przykład do tworzenia komórek o monoso- 
micznej lub trisomicznej liczbie chromosomów lub komórek pozbawionych pewnej wybranej 
części materiału genetycznego. W tego typu doświadczeniach pęsetę optyczną stosuje się 
równocześnie z skalpelem optycznym, czyli laserem działającym impulsowo w zakresie UV, 
który może przeciąć chromosom w wybranym przez eksperymentatora miejscu [14]. Pęsetę i 
skalpel optyczny próbowano wykorzystać do wywołania fuzji błon komórkowych [3] i 
komórek oraz procesu sztucznego zapłodnienia [8].

Siły o wartościach pikoniutonowych wywierane przez światło laserowe są dobrze dopaso
wane do zakresu sił działających na poziomie ultrastuktur komórkowych. Użycie pęsety 
optycznej stwarza możliwość pomiaru tych sił (np. sił wytwarzanych przez mechanoenzymy 
zwane silnikami molekularnymi). Wyniki takich pomiarów zostały opublikowane przez 
współpracujący z twórcą pęsety optycznej A. Ashkinem zespół badaczy z Uniwersytetu w 
Berkeley w Kalifornii pracujący pod kierunkiem Manfreda Schliwy. Użyli oni pęsety optycz
nej do pomiaru siły wytwarzanej przez jedną cząsteczkę cytodyneiny [4]. Większość wiado
mości na temat działania kinezyny, cytodyneiny i miozyny pochodzi z testów in vitro, w 
których obserwuje się ruch kulek polistyrenowych lub lateksowych pokrytych enzymami 
wzdłuż mikrotubul lub ruch mikrotubul po pokrytej enzymami powierzchni [14]. Tym razem 
użyto jednak ekstraktów cytoplazmatycznych -  pozbawionych błony komórkowej, cienkich 
pasm cytoplazmy z retikulopodiów wielkiej, słodkowodnej ameby Reticulomyxa. W retikulo- 
podiach o średnicy 0,3 mikrometra zawierających od 1 do 4 mikrotubul odbywa się intensywny 
ruch mitochondriów. Mitochóndria kuliste, o zbliżonej średnicy (ok. 300 nm) i dużym 
współczynniku załamania światła (wyraźnie widoczne w mikroskopie świednym) poruszają 
się z prędkością ok. 10 pm/s. Ich ruch zależny jest od ATPazy należącej do typu cytodynein. 
Liczba cząsteczek tego białka związana z jednym mitochondrium wynosi od 1 do 4 (średnia 
obliczona na podstawie zdjęć z mikroskopu elektronowego wynosi 2,4 cząsteczki cytodynei- 
ny/mitochondrium). Pułapka optyczna została zogniskowana na retikulopodium, a moc jej tak 
dobrano, aby mitochondrium wędrujące po mikrotubuli wchodząc w obszar pułapki zatrzy
mało się. Następnie zmniejszano moc lasera. W momencie, w którym siła działania pułapki 
była mniejsza od siły wytwarzanej przez silnik molekularny, mitochondrium uciekało z 
obszaru pułapki i ruszało dalej wzdłuż mikrotubul. Średnia moc lasera, przy której następo
wała ucieczka mitochondrium, wynosiła 160 inW. Siła jednej cząsteczki cytodyneiny była 
równoważona średnio przy mocy lasera równej 63 mW. Po odpowiedniej kalibracji obliczono,
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że odpowiada to sile 2,6-10 dyny. W tej samej serii doświadczeń udowodniono również, że 
mitochondrium może być transportowane przez tę samą cząsteczkę enzymu w obu kierunkach 
wzdłuż polarnej wiązki mikrotubul, gdyż uwolnione z pułapki mitochondria poruszały się nie
koniecznie w tę samą stronę co poprzednio. Opisane powyżej doświadczenia stanowią 
szczególnie interesujący przykład zastosowania omawianej techniki. Wyniki ich wskazują, że 
przynosi ona nowe możliwości zarówno w zakresie pomiaru sił działających na poziomie 
komórki, jak i badania mechanizmów ruchów wewnątrzkomórkowych.

Oprócz pomiaru siły potrzebnej do transportu organelli wzdłuż mikrotubul pęseta optyczna 
została wykorzystana do pomiaru właściwości mechanicznych witki bakteryjnej [6]. Umoż- 
żiwiła również bardziej precyzyjne badanie mechanizmu działania silników molekularnych 
w układzie pozakoinórkowym, w tzw. teście opłaszczonych ziaren (ang. bead assay) [7,11,16]. 
W testach tych obserwuje się ruch pokrytych odpowiednim białkiem ziaren polistyrenowych
0 znanych wymiarach wzdłuż mikrotubul lub wiązek filamentów aktynowych. Pęsetę optycz
ną wykorzystano do naprowadzania poszczególnych ziaren przed rozpoczęciem obserwacji. 
Podobne podejście zastosowano w badaniach nad ruchem cząsteczek glikoprotein w błonie 
komórkowej poruszających się keratynocytów. Kulki lateksowe pokryte konkanawaliną A 
umieszczano w wybranych obszarach błony komórkowej poruszającej się komórki. Nastę
pnie, zmniejszając moc lasera, analizowano siłę, z jaką kulki wiążą się z błoną [10]. Ciekawe 
wyniki uzyskano również badając z użyciem pęsety laserowej własności mechaniczne cyto- 
szkieletu erytrocytów [15]. Pojedynczy erytrocyt umieszczany był w pułapce laserowej 
wytworzonej wewnątrz komory przepływowej w taki sposób, że nie dotykał żadnej z jej ścian. 
Tak uwięziona komórka poddawana była następnie ekstrakcji detergentem i działaniu roztwo
rów o różnej sile jonowej.

Metodę pułapkowania laserowego w biologii komórki stosuje się dopiero od 5 lat, a jej 
wykorzystanie ograniczone było do tej pory do kilku laboratoriów amerykańskich dysponu
jących odpowiednią aparaturą. W nadchodzących latach zapowiadane udoskonalenia tech
niczne oraz dostępność handlowa urządzenia zapewne znacznie poszerzą zakres jego 
zastosowań. Położeniem pułapki można sterować komputerowo, tak jak kieruje się promie
niem lasera w laserowym skaningowym mikroskopie konfokalnym. W ten sposób próbuje się 
wytworzyć w jednym preparacie kilka miejsc pułapkowania jednocześnie, szybko włączając
1 wyłączając wiązkę światła laserowego i jednocześnie zmieniając miejsce jej ogniskowania
[8]. Wykorzystanie tańszych laserów diodowych wytwarzających wiązkę światła o długości 
lali 780-950 nm w dostępnym handlowo urządzeniu ma obniżyć jego koszt, a także stworzy 
możliwość operowania większymi siłami przez zmniejszenie efektu fotouszkadzania żywych 
komórek [8].

_7
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Streszczenie. W pierwszej części niniejszej pracy przedstawione są wybrane, szczególnie ważne, ogólno-metodolo- 
giczne cechy wiedzy biologicznej, a mianowicie: systemowy charakter, znaczenie czynnika czasu, różne stopnie 
ogólności, szczegółowości, ścisłości oraz pewności twierdzeń i fragmentów wiedzy. Druga część pracy poświęcona 
jest semiotycznej analizie wiedzy cytobiologicznej; wprowadzone jest pojęcie znaków instrumentalnych, które 
odpowiadają zinterpretowanym obrazom i wartościom liczbowym stanowiącym wyniki działania przyrządów. W  
części trzeciej autor zwraca uwagę na charakter obiektów będących przedmiotem badań cytobiologicznych oraz na 
związek między lingwistycznym (jakościowym) a ilościowym sposobem opisu zjawisk w tej dziedzinie.

Summary. In the 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 o f generality, o f richness 
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 ogólna metodologia biologii komórki i większości innych dziedzin 
biologii są w ogólnych zarysach podobne; nauka o komórce jednak wykazuje także pewne 
swoiste dla niej cechy logiczno-metodologiczne.

I. OGÓLNY SCHEMAT STRUKTURY WIEDZY BIOLOGICZNEJ

Organizm żywy -  niezależnie od poziomu gatunkowego, tj. zarówno pojedyncza komórka 
jak  i ustrój wielokomórkowy -  jest ogromnie złożonym systemem, czyli zespołem bardzo 
licznych i różnorodnych elementów powiązanych ogromną liczbą nie mniej różnorodnych 
zależności. Elementami systemu żywego są -  zgodnie z powszechnym ujęciem -  obiekty 
(twory morfologiczne) odznaczające się właściwymi dla nich cechami (własnościami), związ
ki zaś, które -  według naszego poglądu -  łączą te twory i ich cechy stanowią charakterystyczne 
dla tego systemu relacje. System żywy znajduje w naszym umyśle odzwierciedlenie w postaci 
sądów wyrażonych w zdaniach o charakterze ogólnym stanowiących twierdzenia i prawa
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biologii, których wzajemnie powiązane zespoły tworzą większe i mniejsze fragmenty wiedzy 
i teorie. Innymi słowy, obiekty wchodzące w skład systemu żywego, ich cechy i łączące je  
relacje stanowią treść (znaczenie) sądów i wypowiedzi tworzących naukę biologiczną.

Szczególnie charakterystyczne dla biologii jest to, że twierdzenia (prawa) tej nauki tworzą 
zespoły (fragmenty wiedzy), w których obrębie są one wzajemnie ściśle i wielostronnie 
powiązane w postaci niezmiernie rozbudowanej struktury typu sieci lub grafu, którego węzły 
odpowiadają zjawiskom, gałęzie zaś -  łączącym je zależnościom. Termin "zjawisko" użyty 
jest tu w najbardziej ogólny sposób dla oznaczenia zarówno występowania określonych 
obiektów, przysługiwania obiektom określonych właściwości oraz zachodzenia takich a takich 
relacji między obiektami i ich właściwościami. Zjawiska opisywane przez elementy wiedzy 
biologicznej są przeważnie związane z określonym czasem, pojęcie to obejmuje więc także 
stany obiektów oraz zmiany stanów i ciągi lub zespoły zmian stanów czyli procesy (taki sposób 
rozumienia tego terminu jest szczególnie typowy dla nauk fizjologicznych).

Obok zarysowanego wyżej systemowego charakteru wiedzy biologicznej, bardzo cha
rakterystyczną jej cechą jest fakt, że jej fragmenty są wyrażane w różny sposób z punktu 
widzenia opisu obiektów oraz ich właściwości i relacji. Innymi słowy, prawa i fragmenty 
wiedzy biologicznej bywają wyrażane z różnym stopniem ogólności, szczegółowości, ścisło
ści i pewności.

Stopień ogólności elementów wiedzy, tj. przede wszystkim praw (twierdzeń), a także ich 
zespołów (fragmentów), zależy od treści (denotacji) występujących w nich pojęć: im szerszy 
jest zakres odpowiadających tym pojęciom terminów, tym bardziej ogólne jest dane prawo 
lub tym większy jest poziom ogólności danego fragmentu wiedzy. Z praw o wyższym stopniu 
ogólności mogą być wyprowadzane prawa mniej ogólne; pierwsze można też określić mianem 
praw bardziej abstrakcyjnych, drugie -  bardziej konkretnych.

Większa lub mniejsza szczegółowość praw i fragmentów wiedzy wiąże się z faktem, że 
wiedza biologiczna opisuje złożone systemy, których części składowe mogą być wyróżniane 
w rozmaity sposób, tj. poprzez pojęcia oznaczające większe lub mniejsze podsystemy, czyli 
zespoły zjawisk, które są bardziej lub mniej zagregowane z systemowego punktu widzenia.

Prawa wiedzy biologicznej odznaczają się różnym stopniem pewności: jedne mają chara
kter bezwyjątkowy, inne przyjmowane są ze świadomością, że nie zawsze sprawdzają się, 
jeszcze inne przyjmowane są jako niepewne hipotezy. Sposób wyrażenia czynnika niepewno
ści w prawach biologicznych bywa bardzo rozmaity: stosowane są bądź różnorodne oceny 
słowne, bądź oszacowania ilościowe.

Różne stopnie i rodzaje ścisłości praw biologicznych odzwierciedlają rozmaite sposoby 
wyrażania zależności między obiektami i wartościami cech; mogą być one oparte na za
stosowaniu skal typu jakościowego, tj. nominalnej, porządkującej lub przedziałowej albo skali 
ilościowej. Związki między wartościami cech wyrażonymi w sposób jakościowy są podstawą 
praw wiążących pojedyncze wartości, prawa typu ilościowego łączą wiele wartości cech. Przy 
jakościowym sposobie wyrażania cech wykorzystanie wiedzy, tj. rozumowanie, opiera się na 
operacjach typu logicznego, ujęcie ilościowe umożliwia stosowanie metod matematycznych.

Sposób ujęcia wiedzy biologicznej z punktu widzenia jej ogólności, szczegółowości i 
ścisłości zależy z jednej strony od stopnia zaawansowania i sposobu poznania danego systemu 
żywego i jego podsystemów, z drugiej zaś strony od tego, do czego dany fragment wiedzy jest 
wykorzystywany. Na przykład charakter wiedzy biologicznej -  z powyższego punktu wi
dzenia -  służący praktyce lekarskiej jest inny w porównaniu z wiedzą niezbędną dla badania 
naukowego.
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II. SEMIOTYCZNE PROBLEMY BIOLOGII KOMÓRKI

Podobnie jak każda nauka empiryczna, wiedza biologiczna oparta jest na obserwacji 
obiektów stanowiących przedmiot jej zainteresowania, tj. organizmów żywych. Obserwacja 
jest podstawą stwierdzenia -  myślowego i słownego -  faktu, że taki a taki obiekt wykazuje 
taką a taką cechę. Stwierdzony fakt ma często sam przez się istotne znaczenie dla obserwatora, 
najczęściej jednak jest również interpretowany z punktu widzenia związków z innymi, 
bezpośrednio nie spostrzeganymi zjawiskami; innymi słowy, obserwowane zjawiska są wyko
rzystywane jako znaki (oznaki) innych zjawisk; sądy o zjawiskach będących korelatami 
znaków powstają w wyniku wnioskowania semiotycznego. W celu porozumienia z innymi 
ludźmi, np. z innymi badaczami, obserwator posługuje się znakami językowymi wyrażając 
słowami swoje sądy. W ten sposób nowe fakty są przez obserwatora (eksperymentatora) 
stwierdzane bezpośrednio oraz postulowane drogą rozumowania, sądy zaś o tych faktach 
komunikowane są za pomocą środków językowych.

Jeśli chodzi o biologię komórki -  obserwacje wykonywane są w ramach eksperymentów, 
w których prawie zawsze stosowane są różnorodne badawcze narzędzia techniczne.Do naj
częściej używanych w badaniach cytologicznych przyrządów należą na przykład mikroskopy 
(optyczne i elektronowe), wagi, detektory i rejestratory zjawisk elektrycznych, analizatory 
biochemiczne, liczniki cząstek. Umożliwiają one w sposób pośredni obserwację i pomiar cech 
obiektów pojedynczych, tj. komórek i ich części oraz obiektów zbiorowych, którymi są 
kolekcje i zespoły tych tworów; w tym ostatnim wypadku przedmiotem obserwacji są 
wypadkowe wartości cech obiektów pojedynczych oraz liczebności zbiorów.

Przyrządy badawcze przetwarzają sygnały, których źródłem są badane zjawiska oraz 
wykonują pomiary i procedury obliczeniowe. Wynikiem działania przyrządów są w wię
kszości wypadków bądź obrazy, jak przy użyciu mikroskopu, bądź wielkości liczbowe 
przedstawione w postaci cyfr, krzywych, wykresów itp. Pomijając proste badanie za pomocą 
mikroskopu optycznego, przy każdym zastosowaniu instrumentu w eksperymencie cytologi
cznym obiektem bezpośrednio obserwowanym jest bądź część przyrządu (np. tarcza z podział - 
ką), bądź -  co jest szczególnie częste -  taki czy inny dokument: zdjęcie mikroskopowe, papier 
z narysowanym wykresem (krzywa obrazująca zależność nasilenia procesu od czasu, histo
gram itp.) lub z wydrukowanymi cyframi (np. w postaci tabeli) albo z wypisanymi słowami. 
Różne rodzaje wyżej wymienionych wyników badań dokonywanych zapom ocą przyrządów 
można ująć w dwie grupy, którymi są obrazy i napisy; te ostatnie można podzielić na wyrażenia 
cyfrowe i słowne.

Przyrząd lub produkt działania przyrządu, który eksperymentator obserwuje, jest obiektem 
znajdującym się w określonym stanie, czyli wykazującym takie czy inne cechy; bezpośrednim 
przeto rezultatem jego spostrzeżenia jest stwierdzenie tych właśnie cech (położenia wskazów
ki, określonego kształtu itp.) tego obiektu (tarczy ze skalą, ekranu, wydruku itp.). Stan, czyli 
tzw. wskazanie przyrządu lub jego wytworu, jest jednak dla obserwatora istotne wyłącznie ze 
względu na to, że na tej podstawie wnioskuje on o stanie obiektu, który jest przedmiotem jego 
badania, tj. w wypadku cytologa- komórki lub zbioru komórek albo ich części czy produktów. 
Zjawisko, które człowiek spostrzega i które wykorzystuje, aby poznać inne zjawisko, jest dla 
niego znakiem (naturalnym) czyli oznaką nieobserwowanego zjawiska, będącego korelatem 
tego znaku, rozumowanie zaś, które prowadzi od sądu orzekającego o stwierdzeniu znaku do 
sądu dotyczącego korelatu, jest wnioskowaniem semiotycznym.
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Stany przyrządów badawczych, jako że służą do wnioskowania o stanach innych obiektów, 
można określić mianem znaków instrumentalnych, przy czym należy wyróżnić dwa rodzaje 
takich znaków; stosując przyjętą terminologię, jeden z tych rodzajów odpowiada znakom 
naturalnym, drugi -  znakom typu konwencjonalnego. Jako przykład znaku instrumentalnego 
typu naturalnego można podać obraz na zdjęciu mikroskopowym będący znakiem cech 
badanej komórki. Wnioskowanie związane z interpretacją obrazu przebiega mniej więcej 
następująco. Badacz wie lub przypuszcza, iż jeśli obiekt jego zainteresowania, tj. komórka, 
wykazuje taki a taki zespół cech i jeśli znajduje się w takich a takich warunkach i w określonym 
stosunku względem przyrządu (mikroskopu), to produkt działania tego przyrządu, czyli 
mikrofotografia, odznacza się takimi a takimi cechami: widoczne są określone kształty i 
barwy. Podstawę wnioskowania stanowi znana badaczowi zależność łącząca cechy przedmio
tu badania (korelatu znaku) z cechami obiektu obserwowanego (znaku); w tym wypadku jest 
to stosunek podobieństwa zachodzący między cechami komórki a cechami widocznymi na 
zdjęciu mikroskopowym, który zależy od budowy i sposobu funkcjonowania przyrządu. 
Trzeba więc przyjąć, że obraz na zdjęciu mikroskopowym jest znakiem (typu naturalnego) 
pewnych cech komórki lub jej części składowych. Warto tu zwrócić uwagę, że mniej 
oczywisty jest stosunek, jaki łączy obraz optyczny obserwowany bezpośrednio w mikroskopie 
z cechami obiektu obserwacji; można zapewne przyjąć, że przy takim zastosowaniu mikro
skop jest narzędziem raczej wspomagającym obserwację niż tworzącym znak obiektu.

Bardziej złożony charakter mają z seiniotycznego punktu widzenia stany i wytwory takich 
przyrządów badawczych, jak np. waga, miernik potencjału elektrycznego czy spektrofo
tometr. Instrumenty te wytwarzają nie obrazy (w wyżej używanym znaczeniu), lecz różnego 
rodzaju napisy, tj. reprezentacje -  graficzne i cyfrowe -  wielkości liczbowych, czasem też 
wyrażenia słowne. Stosunek łączący krzywą, wykres, zespół cyfr lub słowa wytworzone przez 
przyrząd z cechami obiektów, które są przedmiotem badania za pomocą tego przyrządu, nie 
jest stosunkiem podobieństwa, jak w wypadku obrazu na zdjęciu mikroskopowym i cech 
komórki. Jest to zależność związana z procedurą pomiaru wartości cech obiektów (np. 
organelli komórkowych) lub zliczania elementów składających się na obiekty zbiorowe (np. 
liczby komórek w jakimś środowisku). Nie wnikając w bardzo złożoną problematykę pomiaru, 
można stwierdzić, że napisy produkowane przez przyrządy pomiarowe i liczniki interpretowa
ne są przez obserwatora jako znaki typu konwencjonalnego lub symbolicznego, których 
korelatami są określone wartości cech lub liczebności obiektów badanych. Podstawy rozumo
wali semiotycznych, których przesłankami są symbole liczbowe stanowiące wyniki działania 
przyrządów, wnioskami zaś ilościowe oszacowania wartości cech, są bardzo złożone. Podo
bnie jak w wypadku interpretacji instrumentalnych znaków typu naturalnego (np. obrazów) 
wnioskowania te przebiegają prawie zawsze w sposób nieuświadomiony, choć bywają sytu
acje (np. podejrzenie niesprawności przyrządu), w których przynajmniej częściowo muszą być 
ujawnione.

III. TEORETYCZNO-KONKRETNY CHARAKTER 
WIEDZY CYTOLOGICZNEJ

Obiekty, które są przedmiotem badania biologii komórki i których cechy stanowią korelaty 
znaków instrumentalnych, należą w znacznej części do klasy obiektów zwanych teoretyczny
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mi, częściowo zaś mają status niejako pośredni między obiektami obserwowalnymi bezpo
średnio a takimi, które można poznać jedynie jako myślowo konstruowane korelaty znaków. 
Ta druga grupa obejmuje struktury i cechy morfologiczne, które można "uwidocznić" za 
pomocą mikroskopu świetlnego lub elektronowego; obiekty możliwe do zaobserwowania bez 
zastosowania przyrządów są w cytobiologii nieliczne lub odgrywają rolę niejako pomocniczą. 
Znaczna większość badań w dziedzinie biologii komórki dotyczy "poziomu molekularnego", 
tj. przedmiotem tych badań są cząsteczki i atomy, właściwości tych obiektów, związane z nimi 
procesy i łączące je  relacje. Ściśle biorąc, charakter taki ma większość szczegółowych badań 
prowadzonych niejako na codzień w laboratoriach cytobiologicznych; ostatecznym jednak ich 
celem i ukoronowaniem jest poznanie komórek jako całości, których częściami są cząsteczki 
i atomy. Poznanie obiektów teoretycznych, które w takich naukach jak fizyka i chemia stanowi 
główne dążenie badawcze, jest więc w biologii komórki celem pośrednim a nie ostatecznym. 
Fakt jednak, że obiekty te są bezpośrednim przedmiotem większości eksperymentów w tej 
dziedzinie, ma istotne znaczenie z punktu widzenia semiotycznej analizy tego rodzaju pozna
nia naukowego. Podobnie jak w fizyce czy chemii, korelatami znaków instrumentalnych w 
cytobiologii są cechy obiektów, które (zarówno obiekty jak i większość cech) są teoretycznymi 
"konstruktami", tj. zjawiskami postulowanymi na podstawie niezmiernie złożonych rozumo
wali, w których sądy bezpośrednio oparte na obserwacji są bardzo odległymi od wniosków 
przesłankami. Jest to sytuacja podobna jak w naukach fizykalnych, wnioskowanie jednak 
semiotyczne w biologii komórki jest jeszcze bardziej złożone i wieloogniwowe, teoretyczne 
bowiem korelaty znaków instrumentalnych stanowią punkt wyjścia do wniosków dotyczących 
obiektów niejako półteoretycznych, jakimi są podstawowe obiekty badania cytologicznego, 
tj. komórki jako całości.

Dla biologii komórki bardzo ważne znaczenie ma również ścisły związek między jakościo
wym, tj. lingwistycznym, a ilościowym, matematycznym opisem obiektów, ich własności i 
relacji. W stosunkowo dawnych już czasach, gdy w cytologii dominowała problematyka 
morfologiczna, niemal wyłącznym sposobem wyrażania wiedzy była fachowa odmianajęzyka 
naturalnego. W ciągu ostatnich kilkudziesięciu lat główny nurt badań w biologii komórki 
wiąże się w coraz większym stopniu z zagadnieniami biochemicznymi i biofizycznymi; w 
związku z tym obok metod badania morfologicznego coraz większego znaczenia nabierają 
metody doświadczalne i teoretyczne typowe dla chemii i fizyki, m.in. matematyczne opraco
wanie wyników. Obecnie jednak metody matematyczne służą w biologii komórki w większym 
stopniu jako środek precyzyjnego wyrażania wyników pomiarów -  przede wszystkim dla 
celów porównawczych -  niż jako podstawowe narzędzie opisu badanych zjawisk. Dlatego też 
szczególnie często stosowane są metody statystystyczne, dzięki którym możliwy jest szcze
gółowy i wielostronny opis wyników oraz obiektywne wnioskowanie w procesie sprawdzania 
hipotez. Zarówno jednak przesłanki badawcze, jak i wnioski mają w większości charakter 
sądów typu jakościowego. W ciągu ostatnich lat żywo także rozwijają się badania, w których 
metody matematyczne stanowią podstawowy sposób formułowania hipotez badawczych, 
rozumowania (w postaci operacji formalnych i obliczeniowych) i opisu wniosków badaw
czych; do takich dziedzin należy na przykład biofizyka komórki. We wszystkich jednak 
działach cytologii, podobnie jak w innych dziedzinach biologii, udział języka typu naturalnego 
jako nośnika wiedzy i narzędzia rozumowania jest znacznie większy w porównaniu z naukami 
typu fizycznego. Nie jest to zapewne sprawa związana jedynie z obecnym charakterem i 
stopniem rozwoju biologii, prawdopodobnie nie wynika to również tylko z ogromnej zło
żoności i różnorodności obiektów biologicznych. Poznanie systemów żywych -  w związku z
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samą ich istotą -  ma bardziej konkretny, mniej abstrakcyjny charakter w porównaniu z 
poznaniem zjawisk będących przedmiotem nauk fizycznych, konkretne zaś poznanie znajduje 
lepszy wyraz w znakach językowych (i innych, np. obrazowych) zbliżonych do tych, jakimi 
posługujemy się w życiu codziennym, niż w symbolice liczbowej i formalnej.

PIŚMIENNICTWO

[1] AJDUKIEW ICZ K. Logika pragmatyczna. PWN, Warszawa, 1965.
[2] DOROSZEW SKI J. Logiczna struktura wiedzy medycznej, (w) Postępy biocybernetyki i Inżynierii Biomedycznej, 

(red.) M. Nałęcz, Wyd. Komunikacji i Łączności, Warszawa, 1990: 94-110.
[3] KOTARBIŃSKA J. Pojęcie znaku, (w) Z  zagadnień teorii nauki i teorii języka, PWN, W arszawa 1990: 152-244.
[4] PELC J. W stęp do semiotyki. Wiedza Powszechna, Warszawa, 1984.

http://rcin.org.pl



POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 20,1993, suplement 2 (29-40)

MODELE RUCHU LEUKOCYTÓW 
W JEDNORODNYM POLU BODŹCOWYM

MODELS OF LEUKOCYTE MOVEMENT 
IN THE STIMULATING FIELD

Anna KORZYŃSKA*, Maciej GÓRKIEWICZ **

*Instytut Biocybernetyki i Inżynierii Biomedycznej PAN,**Zakład Biocybernetyki 
Collegium Medicum UJ w Krakowie

Streszczenie. W stępna część pracy zawiera krótkie omówienie trzech poziomów abstrakcji opisu ruchu komórki. 
Zasadnicza część pracy poświęcona jest modelom procesów stochastycznych, ze szczególnym zwróceniem uwagi na 
modele zakładające występowanie zmian mechanizmu losowego generującego bazowy proces stacjonarny: proces 
przedziałami Markowa, proces odcinkami ARMA, proces AR z progiem, proces AR wykładniczy, proces AR 
biliniowy. Dyskutuje się przydatność przedstawionych modeli do opisu wpływu zmian w otoczeniu komórki na jej 
aktywność ruchową.

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 komórek można podzielić na trzy klasy modeli, leżące 
na różnych poziomach abstrakcji:

1) modele faz aktywności;
2) modele trajektorii przemieszczeń;
3) modele regulacyjne.
W modelach pierwszego typu wszystkie możliwe formy ruchowej aktywności komórki 

dzieli się na kilka stanów, zachowanie się komórki opisywane jest jako ciąg następujących po 
sobie faz ruchu. W modelach regulacyjnych komórka traktowana jest jako układ kilku 
powiązanych receptorów. Pod działaniem pola bodźcowego, interakcja kilku receptorów 
wywołuje określone zmiany kształtu i przemieszczanie się całego układu. W modelach 
trajektorii przemieszczeń aktywność ruchowa komórki analizowana jest jako realizacja kilku-

http://rcin.org.pl



30 A. KORZYŃSKA, M. GÓRKIEW ICZ

wymiarowego, dyskretnego procesu stochastycznego, której poszczególne składowe odpo
wiadają, na przykład, odległościom między położeniami środka ciężkości komórki i kieru
nkom przemieszczeń w kolejnych chwilach. Modele trajektorii przemieszczeń spehiiają 
szczególną rolę służąc obiektywizacji, potwierdzaniu zasadności pozostałych typów modeli. 
Stąd główna część pracy poświęconajest różnym postaciom modeli trajektorii przemieszczeń, 
opartych na modelu stochastycznego procesu autoregresji z pełzającą średnią (ARM A), takich 
jak: proces odcinkami ARMA, proces AR z progiem, proces AR wykładniczy, proces AR 
biliniowy. Przytacza się przykłady poświadczające przydatność przedstawionych modeli do 
opisu swobodnego ruchu komórki, dyskutuje się zasadność stosowania ich do opisu ruchu w 
polu bodźcowym.

TXPY MODELI

Model matematyczny porządkuje wiedzę o obiekcie badań w tym sensie, że wyróżnia 
wielkości, które w wybranym aspekcie charakteryzują obiekt, oraz wielkości, od których one 
zależą. W kategoriach cybernetycznych pierwsze nazywane są wielkościami wyjściowymi a 
drugie wielkościami wejściowymi i parametrami badanego systemu. Wielkości wyjściowe 
definiowane są explicite, z mniej lub bardziej jednoznacznymi sugestiami co do sposobu ich 
pomiaru w warunkach rzeczywistych. Natomiast wielkości wejściowe i parametry badanego 
systemu są często określane za pomocą werbalnego opisu lub tak zwanych milczących założeń 
co do podlegających modelowaniu rzeczywistych obiektów i warunków. Pożądane jest, aby 
opis wielkości wejściowych i parametrów był sformułowany dostatecznie jasno dla użytkow
nika modelu tak, aby ten potrafił określić, w jakich warunkach może i w jakich nie powinien 
oczekiwać zgodności między wielkościami wyjściowymi obliczonymi na podstawie modelu 
a obserwowanymi w praktyce. Poza tym jest pożądane, aby modele o różnych poziomach 
abstrakcji i dotyczące różnych aspektów badanych zjawisk korespondowały między sobą -  
przynajmniej żeby parametry i wielkości jednego modelu mogły być interpretowane w 
kategoriach drugiego modelu. W odniesieniu do fizykalnych modeli przemieszczania się 
komóręk oznaczać to może żądanie powiązań nie tylko między modelami fizykalnymi, ale 
także z modelami struktury komórek, modelami funkcjonalnymi i modelami biochemicznymi. 
Szukanie takich powiązań wykracza poza zakres niniejszej pracy. Jak już zaznaczono, fizy
kalne modele ruchu komórek można podzielić na trzy klasy modeli, leżące na różnych 
poziomach abstrakcji:

• modele faz aktywności;
• modele trajektorii przemieszczeń;
• modele regulacyjne.
W modelach pierwszego typu wszystkie możliwe formy ruchowej aktywności komórki 

dzieli się na kilka stanów, na przykład [22, 23]: wyrzut, szukanie, zaokrąglanie. Jeśli z 
założenia w każdej chwili komórka może przejawiać jedną i tylko jedną z wyróżnionych faz 
aktywności, to matematycznie model może być wyrażony w kategoriach dyskretnego łańcu
cha Markowa. Jak wiadomo, przy tym sposobie opisu zachowanie się komórki charakteryzują 
prawdopodobieństwa następstw faz ruchu. W cytowanym przykładzie [22, 23] występuje 
sześć możliwych następstw faz ruchu:

wyrzut —> szukanie, wyrzut —> zaokrąglanie, szukanie —> wyrzut, szukanie - » zaokrąglanie
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zaokrąglanie —> wyrzut, zaokrąglanie —> szukanie 
i odpowiednio sześć prawdopodobieństw warunkowych: 
p(szukanielwyrzut),... ,/?(szukanielzaokrąglanie).
Uwzględnienie zależności czasowych wymaga wprowadzenia następstw polegających na 

trwaniu w początkowej fazie, na przykład:
wyrzut -> wyrzut, szukanie -> szukanie, zaokrąglanie —> zaokrąglanie 
oraz uzależnienia od czasu albo wszystkich prawdopodobieństw następstw, albo tylko 

prawdopodobieństw trwania w początkowej fazie ruchu [17,18].
Szczególnie chętnie stosowany jest tu rozkład wykładniczy, dla którego prawdopodobień

stwo nastąpienia zdarzenia w odcinku czasu o zadanej stałej długości nie zależy od tego, jak 
długo już trwa oczekiwanie na wystąpienie tego zdarzenia. Oczywiście, style zachowania się 
komórki mogą być analizowane na podstawie dłuższych sekwencji kolejnych faz ruchu niż 
tylko faza poprzednia -  faza następna. Pozostanie przy tym na gruncie modeli Marko wowskich 
umożliwia typ modelu "łańcuchy przedziałami Markowa" [28,29,30]. W tym modelu zakłada 
się, że w historii zachowania się komórki można wyróżnić kilka stadiów aktywności, a w 
każdym stadium obowiązuje inny model Markowa. Przy tym ujęciu, jeśli wystąpienie zmiany 
stadium aktywności powiązać ze zmianą zewnętrznych warunków ruchu, staje się możliwe 
badanie wpływu zmian pola bodźcowego na zachowanie się komórki. Należy zauważyć, że 
oszacowanie prawdopodobieństw wymaga dostatecznie dużej liczby zaobserwowanych 
przejść z każdej fazy ruchu w inne. Stąd w każdym stadium pole bodźcowe powinno być 
dostatecznie rozległe i dostatecznie długotrwałe. Poza tym założenie stałości poszczególnych 
prawdopodobieństw przejść w każdym z wyróżnionych stadiów ruchu sugeruje stosowanie 
pól bodźcowych o takiej samej wartości w każdym położeniu komórki.

U podstaw wszystkich modeli faz aktywności leży milczące założenie, że istnieje kryterium 
wykrywania wystąpienia zmiany jednej fazy ruchu w drugą, jednego stadium aktywności w 
drugie. Obiektywne kryterium może bazować na analizie trajektorii ruchu komórki. W 
modelach trajektorii przemieszczeń obserwowana aktywność ruchowa komórki analizowana 
jest jako realizacja kilkuwymiarowego dyskretnego procesu stochastycznego, której poszcze
gólne składowe odpowiadają, na przykład, odległościom między położeniami środka ciężko
ści komórki w kolejnych chwilach, kierunkom przemieszczeń między kolejnymi chwilami, 
określonym parametrom kształtu komórki w kolejnych chwilach. Metody identyfikacji kilku 
postaci modeli związanych z tym podejściem omawiane są niżej. Gromadzenie danych 
potrzebnych do oszacowania parametrów modelu wymaga podjęcia decyzji co do odstępu 
czasu między kolejnymi obserwacjami, a także napotyka na pewne trudności interpretacyjne, 
na przykład, co uznać za centrum komórki (w grę wchodzi środek geometryczny rzutu 
komórki, środek ciężkości rzutu komórki, środek ciężkości komórki), jak wyrazić zmiany 
kształtu komórki. W przypadku pola bodźcowego o różnych wartościach w różnych miejscach 
do wymienionych trudności interpretacyjnych dołączają się trudności związane z określeniem, 
co właściwie oddziałuje na badaną komórkę i jak to mierzyć: pod uwagę mogą tu być brane 
różne sposoby określania umownej wartości bodźca (albo różnic wartości bodźca) w miejscu, 
gdzie znajduje się komórka.

Z analogicznymi trudnościami związane jest gromadzenie danych do oceny modeli regu
lacyjnych ruchu komórki. W modelach tych komórka traktowana jest jako układ kilku 
powiązanych receptorów. Pod wpływem chwilowych i lokalnych oddziaływań pola bo
dźcowego, w każdym receptorze powstaje lokalna tendencja do zmiany lub utrzymania 
miejsca pobytu. Interakcja kilku receptorów wywołuje określone zmiany kształtu i przemie-
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szczanie się całego układu. W najprostszym przypadku cała komórka traktowana jest jako 
jeden punktowy receptor, a w opisie reakcji na bodziec pomijane są losowe odchyłki reakcji 
od jej wartości oczekiwanej [12, 13]. W przypadku skokowych zmian wartości pola bo
dźcowego obiektem zainteresowania modeli regulacyjnych, w odróżnieniu na przykład od 
modeli "przedziałami Markowa" jest faza przejściowa od jednego stanu ustalonego do 
drugiego, a nie same stany ustalone. W cytowanych pracach [7, 13] przytaczane są przykłady 
faz przejściowych o czasie trwania rzędu minuty.

Ściśle deterministyczny opis zachowania się komórki kłóci się z zachowaniem obserwo
wanym w praktyce. Stąd w modelach regulacyjnych mających opisywać reakcje komórki na 
wymuszenia bardziej subtelne od znacznej skokowej zmiany otoczenia, do de terminis tycznej 
składowej odpowiedzi odpowiednio dodawana jest składowa losowa tak, aby uzyskać zado
walającą zgodność z obserwacją [32, 33, 34]. Możliwość wyboru modeli z większą liczbą 
receptorów (bez względu na to, czy są to receptory umownie rozmieszczone na powłoce 
komórki, czy odpowiedniki receptorów zaobserwowanych w badanej komórce) wynika z 
fizycznej możliwości rejestrowania różnic wartości pola bodźcowego w najbliższym otocze
niu komórki [19]. To, czy właściwie dobrano charakter zależności bodziec —> reakcja, 
sprawdzić można tylko analizując zgodność reakcji (trajektorii ruchu) na różne zmiany bodźca 
obliczonej na postawie modelu z reakcją obserwowaną, to znaczy, innymi słowami, badając 
wiele modeli trajektorii przemieszczeń. Jak widać, modele trajektorii przemieszczeń spełniają 
szczególną rolę wśród pozostałych typów modeli: same, być może, niewiele wnosząc do 
zrozumienia zjawisk ruchu komórek służą obiektywizacji, potwierdzaniu zasadności tak 
modeli faz aktywności, jak i modeli regulacyjnych.

Dalsza część pracy w całości poświęcona jest różnym postaciom modeli trajektorii prze
mieszczeń, opartych na modelu stochastycznego procesu autoregresji z pełzającą średnią.

Przez znalezienie modelu danego szeregu czasowego 
[X (t);t = 0,1,2,...}

zazwyczaj rozumie się znalezienie funkcji przekształcającej ten szereg w tak zwany biały 
szum {e (t)}, definiowany jako sekwencja nieskorelowanych zmiennych losowych o zerowej 
wartości oczekiwanej i stałej wariancji:

Określenie "realizowalny model" oznacza, że aktualna wartość procesu nie jest uzależniana 
od przyszłych wartości procesu. Liniowość modelu (2) polega na tym, że funkcję przekształ
cającą można przedstawić w postaci sumy:

MODELE LINIOWE TRAJEKTORII: AR, MA i ARMA

E{£(t)}= 0; E{e(t)2 }= o 2; E{e(s)*e(t)}= 0 dla s *  t 
h(...,x(t-2), x(t—1), x(t)) = e(t)

( 1)
(2)

Zh(s)x(t-s) = e(t); s = (0,°°)

lub, równoważnie, za pomocą operatora zespolonego:

H(z) = £ h ( s ) z s; s = (0,°°) (4 )

(3)
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Jeśli wszyskie zera H(z) leżą na zewnątrz koła jednostkowego, to H l(z) może być 
rozwinięte dla | z | <1 :

H“1 (z) = Z g(s) zs = T(z) (5)
s=0

gdzie: H_1(z)r(z) = 1
W takim przypadku x(t) może być jawnie wyrażone jako:

x(t) = 2  g(s) e(t-s); s = (O,«») (6)

Modele (3) lub (6) bez dodatkowych założeń nie mogą mieć praktycznego zastosowania 
ze względu na nieskończoną liczbę składników. Model AR (akronim od angielskiego okre
ślenia: autoregressive) powstaje przy założeniu, że H(z) może być aproksymowane jako 
wielomian:

H(z) = 1 + a(l)z  + ... + a(k)zk (7)

co w dziedzinie czasu oznacza, że:

x(t) + a(l)x(t—1) + ... + a(k)x(t-k) = e(t) (8)

gdzie: k<°° -  rząd modelu AR.
Model MA (akronim od angielskiego określenia: moving average -  pełzająca średnia) 

powstaje przy założeniu, że T(z) może być aproksymowane jako wielomian:

T(z) = 1 + b O jz1 + ... + b(rn)zm (9)

co w dziedzinie czasu oznacza, że:

x(t) = e (t) + b ( l)e ( t- l)  + ... + e(t-m) (10)

gdzie: m < °o -  rząd modelu MA.
Model ARMA jest modelem mieszanym:

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

co w dziedzinie czasu oznacza, że:

x(t) + a ( l)x ( t- l)  + ...+  a(k)x(t-k)= e(t) + b (l)e (t- l)  +...+ e(t-m) (12)

gdzie: k,m <°° -  rząd modelu ARMA.
Jak widać, modele (8) i (10) stanowią szczególne przypadki (12). Ogólnie rzecz biorąc, 

każda dostatecznie długa realizacja (X(t); t = 0,1,2,...} może być równie dobrze (na przykład 
w sensie minimum sumy kwadratów odchyleń) estymowana tak za pomocą modelu AR 
odpowiednio dużego rzędu, jak za pomocą modelu MA. Rząd modelu ARMA może być 
dowolnie zwiększany poprzez mnożenie licznika i mianownika ułamka (11) przez ten sam 
wielomian, którego wszystkie pierwiastki leżą poza kołem jednostkowym. Stąd przy wyborze 
modelu spośród obserwacyjnie równoważnych przyjmuje się postulat oszczędności (principle 
o f parsinomy) nakazujący dobierać możliwie niskie rzędy wielomanów ułamka (11). W 
fundamentalnej pracy [4], proponuje się, aby wyniki raczej skomplikowanej procedury
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identyfikacji modelu poddawać sprawdzeniu, czy postulat oszczędności jest zachowany, to 
znaczy obliczać zera wyestymowanych wielomianów i, jeśli występują prawie znoszące się 
czynniki, odpowiednio zmniejszać rząd modelu i powtarzać procedurę identyfikacji. Inne 
podejście, polegające na stopniowym zwiększaniu rzędu modelu, opiera się na kryterium 
informacyjnym Akaike’a [1, 35]. Kryterium Akaike (oznaczane AIC od angielskiego skrótu 
nazwy), obliczane jest według zależności:

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

gdzie:
p -  rząd modelu;
N -  liczba pomiarów;
E(p) -  błąd, występujący przy danym rzędzie modelu.

W konkretnych zastosowaniach posługiwanie się modelem AR wymaga następujących 
rozstrzygnięć [10]:

dobór długości odcinków, dla których estymuje się model AR; 
dobór algorytmu estymacji modelu AR; 
dobór rzędu modelu AR;
dobór wskaźników podobieństwa (lub przeciwnie, odległości) modeli AR; 
dobór sposobów klasyfikowania modeli AR.

Jako rozsądne minimum długości badanego odcinka przyjmuje się ok. 75 punktów pomia
rowych, co daje zadowalające wyniki przy zastosowaniu metody najmniejszych kwadratów
[9], jako bardziej odpowiedniej przy małej liczbie pomiarów. Wyniki obliczeń silnie zależą 
od przyjętego rzędu modelu. Przedstawione procedury identyfikacji modeli ARMA nie 
przewidują weryfikacji, czy szereg różnic:

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

gdzie:
x(i)A -  wartość x(i) przewidywana w chwili t = i-1 według (12); 
x(i) -  wartość x(i) faktycznie zrealizowana w chwili t=i;

może być uważany zabiały szum (1). Nie jest to dopuszczalne, jeśli na podstawie modelu (2) 
mają być wyciągane wnioski co do fizykalnych mechanizmów badanego procesu. Jak wska
zują przykłady weryfikacji przytoczone w [3] postulat zgodności (14) z (1) może prowadzić 
albo do mniej "oszczędnych" modeli, albo w ogóle do odrzucenia postaci ARMA modelu.

APROKSYMACJA ODCINKAMI ARMA

Przy braku powodzenia w liniowej estymacji funkcji często uciekamy się do estymacji 
odcinkowo-liniowej. Analogiczny chwyt można zastosować w przypadku estymacji modeli 
ARMA. Zakłada się przy tym, że obserwowany proces {X(t)} faktycznie składa się z 
odcinków różnych, co najmniej dwóch procesów tak, że przez pewien czas obserwujemy jeden 
proces, a od pewnej chwili, w ogólnym przypadku nieznanej, obserwujemy drugi proces. Poza 
tym przyjmuje się pragmatyczne założenie, że przynajmniej jeden z tych procesów obserwu
jemy dostatecznie długo, aby z wymaganą dokładnością określić jego parametry, a także -  co
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niekiedy niemniej ważne -  wyznaczyć początkową i końcową chwilę obserwacji. Proponuje 
się następujące sformułowanie zadania wykrywania zmian właciwości sygnałów [2]: Dany 
jest zapis badanego odcinka sygnału: (X(t); t= 0,l,2,...,n}. Dana jest rodzina modeli M(Q) z 
parametrami Q. Wyznaczyć, która z dwóch hipotez jest prawdziwa:

H(0): (X(t); t = 0,1,2,...,n} odpowiada modelowi M(Q(0));
(15)

H(l): jest taki moment czasu t = v, 1 < v < n, że:

(X(t); t = 0,1,2,..,v-l} odpowiada modelowi M(Q(0)); (16)

(X(t); t = v ,v + l,...,v -l} odpowiada modelowi M(Q(1)) (17)

Jeżeli za prawdziwą uznaje się hipotezę H (l), dodatkowe zadanie polega na ocenie chwili 
v, w której nastąpiła zmiana. W przypadku wykrywania zmian na bieżąco (on-line), powyższe 
sformułowanie zadania wystarcza. Czas t = 0 odpowiada chwili poprzedniej zmiany lub 
pierwszej pamiętanej wartości sygnału; czas t = n odpowiada chwili bieżącej, a t = v chwili 
ostatniej zmiany właciwości sygnału. W przypadku wykrywania zmian a posteriori (off-line) 
sprawa się komplikuje, gdyż odcinek (X(t); t = 0,l,2,...,n} może zawierać więcej niż dwa 
segmenty. Sprowadzenie do zadania z dwoma segmentami wymaga wprowadzenia tak zwa
nego ruchomego końca kolejno tworzonych segmentów (X(t); t = 0,l,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, że:

(X(t); t = 0 ,l,2 ,.. . ,v - l} odpowiada modelowi M(Q(0)); (19)

(X(t); t = v,v+ l,...,v—1} odpowiada modelowi M(Q(1)) (20)

W powyższym sformułowaniu zadania v jest chwilą zmiany właściwości sygnału z M(0) 
na M (l), natomiast m może, lecz nie musi być chwilą zmiany właściwości sygnału z M (l) na 
inny. Przedstawiony schemat obliczeniowy bezpośrednio rzadko jest stosowany w praktyce, 
częściej pośrednio, jako uzasadnienie różnych testów i kryteriów wykrywania zmian [3, 24]. 
Jeżeli chodzi o badania ruchu organizmów, wyodrębnione segmenty badanego szeregu 
(X(t); t = 0,l,2,...,n] mogą być klasyfikowane jako różne stany aktywności ruchowej 
spontanicznej, a także stanowiącej określone formy reakcji na nagle pojawiający się lub/i 
znikający bodziec. Przy tym reakcja na bodziec może wyrażać się nie tylko wystąpieniem lub 
zaniechaniem określonych form aktywności, lecz także zmianą proporcji trwania różnych 
form ruchu lub zmianami kolejności ich występowania. Obecnie dostępny materiał doświad
czalny nie pozwala na wyciąganie daleko idących wniosków, głównie ze względu na zbyt 
krótkie serie obserwacji pojedyńczych osobników. Niemniej, w niektórych zarejestrowanych 
szeregach czasowych można stwierdzać występowanie zmian form aktywności. Na przykład, 
na wykresie (rys. 1) amplitudy przemieszczeń leukocytu oznaczonego numerem 115 [20] 
wyraźnie wydzielają się dwa odcinki -  jeden o średniej amplitudzie ok. 2,6, obejmujący kroki 
2^40 i drugi, o średniej amplitudzie ok. 4,8 obejmujący dwa fragmenty: kroki 40-57 i kroki
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57-78 (na wykresie w miejscu krok=40 i krok=57 usunięto fragmenty wykresu i wprowadzono 
jednolitą numerację kroków).

MODELE NIELINIOWE

Rys. 1. Amplitudy przemieszczeń leukocytu, oznaczo
nego numerem 115 w badaniach [20]: widoczne odcin

ki o wyraźnie różnych wartościach średnich

a~(i) = a(i) exp(-|i(i)x(t-l)); i=(0,k) 

x(t) + a~ (l)x (t-l) + ... + a~(k)x(t-k) = e(t)

Podstawowy model ARM A (8, 10, 12) po
winien być odrzucony a priori, jeśli są podsta
wy do o d rzu cen ia  za ło żen ia  o s ta ło śc i 
mechanizmu losowego, generującego badany 
proces. Istnieją modele nieliniowe nawiązujące 
do modeli ARMA w tym sensie, że modele 
ARMA stanowią ich przypadki szczególne: 
model AR z progiem [31], wykładniczy model 
AR (15), model biliniowy ARMA (11). Model 
AR z progiem zakłada, że początkowy model 
AR (8), określony parametrami A(0) realizo
wany j est tak długo, aż kilka ostatnich obserwa- 
cji x(t) nie przekroczy założonej wartości 
progowej. Wtedy następuje przełączenie się na 
nową postać modelu AR, określoną innymi 
wartościami parametrów A (l). W wykładni
czym modelu AR w odróżnieniu od liniowego 
modelu AR (8) współczynniki modelu nie są 
stałymi, a są wykładniczymi funkcjami ostat
niej poprzedniej realizacji procesu:

(2 1 ) 

(22)

W odniesieniu do badań ruchu, oba przedstawione modele umożliwiają uwzględnienie 
silniejszego tłumienia dużych amplitud przemieszczeń. Ze względów energetycznych małe 
amplitudy przemieszczeń mają większą tendencję trwania w kolejnych realizacjach obser
wowanego procesu, natomiast duże amplitudy są słabiej przenoszone na przyszłe zachowania. 
Na przykład, na wykresach amplitud przemieszczeń leukocytów [22] oznaczonego numerem 
621 wyraźnie występują duże amplitudy bez następstw (rys. 2).

Model biliniowy ARMA zakłada, że oddziaływanie zakłóceń e(t-i), i = l,o  jest tym 
silniejsze, im większe były poprzednie realizacje procesu x(t-j), j = l,p. W porównaniu z 
liniowym modelem (12) pojawiają się tu składniki zależne od iloczynu:

k m op

x(t) + X a(j)x(t-j) = e(t) + X b(i)e(t—i) + XX c(i,j) x(t—j) e(t-i)
j=l i=l i=l j=l

(23 )

Ogólny schemat estymacji modeli nieliniowych przedstawiono w pracy [16].
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MOŻLIWOŚCI ZASTOSOWANIA OMÓWIONYCH MODELI 
DO BADAŃ RUCHU W POLU BODŹCOWYM

Pole bodźcowe, działające w obserwowanym obszarze, opisuje funkcja O = f(u,v), gdzie: 
O -  wybrana miara oddziaływania bodźca (na przykład stężenie roztworu, natężenie światła) 
w punkcie o współrzędnych u,v. Badanie ruchu w polu bodźcowym napotyka dwie poważne 
bariery. Pierwsza związana jest z techniczną realizowalnością pola bodźcowego o żądanym 
rozkładzie wartości w przestrzeni i czasie, a następnie z techniczną realizowalnością pomiaru 
faktycznych wartości pola. Druga bariera wynika z trudności interpretacji oddziaływania pola, 
określenia, jakie parametry pola w otoczeniu badanej komórki wywierają wpływ na jej 
aktywność ruchową. Wzgląd na techniczną realizowalność pola o znanych parametrach w 
obrębie obszaru obserwacji mikroskopowej nakazuje preferować pola skrajnie proste takie, 
których gradient w obszarze obserwacji:

• może być uznany za równy zeru:

O (u,v) -  O(o) = const. (24)

• jest równoległy do jednej z osi współrzędnych:

0  (u,v) = O(u) (25)

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

0(u ,v) = O(r); r2 = u2 + v2 (26)

Trudności interpretacyjne wywołuje nawet 
pole (24). W grę wchodzi tu szereg supozycji 
co do sposobu oddziaływania pola: począwszy 
od najprostszej, zakładającej zależność aktyw
ności ruchowej tylko od chwilowej wartości 
pola O(t), lub tylko od wielkości ostatniej zmia
ny O(t) -  O (t-l) , poprzez szukanie zależności 
ruchu od obu tych wielkości, to jest i od O(t) i 
od O(t) -  d>(t-l), aż po skomplikowane modele 
oddziaływania pola, uzależniające aktualny 
charakter ruchu od jego historii, to jest od cza
sów przebywania pod działaniem poprzedniej
1 aktualnej wartości pola, od stanu badanej ko
mórki w chwili zaistnienia zmiany wartości 
pola. W przypadku pól (25) i (26) ruch komórki 
powoduje zmiany wartości pola w jej otoczeniu 
co, oczywiście, potęguje trudności interpreta
cyjne, zwłaszcza w przypadku modeli traktują
cych komórkę jako poruszający się punkt. W 
przypadku modeli regulacyjnych, traktujących 
komórkę jako przestrzenny układ receptorów, 
trudności interpretacyjne mogą być mniejsze,

Rys.2. Amplitudy przemieszczeń leukocytu, oznaczo
nego numerem 621 w badaniach [22]: widoczne poje

dyncze duże amplitudy
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za to zwiększają się wymagania co do precyzji i szybkości pomiarów wartości pola w 
najbliższym otoczeniu komórki. Do niedawna problemy pomiarowe uniemożliwiały wszech
stronną weryfikację modeli regulacyjnych na podstawie zarejestrowanych trajektorii ruchu w 
różnych polach bodźcowych. Nowe perspektywy w tym zakresie przedstawia praca Korohody
[19] -  dzięki połączeniu technik dozowania i chemicznego znakowania roztworów uzyskuje 
się możliwość wizualnej kontroli zgodności faktycznego przebiegu zmian wartości pola z 
zamierzonym, z kolei dzięki zastosowaniu technik cyfrowej rejestracji obrazów i, następnie, 
chromatycznej analizy obrazów staje się możliwe precyzyjne określanie i odtwarzanie warto
ści pola w zarejestrowanym obszarze obserwacji [93]. Pełne wykorzystanie rysujących się 
możliwości pomiarowych nie jest możliwe na gruncie stacjonarnych modeli, w zasadzie 
dopuszczających co najwyżej skokowe zmiany pola o zerowym gradiencie. Przedstawione 
wyżej modele trajektorii ruchu w pełni zasadnie mogą być stosowane do estymowania tak 
zwanych stanów ustalonych reakcji komórki na zewnętrzne bodźce [13] i, konsekwentnie, 
powinny być tak rozwijane, aby mogły opisywać niestacjonarne przebiegi przejściowe, 
pomijane w przedstawionych modelach stacjonarnych [4].

LITERATURA

[1] AKAIKE H. A New Look at the Statistical Model Identification. IEEE Trans Autom Control 1974; AC-10: 
667-674.

[2] APPEL U, BRANDT AV. Adaptive Sequential Segmentation of Piecewice Stationary Time Series In f Sei 29 
(April 1983).

[3] BASSEVILLE M, BENVENISTE A. (red.) Detection of Abrupt Changes in Signals and Dynamical Systems, 
Springer V., 1986.

[4] BOX GEP, JENKINS GM. Time Series Analysis. San Francisco, Holden-Day 1976, (polski przekład: Analiza 
szeregów czasowych. W arszawa, PWN, 1983).

[5] BROCKWELL P, DAVIS RA. Time Series: Theory and Methods. Springer-Verlag, Berlin, 1987.
[6] BRUZZONE SP, KAVEN M. Tradeoffs in Using the Sample Autoregressive Function in ARMA Parameter 

Estimation. IEEE Transon A S  S  P (August) ASSP-32, 1984; 4: 701-715.
[7] FRANKE K, GRULER H. Galvanotaxis of Human Granulocytes: Electric Field Jump Studies. Eur Biophys J  

1990; 18: 335-346.
[8] GABR MM, SUBBA RAO T. The Estimation and Prediction of Subset Bilinear Time Series Model with 

Application. J  Time Ser Anal 1981; 2: 3 .
[9] GÓRAL A, LUDW ICZAK B. O estymacji funkcji spektralnej na podstawie krótkich szeregów czasowych. 

PrzeglądStastystyczny 1985; 32, 2: 110-119.
[10] GÓRAL A. Analiza porównawcza wybranych metod doboru rzędu w modelach autoregresyjnych, Przegląd 

Stastystyczny  1988; 35, 3: 255-266.
[11] GRANGER CW, ANDERSEN AP. An Introduction to Bilinear Time Series Models. Gottingen, Vandenhoek & 

Ruprecht, 1978.
[12] GRULER H, N UCCITELLIR. New Insights into Galvanotaxis and Other Directed Cell Movements: an Analysis 

of the Translocation Distribution Function, (w) Ionic Currents in Development. R. Nuccitelli (red.) AR Liss, New 
York, 1986: 337-347.

[13] GRULER H. Biophysics of Leukocytes: Neutrophil Chemotaxis, Characteristics and Mechanisms, (w) The 
Celluar Biochemistry and Physiology of Neutrophil. MB Hallett (red.) CRS-Press Uniscience, 1989: 63-95.

[14] GRULER H. Chemokinesis, Chemotaxis and Galvanotaxis Dose-Response Curves and Signal Chains, (w) 
Biological Motion, W. Alt, G. Hoffmann (red.) Springer Verlag , 1990: 396-414.

[15] HAGGAN V, OZAKI T. Modelling Non-Linear Random Vibrations Using an Amplitude-Dependent Autore
gressive Time Series Model. Biometrika 1981; 68: 189-196.

[16] HAGGAN V, HERAVI SM, PRIESTLEY MB. A Study of the Application of State-Dependent Models in 
Non-Linear Time Series Analysis. J  Time Ser Anal 1984; 5, 2 :69-102 .

http://rcin.org.pl



MODELE RUCHU LEUKOCYTÓW  W JEDNORODNYM POLU BODŹCOWYM 39

[17] JAIN RK. Semi-M arkov Model and its Application. Biom J  1987; 29, 4: 439^443.
[ 18] J AIN RK. The Effect of Parameters Change of a Semi-Markov Model on Interval Transition Probabilities. Biom  

J  1989; 31 ,6 : 721-725.
[19] KOROHODA W. Metody określenia kierunkowych ruchów komórek. XXII Sem. Postęp w badaniach systemów 

ruchowych komórek, IBM UJ, Rabka 1993.
[20] KORZYŃSKA A. Stochastyczne modele ruchu leukocytów. IX KK Biocybernetyka i Inżynieria Biomedyczna, 

Gdańsk 1992; 1.1:77-80.
[21] KORZYŃSKA A., GÓRKIEWICZ M. Modelowanie błądzenia przypadkowego. III KK Uniwersalność Cyber

netyki, Janowice 1992; 9.
[22] KORZYŃSKA A. Propozycja modelu ruchu granulocytów oparta na procesach Markowa. XXII Sem. Postęp w 

badaniach systemów ruchowych komórek, IBM UJ, Rabka 1993.
[23] KORZYŃSKA A. Modelowanie faz aktywności ruchu leukocytów. IV KK Uniwersalność Cybernetyki, Kraków

1993; 7.
[24] NIKIFOROV IW. Posledovatelnoe obnarużenie izmenenia svojstv stohasticeskih signalov i sistem na osnove 

modificirovannogo algoritma kumulativnyh summ, (w) Obnarużenie izmenenia svojstv signalov i dinamiceskih 
sistem. M.Basseville, A.Benveniste (red.), Mir, Moskwa 1989 (rozszerzone tłumaczenie z języka angielskiego)

[25] PANDIT SM, WU SM. Time Series and Systems Analysis with Applications. John Wiley, New York 1983.
[26] PRIESTLEY MB. New Developments in Time-Series Analysis, (w) New Perspectives in Theoretical and Applied 

Statistics. Madan LP et al. (red.), John W iley & Sons, New York 1987: 119-131.
[27] RUTMAN MA. Integral Representation of Functions Forming a Markov Series. (Russian). Doki. Akad. SSSR  

1965; 164: 989-992.
[28] TABEAU A. Łańcuchy przedziałami Markowa. Część I -  Podstawowe własności. Przegląd Statystyczny 1987; 

3 4 ,4 : 355-368.
[29] TABEAU A. Łańcuchy przedziałami Markowa. Część II -  Rozkłady graniczne. Przegląd Statystyczny 1988; 

3 5 ,1 :9 9 -1 0 7 .
[30] TABEAU A. Łańcuchy przedziałami Markowa. Część III -  Klasyfikacja stanów, ergodyczność. Przegląd 

Statystyczny 1988; 35, 2: 175-185.
[31] TONG H, LIM KS. Threshold Autoregression, Limit Cycles and Cyclical data. J  R Statist Soc 1980; B42: 

245-292.
[32] TRANQUILLO RT, LAUFFENBURGER DA. Stochastic Model of Leukocyte Chemosensory Movement. J  

M ath Biol 1987; 25: 229-262.
[33] TRANQUILLO RT. Theory and Models of Gradient Perception, (w) Motility & Taxis. JM Lackie, J Armitage 

(red.) Cambridge Univ. Press, Cambridge 1990.
[34] TRANQUILLO RT. Models of Chemical Gradient Sensing by Cells, (w) Biological Motion, W Alt, G Hoffmann 

(red.) Springer Verlag , 1990: 415-441.
[35] ZIELIŃSKI R. Optimal Choice of a Statistical Model: a Discussion of the Akaike and Classical Approaches. 

Zastosowania Matematyki (Applicationes Mathematicae) 1990; 20,4: 543—549.

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 20, 1993, suplement 2 (41-52)

ROLA SIATECZKI SARKOPLAZMATYCZNEJ 
W SPRZĘŻENIU ELEKTRO MECHANICZNYM 
I KOMÓRKOWYM TRANSPORCIE WAPNIA 

W MIOCYTACH SERCA

ROLE OF SARCOPLASMIC RETICULUM 
IN EXCITATION-CONTRACTION COUPLING 

AND CELLULAR CALCIUM TRANSPORT 
IN CARDIAC MYOCYTES

Bohdan LEWARTOWSKI

Zakład Fizjologji Klinicznej Centrum Medycznego Kształcenia Podyplomowego
w Warszawie

Streszczenie. Według powszechnie przyjętej hipotezy siateczka sarkoplazmatyczna (SS) miocytów serca pełni funkcję 
zbiornika wewnątrzkomórkowego Ca~+ aktywującego skurcz. Ponieważ ilość Ca"+ napływającego do sarkoplazmy 
przez pobudzoną błonę komórkową ma być zbyt mała dla aktywacji skurczu, SS miałaby być niezbędnym ogniwem 
w sprzężeniu elektro-mechanicznym w miocytach serca. Wapń uwolniony z SS miałby być niemal w całości 
wyłapywany z powrotem przez jej Ca2+-ATPazę, co byłoby głównym mechanizmem rozkurczu. Tak więc SS 
pracowałaby w obiegu prawie całkowicie zamkniętym. W obecnym opracowaniu przedstawiono wyniki nowych prac 
przemawiające za tym, że SS jest czynnym, ważnym ogniwem w odkomórkowym transporcie Ca +. W sprzężeniu 
elektro-mechanicznym odgrywa głównie rolę wewnątrzkomórkowego dystrybutora C a2+, którego przezbłonowy 
napływ może być wystarczający dla aktywacji skurczu. W ten sposób SS może kontrolować siłę 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 C a2+-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 C a2+, 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.

WSTĘP

Zrozumienie procesów molekularnych i komórkowych składających się na skurcz mięśnia 
sercowego i regulujących jego siłę i przebieg w czasie ma ogromne znaczenie nie tylko
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poznawcze, ale i praktyczne. Ponad 50% zgonów w Polsce jest spowodowane chorobami 
układu krążenia. Ostateczną przyczyną zgonu jest niewydolność serca spowodowana zabu
rzeniami rytmu i/lub spadkiem kurczliwości serca. Niewydolność serca rozwija się najczęściej 
w toku procesu noszącego nazwę "przemodelowania" (ang. remodeling) będącego jego 
odczynem na przeciążenie lub różne czynniki chorobowe, np. zawał [1,2]. Jednym z elemen
tów procesu przemodelowania są bardzo wcześnie rozwijające się zaburzenia ekspresji genów 
odpowiedzialnych za syntezę białek kurczliwych oraz białek składających się na ogniwa 
sprzężenia elektro-mechanicznego w miocytach serca. Prowadzi to do niekorzystnych zmian 
przebiegu procesu zarówno skurczowego, jak i rozkurczowego, mających swe odbicie w 
zaburzeniach hemodynamiki. Przedmiotem tego opracowania jest proces sprzężenia elektro
mechanicznego w miocytach serca ze szczególnym uwzględnieniem roli siateczki sarkopla- 
zmatycznej.

Rysunek 1 pokazuje czynnościowy potencjał błonowy (górna krzywa) jednej z komórek 
izolowanego mięśnia brodawkowatego serca kota. Pobudzenie błony komórkowej, którego 
objawem jest potencjał czynnościowy, inicjuje aktywację układów kurczliwych. Przebieg 
skurczu w czasie ilustruje dolna krzywa na rysunku 1. Zespół zjawisk prowadzących od 
pobudzenia błony komórkowej do aktywacji układów kurczliwych nazywamy sprzężeniem 
elektro-mechanicznym. Źródłowe informacje dotyczące współczesnej wiedzy i ogólnie przy
jętych poglądów na mechanizm sprzężenia elektro-mechanicznego w miocytach serca znaj
dzie Czytelnik w znakomitej monografii D.M. Bersa [3]. W znacznym skrócie mechanizm ten 
wygląda następująco.

Jednym z prądów jonowych odpowiedzialnych za czynnościowy potencjał błonowy ko
mórek mięśnia sercowego jest dokomórkowy prąd wapniowy (ICa), płynący przez aktywowa
ne kanały wapniowe typu L. Przebieg tego prądu zarejestrowany w pojedynczej komórce 
mięśnia komory serca świnki morskiej za pomocą metody voltage clamping w układzie 
całokomórkowym przedstawia górna krzywa na rysunku 2. ICa inicjuje wzrost stężenia 
wolnego Ca + w sarkoplazmie [C a2+]j, którego przebieg ilustruje środkowa krzywa na rysunku
2. Pomiar polega tu na graficznym zapisie stosunku natężenia wzbudzonej fluorescencji 
Indo-1 o długości fali 405 nm do natężenia fluorescencji o długości fali 495 nin. Stosunek ten 
zmienia się proporcjonalnie do [Ca +]j. Indo-1 został wprowadzony do komórki przed do
świadczeniem. Wzrost [C a2+|j powoduje wiązanie się go z podjednostką C troponiny, co

inicjuje skurcz. Wolny Ca2+ pojawiający się w 
sarkoplazmie pochodzi z dwóch źródeł:

1) napływa z zewnątrz przez aktywowane 
kanały wapniowe i w bardzo małej ilości drogą 
chwilowo odwróconej wymiany Na/Ca,

2) zostaje uwolniony z pęcherzyków końco
wych siateczki sarkoplazmatycznej (SS) (rys. 3).

SS jest błoniastym tworem, w którym można 
wyróżnić 2 zasadnicze części odmienne mor
fologicznie i czynnościowo (rys. 3). Część kana
likowa składa się z sieci kanalików oplatających 
sarkomery. W ścianie kanalików występuje 
Ca2+-ATPaza transportująca Ca2+ do ich wnę
trza. Aktywność tej ATPazy jest regulowana 
przez sprzężony z nią fosfoproteid, fosfolamban.

Rys. 1. Komórkowy potencjał czynnościowy (górna 
krzywa) i skurcz izolowanego mięśnia brodawkowa
tego prawej komory serca kota (krzywe schematyzo- 

wane na podstawie orginalnego zapisu)
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Swoista kinaza fosfolambanu jest aktywowana 
przez cAMP oraz przez Ca2+-kalmodulinę. Fo
sforylacja fosfolambanu zwiększa aktywność 
ATPazy. Wapń z kanalikowej części SS zostaje 
przesunięty do jej pęcherzyków końcowych, 
gdzie zostaje zmagazynowany głównie w po
staci związanej z białkiem kalsekwestryną. Pę
cherzyki końcowe są zwrócone do zewnętrznej 
sarkolemmy lub do ściany kanalików poprze
cznych T. Pomiędzy błoną pęcherzyków a sar- 
kolem m ą lub ścianą kanalika znajduje się 
szczelina szerokości - 1 0  nm, do której z pęche
rzyków wystają twory zwane stopkami lub ko
lumnami (ang. feet lub pillars). Są to kanały 
wapniowe SS. Głównym czynnikiem aktywują
cym te kanały jest niewielki, ale szybki wzrost 
[Ca2+]i spowodowany aktywacją ICa w pobu
dzonej komórce [7]. Aktywacja kanałów wa
pniowych SS powoduje uwolnienie części 
wapnia zmagazynowanego w pęcherzykach 
końcowych do sarkoplazmy i aktywację skur
czu. Zgodnie z szeroko rozpowszechnionymi 
poglądami ilość Ca2+ pochodzącego z sarko
lemmy jest zbyt mała dla znaczącej aktywacji 
skurczu. Wapń sarkolemmalny spełnia raczej 
rolę mechanizmu spustowego dla SS [3,7]. Z 
badaii Fabiato [8] prowadzonych na "odskóro- 
wanych", tj. pozbawionych sarkolemmy mio- 
cytach zdaje się wynikać, że napływający spoza 
komórki Ca2+ jest tak aktywnie wyłapywany
przez Ca2+-ATPazę SS, że w ogóle nie może on dotrzeć do sarkomerów bez jej pośrednictwa. 
Tak więc siateczka byłaby głównym i nieodzownym źródłem Ca2+ aktywującego skurcz.

Wapń uwolniony do sarkolemmy jest z powrotem wyłapywany przez SS, co jest zasadni
czym mechanizmem rozkurczu. Drobna część tego Ca2+ ilościowo odpowiadająca napływowi 
przez sarkolemmę jest transportowana na zewnątrz, głównie w drodze wymiany Na/Ca. W 
znacznie mniejszym stopniu transport ten jest dokonywany przez Ca +-ATPazę sarkolemmy.

Rekapitulując, siateczka sarkoplazmatyczna miocytów serca miałaby być głównym, nie
odzownym zbiornikiem Ca2+ aktywującego skurcz komórki, pracującym w układzie prawie 
całkowicie zamkniętym między białkami kurczliwymi, sarkoplazmą, kanalikami podłużnymi 
(wychwyt) i pęcherzykami końcowymi (uwalnianie), jak to przedstawiono na rysunku 3.

Rys. 2. Od góry ku dołowi: wykres przebiegu przez- 
błonowego prądu wapniowego, stężenia wolnego 

Ca2+ oraz skurczu izolowanego miocytu komory ser
ca świnki morskiej; prąd wapniowy rejestrowano me
todą voltage clamping w układzie całokomórkowym, 
stężenie Ca~+ przez pomiar fluorescencji wprowadzo
nego do komórki Indo-1, a skurcz za pomocą tele
wizyjnego układu pomiaru przesunięcia cienia 
(komórki) (z archiwum Zakładu Fizjologii Klinicz

nej CMKP)
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Rys. 3. "Klasyczny" schemat sprzężenia elektrom echanicznego w miocytach serca: SS -  siateczka sarkoplazmatycz-
na, pozostałe objaśnienia w tekście

NOWE WYNIKI DOTYCZĄCE FUNKCJI SS 
W SPRZĘŻENIU ELEKTRO-MECHANICZNYM 
I TRANSPORCIE CA2+ W MIOCYTACH SERCA

Badania prowadzone w ciągu kilku ostatnich lat równolegle przez naszą grupę i grupę 
Langera z Uniwersytetu Kalifornijskiego w Los Angeles skłaniają do rewizji wyżej przedsta
wionych "klasycznych" poglądów na rolę SS w sprzężeniu elektro-mechanicznyin i obiegu 
Ca + w miocytach serca. Badania te były po większej części prowadzone na izolowanych, 
pojedynczych komórkach mięśnia sercowego przy użyciu szeregu metod, takich jak: rejestra
cja skurczów komórek, voltage clamping, rejestracja stężenia wewnątrzkomórkowego wapnia 
z użyciem Indo-1 oraz wymiany Ca + za pomocą izotopu 45Ca2+.

W ostatnich latach pojawiło się znakomite narzędzie badania funkcji SS. Jest nim tapsigar- 
gina (TG) [28], która wybiórczo blokuje Ca2+-ATPazę SS nie blokując ATPaz sarkolemmy 
ani aktomiozyny. TG nie ma również wpływu na aktywność kanałów Ca2+ SS ani na 
wrażliwość na Ca2+ białkowych układów kurczliwych [11, 31]. Rysunek 4 ilustruje doś
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wiadczenie, w którym badaliśmy wpływ TG na wychwyt Ca2+ przez SS i na czynność 
skurczową izolowanego miocytu komory serca świnki morskiej [16]. Górna część rysunku 
ilustruje kontrolną część doświadczenia. Miocyt znajdował się w przezroczystej kamerce 
przepływowej umieszczonej na stoliku odwróconego mikroskopu (Nikon Diaphot) z kamerą 
telewizyjną zamontowaną w jego bocznym wyjściu. Specjalny układ sprzężony z kamerą TV 
i monitorem pozwalał na graficzny zapis zmian długości komórki w czasie jej skurczu. 
Połączone ze stymulatorem elektrody umieszczone na dnie kamerki przepływowej pozwalały 
na elektryczne drażnienie komórki celem wywołania jej skurczu. Bardzo szybki przepływ 
płynu wokół miocytu pozwalał na wymianę jego środowiska w czasie ~ 300 ms. W ykorzy
stywano to m.in. dla krótkiej (1,0 s) perfuzji komórki płynem zawierającym 15 mM kofeinę. 
Kofeina bardzo szybko dyfunduje do komórki i aktywuje kanały wapniowe SS [14], Uwol
niony z niej Ca2+ aktywuje układy kurczliwe, co przejawia się fazowym przykurczem (rys. 4, 
strzałki). Amplituda tego przykurczu może być użyta jako względny wskaźnik zawartości 
Ca2+ w SS. Komórka nie reaguje skurczem na następne podanie kofeiny (następna strzałka), 
co wskazuje, że pierwsze podanie całkowicie pozbawiło SS wapnia. Następne pobudzenie 
elektryczne (kropki) inicjuje skurcz o bardzo małej amplitudzie, gdyż siateczka jest pozba
wiona Ca2+, ale jedno czy więcej pobudzeń elektrycznych przywraca reakcję komórki na 
kofeinę. Jest to skutek wyłapywania przez SS wapnia dyfundującego przez pobudzoną 
sarkolemmę. Tak więc komórki, których SS została wybiórczo pozbawiona Ca2+ przez 
kofeinę, są znakomitymi modelami dla badania wychwytu Ca2+ przez SS i jego modyfikacji 
przez interwencje doświadczalne. Dolna część rysunku 4 pokazuje, że TG całkowicie ten

Rys. 4. W ywołane drażnieniem elektrycznym (kropki) łub podaniem kofeiny (strzałki) skurcze izolowanego, poje
dynczego miocytu serca świnki morskiej, szczegółowe objaśnienia w tekście (reprodukowano za pozwoleniem wy

dawcy wg [16])
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wychwyt blokuje. Mimo wielokrotnych pobudzeń elektrycznych reakcja skurczowa na kofei
nę nie powraca. Mimo że siateczka jest całkowicie pozbawiona Ca2+, amplituda skurczów 
wywołanych elektrycznie zmniejsza się średnio tylko o 30%. Z innych naszych doświadczeń 
wynika, że TG nie zmienia maksymalnego natężenia ICa ani jego przebiegu w czasie [15]. Tak 
więc Ca2+ napływający w normalnej ilości przez aktywowane kanały wapniowe sarkolemmy 
może ominąć zablokowaną przez TG siateczkę i aktywować całkiem silny skurcz (wbrew 
cytowanej we wstępie obiegowej hipotezie).

Jaka jest więc rola SS w sprzężeniu elektro-mechanicznym? Prawe zapisy obu części 
rysunku 4 ilustrują przebieg w czasie skurczu miocytu przed i po podaniu TG. Skurcz 
wywołany przy pełnej zawartości Ca2+ w SS narasta znacznie szybciej aniżeli skurcz aktywo
wany bezpośrednio przez Ca2+ napływający przez kanały wapniowe sarkolemmy (dolny 
zapis). To porównanie nasuwa przypuszczenie, że główną funkcją SS w sprzężeniu elektro
mechanicznym miocytów serca jest kontrola ich przebiegu w czasie [14, 16]. Odbywa się to 
zapewne w ten sposób, że nienaruszona SS wychwytuje większość Ca napływającego w 
czasie pobudzenia do sarkoplazmy i zatrzymuje go w swoich pęcherzykach końcowych do 
następnego pobudzenia. Jest on wtedy uwalniany w bezpośrednim sąsiedztwie sarkomerów, 
co zapewnia ich synchroniczną, szybką aktywację. Jeżeli wychwyt Ca2+ przez SS jest 
zablokowany, Ca2+ dyfunduje z sarkolemmy bezpośrednio do układów kurczliwych. Ze 
względu na znaczny dystans tej dyfuzji i obecność wielu czynników buforujących po drodze, 
jest to proces znacznie wolniejszy, a sarkomery podbłonowe są aktywowane wcześniej niż 
leżące w głębi komórki. Zapewne taki jest mechanizm powolnego narastania skurczu ak
tywowanego bezpośrednio przez wapń sarkolemmalny.

Tego rodzaju interpretacja zakłada bardzo dużą wymianę Ca2+ pomiędzy komórką a 
przestrzenią zewnątrzkomórkową ze skurczu na skurcz, gdyż dużemu napływowi wystarcza
jącemu do aktywacji układów kurczliwych musi odpowiadać równy ilościowo odpływ Ca2+. 
Taki duży obrót Ca + stwierdzaliśmy już dawno w pracach wykonanych przy użyciu izotopu 
4' Ca2+ [26]. Potwierdzony on został w niedawno opublikowanej pracy [17], w której stosując 
ultraszybką perfuzję pojedynczych komórek (wymiana środowiska w czasie -25 ms) byliśmy 
w stanie blokować wymianę Na/Ca w wybranych przedziałach cyklu skurczowo-rozkur- 
czowego. Zablokowanie wymiany ok. 50 ms po początku pobudzenia na przeciąg 1000 ms 
powoduje znaczny wzrost amplitudy skurczu i opóźnienie rozkurczu. Wynika stąd, że znaczna 
ilość Ca + jest usuwana z komórki w drodze wymiany Na/Ca już w czasie aktywacji skurczu 
i w czasie rozkurczu.

Istnieje szereg dowodów na to, że normalnie funkcjonująca SS może wychwytywać 
większość Ca + dyfundującego do sarkoplazmy przez błonę komórkową nie dopuszczając go 
w danym cyklu pobudzenia do układów kurczliwych. Jak to wyraźnie widać na rysunku 4, 
pierwszy normalny, elektrycznie wywołany po podaniu kofeiny skurcz ma bardzo małą 
amplitudę. Zjawisko to było na ogół interpretowane jako potwierdzenie ogólnie przyjętej 
hipotezy: pozbawienie SS wapnia powoduje bardzo słabą aktywację skurczu, gdyż jest on 
teraz inicjowany tylko przez bardzo małą ilość Ca napływającego przez sarkolemmę. Jednakże 
dolna część rysunku 4 pokazuje, że skurcz po-kofeinowy jest znacznie mocniejszy, jeżeli 
wychwyt Ca2+ przez SS zostaje zablokowany przez TG. A więc tak wielkie osłabienie skurczu 
po kofeinie nie jest wynikiem bardzo małego napływu Ca2+ przez sarkolemmę, a wynikiem 
wychwytu tego Ca2+ przez opróżnioną SS.

Alkaloid pochodzenia roślinnego ryanodyna wiąże się z receptorami kanałów wapniowych 
SS i utrwala je w stanie pół-otwartym [19]. Dzięki temu wapń wychwytany przez SS ucieka
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z niej bardzo szybko [4], Ucieczka może być tak szybka, że Ca2+ wychwytany w czasie danego 
pobudzenia ucieka z SS przed zakończeniem rozkurczu [14]. Tak więc w momencie nastę
pnego pobudzenia siateczka jest już pusta. Temu opróżnieniu SS z wapnia towarzyszy zwykle 
mniej lub bardziej zaznaczone zmniejszenie siły skurczu (zależnie od gatunku zwierzęcia i 
warunków doświadczenia). To ujemne, inotropowe działanie ryanodyny jest na ogół interpre
towane jako następny dowód na to, że SS jest głównym źródłem Ca + aktywującego skurcz. 
Jednakże w ostatnio przekazanej do druku pracy [15] stwierdziliśmy, że ujemny efekt 
inotropowy ryanodyny jest odwracany przez TG, mimo że do reszty pozbawia ona S S wapnia. 
Nie stwierdziliśmy przy tym zwiększenia natężenia ICa również i w komórkach zatrutych 
ryanodyną. Tak więc zmniejszenie siły skurczu przez ryanodynę nie jest wynikiem prostego 
opróżnienia SS z wapnia. Raczej jest ono skutkiem wychwytu przez SS większej części 
wapnia napływającego przez sarkolemmę z natychmiastowym wydzieleniem go w takim 
miejscu i w taki sposób, że nie może on aktywować układów kurczliwych. Następne doświad
czenia przyniosły wskazówkę, na czym to może polegać. Otóż podobne odwrócenie efektów 
inotropowych ryanodyny jak TG daje perfuzja komórki płynem o obniżonym stężeniu Na+, 
co powoduje przyhamowanie wymiany Na/Ca. Wynik ten wskazuje, że Ca + uwalniany 
podbłonowo z kanałów SS otwartych przez ryanodynę jest natychmiast usuwany z komórki 
w drodze wymiany Na/Ca. Rekapitulując, to co się dzieje w komórce potraktowanej ryano
dyną, wygląda następująco. SS nadal, tak jak w normalnej komórce, wyłapuje większość Ca + 
napływającego przez kanały sarkolemmy (ryanodyna nie ma wpływu na Ca2+-ATPazę SS 
[27]). Normalnie kanały wapniowe siateczki są na tyle mało aktywne pomiędzy pobudzeniami, 
że wychwytany Ca2+ może być zatrzymany do następnego pobudzenia i aktywować skurcz. 
W komórce zatrutej ryanodyną ten Ca2+ jest natychmiast uwalniany z SS podbłonowo i 
usuwany z komórki przez wymianę Na/Ca. Występuje tu jakby krótkie spięcie pomiędzy 
kanałami wapniowymi sarkolemmy, SS, wymianą Na/Ca i przestrzenią zewnątrzkomórkową. 
TG to krótkie spięcie przerywa kierując Ca2+ napływający przez sarkolemmę bezpośrednio 
do układów kurczliwych.

To, co dzieje się w komórce zatrutej ryanodyną, jest tylko skrajnym stanem zjawiska, jakim 
jest stałe wydzielanie Ca2+ z pęcherzyków końcowych SS również pomiędzy pobudzeniami 
i w stanie spoczynku. W czasie długiej przerwy pomiędzy pobudzeniami mięsień traci 
kurczliwość, co przejawia się bardzo małą amplitudą skurczów po-spoczynkowych. Zanikowi 
kurczliwości towarzyszy spadek zawartości Ca2+ w SS. Kofeina podana po długiej przerwie 
w drażnieniu nie wywołuje prawie żadnej odpowiedzi skurczowej [14]. Zablokowanie wy
miany Na/Ca na samym początku spoczynku komórki powoduje wystąpienie serii fazowych 
przykurczów (rys. 5). Przykurcze nie występują, jeżeli Ca2+ zostaje usunięty z SS przed 
zablokowaniem wymiany Na/Ca za pomocą kofeiny lub jeżeli przepływ Ca + przez SS zostaje 
zablokowany przez TG [30]. Doświadczenia te dowodzą, że źródłem wapnia aktywującego 
fazowe przykurcze jest SS. Wapń jest więc stale w stanie spoczynku komórki lub pomiędzy 
pobudzeniami uwalniany z SS do przestrzeni podbłonowej, a stamtąd usuwany z komórki w 
drodze wymiany Na/Ca. Jeżeli zostaje ona zablokowana, stężenie Ca2+ w otoczeniu kanałów 
wapniowych pęcherzyków końcowych SS osiąga wartość progową dla ich pełnej aktywacji. 
Uwolniony Ca aktywuje układy kurczliwe, a następnie jest z powrotem wyłapywany przez 
kanalikową część siateczki, co powoduje rozkurcz. Wielokrotny obieg Ca + na tej kołowej 
drodze powoduje występowanie wielokrotnych przykurczów. Ich amplituda i częstotliwość 
nie zależą od bezwzględnej zawartości Ca + w SS, a od czasu, jaki upływa od ostatniego 
skurczu wywołanego rytmicznym drażnieniem elektrycznym do zablokowania wymiany
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Na/Ca. Wynik ten sugeruje istnienie stałego przepływu Ca2+ na drodze: sarkoplazma -  SS -  
przestrzeń podbłonowa -  wymiana Na/Ca. Istotnie, można udowodnić, że SS wychwytuje 
wapń uwalniany do sarkoplazmy z mitochondriów [2, 29]. To samo ma zapewne miejsce w 
stosunku do innych miejsc wiązania Ca2+ w komórce. W miarę jak zapasy Ca2+ w sarkopla- 
zmie ulegają zmniejszeniu na skutek transportu na wymienionej drodze, przepływ Ca2+ przez 
SS ustaje, wobec czego zablokowanie wymiany Na/Ca nie powoduje wystąpienia spontani

cznych przykurczów. Wobec tego SS wydaje 
się być nie tylko ważnym ogniwem w procesie 
sprzężenia elektro-mechanicznego, ale również 
jednym z głównych, czynnych ogniw odkomór- 
kowego transportu Ca +. Jej rola w tym proce
sie mogłaby polegać na generowaniu (kosztem 
energii rozpadu ATP rozkładanego przez Ca2+- 
ATPazę SS) gradientu stężeń wapnia pomiędzy 
przestrzenią podbłonową a resztą sarkoplazmy. 
Ta czynność SS jest prawdopodobnie ściśle 
związana z czynnością sarkolemmy (zewnętrz
nej lub ściany kanalików T), do której zwrócone 
są pęcherzyki końcowe.

Jak wynika z badań grupy Langera, wewnę
trzna warstwa błony komórkowej może wiązać 
-550 (imol Ca2+/kg mokrej wagi komórek, 
tj.~25% komórkowego wapnia. Ogromna wię
kszość tego wapnia jest związana z miejscami 
o Kd = 1,1 mM i pojemności 84 nmol/mg 
sarkolemmy. Sarkolemma ma również miejsca 
wiązania Ca2+ o KD = 1 3  pM, ale pojemności 
tylko 7 nmol/mg sarkolemmy [23]. Chemicz
nym substratem miejsc wiązania o niskim po
w in o w a c tw ie  są fo s fo lip id y  b ło n y  
komórkowej, przede wszystkim fosfatydylse- 
ryna i fosfatydylinozytol, które obficie wystę- 
p u ją  w w a rs tw ie  w e w n ę trz n e j, w 
przeciwieństwie do zewnętrznej warstwy sar
kolemmy [25]. Wobec stężenia Ca2+ wynoszą
cego w ogólnej masie sarkoplazmy 0,06-0,1 

|iM  w spoczynku i ok. 5 pM w czasie pobudzenia, ilość Ca2+ związanego z sarkolemmą 
musiałaby być bardzo mała. Jednakże kanały wapniowe pęcherzyków końcowych SS uwal
niają wapń do wąskiej szczeliny, z której dyfuzja jest utrudniona. Przy założeniu, że błony 
ograniczające szczelinę podbłonową nie mają żadnych właściwości buforowych, stężenie 
Ca2+ w czasie pełnej aktywacji kanałów wapniowych SS w czasie pobudzenia powinno 
osiągnąć w szczelinie podbłonowej wartość do 1,0 mM [20] i spaść do 1CT4 M w ciągu ok. 
100 ms. Jednakże wewnętrzna powierzchnia błony wiąże wapń, a stężenie 1,0 mM jest bliskie 
Kd miejsc wiązania o niskim powinowactwie. Wobec tego błona komórkowa może silnie 
buforować Ca + uwolniony do przestrzeni podbłonowej. Jego maksymalne stężenie powinno 
wg obliczeń Peskoffa i wsp. [20] oscylować koło 1CT1 mM, a spadki pomiędzy pobudzeniami

Rys. 5. W ywołane drażnieniem elektrycznym skurcze 
izolowanego, pojedynczego miocytu serca świnki mor
skiej; na początku 30 s przerwy w drażnieniu komór
kę perfundowano płynem nie zawierającym Na ani Ca 
lub zawierającym Ni w celu zablokowania wymiany 
Na/Ca; manewr ten powodował wystąpienie wielo
krotnych, spontanicznych przykurczów, które nigdy 

nie występują w stanie spoczynku komórki, jeżeli wy
miana N a/Ca jest czynna (reprodukowano za pozwole

niem wydawcy wg [30])
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komórki być płytsze i osiągać ~ 10 mM w czasie ok. 500 ms. Jak wynika z przedstawionych 
powyżej naszych badań [30], SS wydziela Ca2+ do przestrzeni podbłonowej również pomię
dzy pobudzeniami i w czasie spoczynku komórki. Podtrzymuje to zapewne stężenie wapnia 
w przestrzeni podbłonowej na jeszcze wyższym poziomie. Tak więc interakcja SS i sarkolem- 
my może powodować utrzymywanie w szczelinach podbłonowych i w ich bezpośrednim 
otoczeniu stężenia Ca2+ znacznie wyższego niż w ogólnej masie sarkoplazmy. Podwyższone 
stężenie podsarkolemmalnego wapnia może mieć znaczenie dla jego odkomórkowego trans
portu w drodze wymiany Na/Ca.

Powinowactwo wymiennika Na/Ca do Ca2+ jest niskie (KD~3 pM) [21]. Jeżeli byłby on 
eksponowany na stężenia wapnia występujące w ogólnej masie sarkoplazmy, aktywność 
wymiany byłaby niska. Tymczasem aktywność ta jest bardzo wysoka i wymiana Na/Ca jest 
w stanie w ciągu kilkuset ms usunąć z komórki Ca2+ uwolniony z SS przez kofeinę [6,17] lub 
Ca2+, który napłynął przez maksymalnie aktywowane kanały wapniowe sarkolemmy [5]. 
Wysoka aktywność jest najprawdopodobniej wynikiem tworzenia, dzięki interakcji SS i 
sarkolemmy podbłonowej, frakcji Ca2+ o wysokim stężeniu. Jak wynika z ostatnich badań 
Frank i wsp. [9], nośniki wymiany Na/Ca są prawdopodobnie zlokalizowane w sarkolemmie 
naprzeciw pęcherzyków końcowych SS, co by je  eksponowało na najwyższe stężenie wapnia, 
jakie istnieje w pobliżu błony komórkowej. Istnienie podbłonowej frakcji Ca2+ zostało 
bezpośrednio potwierdzone w bardzo subtelnych badaniach wymiany tego jonu w izolowa
nych miocytach przy użyciu izotopu 4 Ca2+. Frakcja ta zawiera -350 pmol Ca2+/kg suchej 
masy komórek i jest wymieniana z t1/2 = 650 ms. Szybka wymiana lokalizuje tą frakcję w 
bezpośrednim kontakcie z sarkolemmą, a oporność na La2+ po jej wewnętrznej stronie. 
Wymiana tej frakcji ze środowiskiem zewnątrzkomórkowym zależy wyłącznie od wymiany 
Na/Ca [23]. Jej zawartość Ca2+ rośnie po zablokowaniu wymiany Na/Ca, a spada po zablo
kowaniu przepływu Ca2+ przez SS przy pomocy TG [24].

Rekapitulując, SS jest zaangażowana w tworzenie podbłonowej frakcji wapnia, pozosta
jącej w równowadze z Ca2+ związanym przez fosfolipidy wewnętrznej powierzchni sarko
lemmy i wymienianej ze środowiskiem zewnątrzkomórkowym w drodze wymiany Na/Ca. 
Tworzenie tej frakcji jest ważnym elementem odkomórkowego transportu Ca2+, a więc 
homeostazy wapniowej komórki.

Błonowo-podbłonowa frakcja wapnia może spełniać i inną rolę, a mianowicie, obok SS i 
kanałów wapniowych sarkolemmy być źródłem wapnia aktywującego skurcz. Według hipo
tezy Lulmanna [18] Ca2+ związany z fosfatydylseryną na wewnętrznej powierzchni błony 
mógłby być z niej uwalniany w pobudzonej komórce. Byłoby to spowodowane spadkiem 
podbłonowego pH na skutek przesunięcia protonów ku zewnątrz w wyniku odwrócenia 
potencjału komórkowego na dodatni. Po repolaryzacji pH podbłonowe ulegałoby znowu 
podwyższeniu, co powodowałoby ponowne wiązanie wapnia.

PODSUMOWANIE

Funkcja SS miocytów serca z pewnością nie sprowadza się do roli zbiornika wapnia 
aktywującego skurcz i pracującego w obiegu prawie zamkniętym, jak to przedstawiono na 
"klasycznym" schemacie na rysunku 3. Z badań ostatnich 5 lat wynika, że siateczka jest 
ważnym, czynnym ogniwem w odkomórkowym transporcie wapnia na drodze: sarkoplazma
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-  kanaliki podłużne siateczki -  pęcherzyki końcowe siateczki -  szczelina (przestrzeń) pod- 
błonowa -  wymiana Na/Ca, co ilustruje rysunek 6.

SS ma na tej drodze 2 czynne i podlegające regulacji miejsca. Pierwszym z nich jest 
Ca2+-ATPaza kanalików podłużnych. Jej aktywność jest tak duża, że może ona wyłapywać 
większość Ca2+ napływającego przez kanały wapniowe sarkolemmy i ew. uwalnianego z 
wewnętrznej jej powierzchni. Może ona też skutecznie konkurować o wapń z innymi organel
lami, takimi jak mitochondria lub białkowymi miejscami wiązania. Energia uwalniana przez 
tę ATPazę jest wykorzystywana do tworzenia gradientu stężeń Ca2+pomiędzy wnętrzem

Rys. 6. Schemat ilustrujący proponowaną modyfikację modelu mechanizmu sprzężenia elektro-mechanicznego i ro
lę siateczki sarkoplazmatycznej w obrocie C a2+ w miocytach serca, dokładne objaśnienia w tekście

pęcherzyków końcowych SS a sarkoplazmą. Dzięki temu gradientowi może funkcjonować 
drugie czynne miejsce, jakim są kanały wapniowe SS. Stopień ich aktywacji pomiędzy 
pobudzeniami z jednej strony reguluje ilość Ca2+ wydzielanego do przestrzeni podbłonowej, 
a więc tworzenie podbłonowej frakcji Ca2+, a z drugiej decyduje o tym, ile Ca + wychwyta-
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nego z sarkoplazmy może być zatrzymane (spiętrzone) w pęcherzykach końcowych przed 
następnym pobudzeniem komórki.

Wapń uwalniany z pęcherzyków końcowych pomiędzy pobudzeniami jest w całości 
usuwany z komórki w drodze wymiany Na/Ca. A więc stopień aktywacji kanałów wapnio
wych SS w tym okresie wpływa na wielkość odkomórkowego transportu Ca2+. Uwolnienie 
do szczeliny podbłonowej naraz dużej ilości Ca2+ na początku pobudzenia komórki znacznie 
przekracza możliwość usunięcia go na zewnątrz przez wymianę Na/Ca. Większość tego Ca2+ 
dyfunduje do sarkoplazmy i aktywuje skurcz. Jednakże i w tej sytuacji wymiana Na/Ca 
konkuruje o wapń z układami kurczliwymi. Dowodzi tego znaczne wzmocnienie skurczu, 
jakie obserwuje się po zablokowaniu wymiany Na/Ca ok. 50 ms po początku pobudzenia [17]. 
Od ilości i rozmieszczenia Ca2+ uwolnionego z SS w czasie pobudzenia zależy siła skurczu i 
jego przebieg w czasie. Jednakże ponieważ ilość Ca2+ dyfundującego z sarkolemmy jest 
wystarczająca dla aktywacji silnego skurczu, SS odgrywa tu rolę raczej dystrybutora niż 
nieodzownego źródła.

Na zakończenie należy podkreślić, że powyższa hipoteza dotyczy przede wszystkim 
miocytów serc świnek morskich i tych gatunków, w których procesy sprzężenia elektro-me- 
chanicznego przebiegają podobnie. Należą do nich królik, kot, a prawdopodobnie i człowiek. 
Wymaga ona znacznej modyfikacji w stosunku do serc szczurów, a prawdopodobnie chom i
ków i myszy, u których procesy sprzężenia elektro-mechanicznego przebiegają odmiennie.
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SUBSTANCJE ZMIENIAJĄCE AKTYWNOŚĆ 
KANAŁÓW POTASOWYCH ZALEŻNYCH OD ATP

MODULATORS OF ATP SENSITIVE POTASSIUM CHANNELS

Adam SZEWCZYK, Beata MIKOŁAJEK, Maciej J. NAŁĘCZ

Zakład Biochemii Mięśni, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
Warszawa

Streszczenie. Artykuł omawia podstawowe właściwości kanałów potasowych zależnych od ATP (K a t p )- Potencjał 
błonowy wielu komórek jest kontrolowany przez kanały K a t p , których aktywność z kolei zależy od poziomu 
metabolizmu komórkowego. Kanały K a t p  zaangażowane są m.in. w procesie wydzielania insuliny z komórek ß 
wysepek Langerhansa oraz wydzielania kwasu gamma-aminomasłowego (GABA) w centralnym układzie nerwo
wym. Szczegółowo omówiono związki chemiczne, które oddziałują z kanałami K a t p , ze szczególnym uwzględnie
niem sulfomoczników i aktywatorów kanałów potasowych. Substancje te stanowią nie tylko ważne narzędzie 
badawcze kanałów potasowych, ale znalazły również zastosowanie w terapii m.in. cukrzycy typu II, nadciśnienia i 
astmy.

Słowa kluczowe: kanały potasowe, sulfomoczniki, ATP, aktywatory kanałów

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

Key words: potassium channels, sulfonylureas, ATP, openers

WSTĘP

Od czasu odkrycia 10 lat temu pierwszego kanału potasowego zależnego od ATP (KATP) 
w błonie plazmatycznej mięśnia sercowego kanały te stały się obiektem badań wielu pracowni 
na całym świecie [66]. Kanały KATP zidentyfikowano w błonie plazmatycznej mięśni szkie
letowych i gładkich, w komórkach ß trzustki, w komórkach nerki oraz w centralnym układzie 
nerwowym [4,7 ,11,59,75,94]. Opisano oraz wstępnie scharakteryzowano także kanały KATP 
w wewnętrznej błonie mitochondriów wątrobowych [42,70,99]. Niedawno dokonano klono
wania kanału KATP z nerki szczura [40].
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Dwa czynniki zadecydowały o tym, że badania kanałów KATP są niezwykle intensywnie 
prowadzone:

• Kanały K a t p  są, obok kanałów potasowych regulowanych jonami wapnia, 
elementem łączącym metabolizm komórki ze stanem elektrycznym błony 
plazmatycznej i wieloma zjawiskami przebiegającymi przy udziale błony 
plazmatycznej; aktywność tych kanałów ma wpływ np. na aktywność kanałów 
wapniowych zależnych od potencjału błonowego, i na procesy egzocytozy.
• Substancje chemiczne, które hamują lub aktywują kanały K a t p , znalazły 
zastosowanie w terapii różnych schorzeń, np. cukrzycy typu II, nadciśnienia lub 
astmy.

Kanały KATP uznaje się za białka kontrolujące potencjał błonowy błony plazmatycznej 
komórek, w których ten kanał występuje. Najlepiej poznano kanał KATP w błonie plazmaty
cznej komórek ß wysepek Langerhansa trzustki [71]. Kanał KATP jest zaangażowany w proces 
regulacji wydzielania insuliny. Wzrost poziomu glukozy we krwi prowadzi do wzrostu 
stężenia glukozy w cytoplazmie komórek ß i dalej, w wyniku glikolizy i oksydacyjnej 
fosforylacji, do znacznego podniesienia poziomu ATP wewnątrz komórki. Zahamowanie 
kanału KATP przez ATP powoduje depolaryzację potencjału błonowego (z ok. -7 0  mV do ok. 
-30  mV), co aktywuje z kolei kanały wapniowe zależne od potencjału błonowego. Napływa
jący do komórki wapń uruchamia całą sekwencję zdarzeń prowadzących do wydzielania, w 
procesie egzocytozy, insuliny z komórek ß trzustki. Co ciekawe, podobną rolę kanału KATP 
w procesie inicjowania egzocytozy GABA zaproponowano dla substantia nigra mózgu [3]. 
Jednakże należy w tym miejscu przypomnieć, że kanały KATP nie są jedynymi kanałami 
regulowanymi przez metabolizm komórek ß trzustki [39] oraz że glukoza może regulować 
wypływ insuliny z komórek ß niezależnie od aktywności kanałów KATP [36].

Patologia mięśnia sercowego charakteryzuje się zaburzeniami w aktywności kanałów 
potasowych. W wyniku niedokrwienia i niedotlenienia mięśnia sercowego następuje obniże
nie wewnątrzkomórkowego poziomu ATP i następnie aktywacja kanałów KATP [16, 17, 21, 
101]. Prowadzi to z kolei do skrócenia czasu trwania potencjału czynnościowego i wzrostu 
zewnątrzkomórkowego potasu [51]. Stąd próby zastosowania glibenklamidu, związku hamu
jącego kanały KATP, jako leku znoszącego arytmię serca.

W niniejszej pracy przedstawimy podstawowe wiadomości o substancjach regulujących 
aktywność kanałów KATP. Więcej informacji dotyczących regulacji i innych właściwości 
kanałów KATP znajdzie czytelnik w artykułach przeglądowych [18, 23, 24],

WPŁYW NUKLEOTYDÓW NA AKTYWNOŚĆ KANAŁÓW K a t p

Wysokie stężenie wewnątrzkomórkowego ATP hamuje aktywność kanałów KATP. W ar
tość K| mierzona in vitro dla oddziaływali ATP z kanałem KATP waha się od 10 do 70 pM. 
Nukleotydy, takie jak ADP, GDP i GTP, znoszą hamowanie przez ATP [13,44]. Wydaje się, 
że zjawisko hamowania kanału nie obejmuje procesu fosforylacji białka kanałowego, ponie
waż aktywność kanału może zostać zahamowana także analogami ATP, które nie ulegają 
hydrolizie (np. ATPgammaS). Co więcej, ATP hamuje kanał pod nieobecność jonów magne
zowych, niezbędnych dla aktywności fosforylacyjnej kinaz białkowych. W obecności ATP 
obserwujemy jednak przeciwny efekt, usunięcie magnezu zwiększa zdolność ATP do zaha
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mowania kanału. To wszystko sugeruje, że wolny (niezwiązany z magnezem) ATP, prawdo
podobnie jon ATP4-, jest odpowiedzialny za hamowanie kanału KATP. Wykazano również, 
że kanał K ATP w mysich komórkach ß jest hamowany przez analogi ATP ulegające fotoakty- 
wacji [2 ].

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

Jednym z podstawowych problemów w trakcie pomiarów aktywności kanałów KATP w 
technice patch-clamp jest inaktywacja (ang. run-down) kanału. Objawia się ona zanikaniem 
aktywności kanału w czasie od kilku sekund do kilkunastu minut od momentu rozpoczęcia 
pomiarów. Inaktywacja kanału wynika z zależnych od wapnia reakcji defosforylacji białka 
kanałowego. Kilkuminutowa inkubacja fragmentu badanej błony z roztworem zawierającym 
jony magnezowe i ATP oraz następnie odpłukanie tego roztworu przywraca aktywność kanału 
(ang. refreshment).

Efekty ADP na aktywność kanału są jeszcze bardziej skomplikowane. ADP w niskich 
stężeniach aktywuje kanał, natomiast w stężeniach powyżej 0,5 mM kanał jest hamowany. 
Interesujące jest, że niehydrolizowalne analogi ADP mają zdolności wyłącznie hamujące. W 
czasie, gdy ATP jest obecne, dodatek ADP powoduje aktywację kanału.

Opisane powyżej oddziaływania ATP i ADP z kanałem potasowym mogą zostać wytłu
maczone zarówno obecnościąjednego miejsca wiążącego nukleotydy adeninowe (kompetycja 
między ATP i ADP), jak i dwoma miejscami wiążącymi (jedno dla ATP i jedno dla ADP). 
Dodatkowo, ostatnio przeprowadzone badania wskazują, że miejsce wiążące nukleotydy 
adeninowe znajduje się w tym samym białku, co miejsce wiążące sulfomoczniki [10, 87].

Zredukowane i niezredukowane formy nukleotydów pirymidynowych wpływają także na 
aktywność kanału KATP. Wysokie stężenia, wyższe od 500 p.M, hamują aktywność kanałów
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Ka tp , natomiast niskie stężenia działają akty wująco. W roztworach pozbawionych magnezu 
obserwuje się tylko hamowanie kanału przez nukleotydy pirymidynowe.

Nukleotydy guanidynowe (GTP, GDP oraz ich analogi, które nie ulegają hydrolizie) 
aktywują kanał w zakresie stężeń od 10 jiM  do 2 mM. Zaproponowano, że GDP jest 
fizjologicznym aktywatorem kanału K ATP w mięśniach gładkich [45]. Efekty te zachodzą 
tylko w obecności jonów magnezowych. Te obserwacje oraz regulacja aktywności kanału 
K Atp  w komórkach ß trzustki przez galaninę oraz somatostatynę sugerują, że kanał K ATP 
oddziałuje z białkami G [26, 27]. Stosując różne pochodne nukleotydów guanidynowych 
postuluje się występowanie heterogennej populacji kanałów K ATP w kardiocytach nowona
rodzonych szczurów [9]. Podobne obserwacje poczyniono badając wpływ pinacydylu i 
siarczanu minoksydylu na mięśnie gładkie naczyń krwionośnych [104].

SULFOMOCZNIKI -  KLASYCZNE INHIBITORY KANAŁÓW K a t p

Sulfomoczniki (np. glibenklamid, tolbutamid oraz glipizyd) są powszechnie stosowane w 
terapii cukrzycy typu II [33,37,54], Strukturę chemiczną kilku z tych substancji przedstawio
no na rysunku 1. W ciągu kilku ostatnich lat wyjaśniono molekularny mechanizm ich działania. 
Uważa się, że sulfomoczniki blokując kanał KATP w komórkach ß wysepek Langerhansa 
uruchamiają, podobnie jak ATP, ciąg zdarzeń prowadzących do zwiększenia wydzielania 
insuliny z tych komórek [6 , 29]. Niezależnie od tego mechanizmu opisano wiele fizjologicz
nych efektów sulfomoczników, które nie wynikają z oddziaływania tych związków z kanałami 
Ka tp . I tak np. zaobserwowano, że sulfomoczniki hamują syntezę glukozy w wątrobie oraz 
stymulują aktywność glukokinazy w izolowanych hepatocytach [52].

Nie wszystkie sulfomoczniki jednakowo skutecznie blokują kanały K ATP komórek ß 
trzustki. I tak wartość K; dla tolbutamidu wynosi 10-17 pM, natomiast dla najbardziej 
efektywnego inhibitora, glibenklamidu, wynosi ona od 4 do 20 nM. Warte jest podkreślenia, 
że zdolność sulfomoczników do hamowania aktywności kanału w komórkach ß trzustki, ich 
powinowactwo do receptora w tych komórkach (przypuszczalnie samego kanału KATP) oraz 
wielkość stosowanych dawek terapeutycznych w przypadku cukrzycy typu II są podobnie 
skorelowane dla różnych sulfomoczników [85]. Sulfomoczniki skutecznie hamują aktywność 
kanału, niezależnie od której strony błony plazmatycznej zostaną podane. Zdolność sulfomo
czników do hamowania kanału nie jest uwarunkowana obecnością jonów magnezu. Wysokie 
powinowactwo glibenklamidu do kanału umożliwiło oczyszczenie peptydu wiążącego gliben
klamid [11]. Zwiększenie kwasowości środowiska, zmieniającej stopień zjonizowania gliben
klamidu, zwiększa zdolność tego związku do hamowania aktywności kanałów KATP [20, 34, 
95,106].

Niezależnie od bogatych obserwacji wpływu sulfomoczników na wydzielanie insuliny z 
trzustki obserwowano również wiele fizjologicznych efektów sulfomoczników w centralnym 
układzie nerwowym. Glibenklamid stymuluje wydzielanie prolaktyny z komórek przysadki 
mózgowej [55]. Oddziałuje on również z kanałami KATP w substantia nigra mózgu, stymu
lując sekrecję GABA [3, 50, 62].

Sulfomoczniki hamują również kanały KATP w komórkach mięśnia sercowego [35].
Sulfomoczniki, w zakresie mikromolowych stężeń, mogą również wpływać na aktywność 

innych kanałów, np. kanału chlorkowego, którego zaburzenie aktywności prowadzi do muko-
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wiscydozy (ang. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) [90]. W komórkach 
ludzkiej neuroblastomy glibenklamid hamuje aktywność kanałów potasowych zależnych od 
potencjału i kanałów potasowych zależnych od wapnia [80].

INNE SUBSTANCJE BLOKUJĄCE KANAŁY K a t p

Kanały KATP są również blokowane przez kilka klasycznych inhibitorów kanałów potaso
wych, takich jak: aminoakrydyna czy 4-aminopirydyna. Zidentyfikowano także kilkanaście 
innych substancji, które nie będąc sulfomocznikami, efektywnie hamują aktywność kanałów 
Ka tp . I tak opisano substancje będące antagonistami alfa-adrenoreceptorów, które jednocześ
nie blokują kanały KATP w komórkach ß trzustki i stymulują wydzielanie insuliny z tych 
komórek [15, 28,43].

Podobnie 8 -metoksypsoralen, stosowany w terapii łuszczycy, hamuje aktywność kanału 
K a tp  w komórkach insulinomy oraz stymuluje wydzielanie insuliny z tych komórek [97]. 
Analogicznie działa amantadyna i sparteina [5]. Antagonista wapniowy TMB - 8  również 
hamuje aktywność kanałów KATP w komórkach insulinomy [98]. Klonidyna blokuje kanały 
K a tp  w mysich komórkach ß trzustki [73]. Chlorpromazyna, stosowana w leczeniu niektórych 
typów zaburzeń psychicznych, blokuje kanał KATP w komórkach insulinomy [60]. Prawdo
podobnie takryna, związek łagodzący symptomy choroby Alzheimera, blokuje kanał KATP w 
komórkach ß wysepek Langerhansa [46]. Podobnie działa substancja hypoglicemiczna AZ- 
DF-265 [81]. Związek przeciwdziałający arytmii serca, kwas 5-hydroksydekanowy, hamuje 
kanał K ATP miocytów komorowych serca [67, 6 8 ]. Bipirydyna o właściwościach kardiotoni- 
cznych, AWD 122-60, hamuje kanał KATP w mięśniach szkieletowych [12], Barbiturany 
hamują kanały KATP w komórkach ß wydzielających insulinę [49]. Podobnie tłumaczy się 
działanie linoglirydu [82].

AKTYWATORY KANAŁÓW K a t p

Aktywatory kanałów KATP (ang. potassium channel openers) stanowią bardzo heterogen- 
ną klasę substancji, z punktu widzenia ich budowy chemicznej [30, 31]. Prekursorem tych 
substancji była kromakalima, substancja obniżająca ciśnienie obwodowe krwi i rozluźniająca 
mięśnie gładkie. Obserwowane zjawiska były wynikiem aktywacji kanałów potasowych przez 
kromakalimę w błonie plazmatycznej tych komórek. Podobnie tłumaczy się mechanizm 
działania diazoksydu, siarczanu minoksydylu, pinacydylu oraz wielu innych substancji obni
żających ciśnienie krwi. Strukturę chemiczną kilku wybranych aktywatorów kanałów KATP 
przedstawiono na rysunku 2 .

Kolejne lata przyniosły prawdziwą eksplozję syntez różnych związków chemicznych 
aktywujących kanały potasowe w różnych tkankach. Prawdopodobnie substancje te znajdą 
wielorakie zastosowania terapeutyczne [14]. Mechanizm oddziaływania aktywatorów z kana
łami Katp jest nieznany, obecnie podejmuje się pierwsze próby charakterystyki miejsca 
wiążącego aktywatory [77]. Uważa się, że dla aktywacji kanału KATP w komórkach mięśnia
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sercowego przez nikorandil wymagana jest obecność ADP, natomiast dla lemakalimy i 
pinacydylu taka obecność nie jest konieczna [89].

Opisano wiele różnych efektów aktywatorów kanałów potasowych na funkcje komórek, 
w których występują kanały KATP. Szczegółowo opisano oddziaływania aktywatorów kana
łów potasowych z kanałami KATP mięśni gładkich [45]. I tak m.in. w mięśniach gładkich żyły 
wrotnej kanały KATP są aktywowane przez 
BRL 38227 [65]. NIP-121 i kromakalima oraz 
SD Z PCO 400  i RP 4 9 3 5 6  in d u k u ją  
rozluźnienie tchawicy [79, 91, 93]. Podobnie 
działa aktywator LP-805 [48]. KRN 2391 oraz 
nikorandil powodują wzrost przepływu krwi w 
naczyniach wieńcowych oraz zmniejszają ciś
nienie krwi [69]. Efekty te były antagonizowane 
glibenklamidem, co wskazuje na zaangażowa
nie kanału KATP mięśni gładkich w wyżej wy
mienione procesy. ER-001533 aktywuje kanały 
K At p  w mięśniu sercowym [8 8 ]. Związek SR 
44866 aktywuje kanały KATP w mięśniu szkie
letowym [84]. Stwierdzono, że aktywator EMD 
56431 może skutecznie przeciwdziałać niedo
krwieniu serca [83]. Podobną rolę postuluje się 
dla kromakalimy [102]. Aktywatory kanałów, 
np. BRL 38227, mogą również rozszerzać płuc
ne naczynia krwionośne [19, 72], Aktywatory 
kanałów KATP działające na mięśnie gładkie 
dróg oddechowych mogą być stosowane w te
rapii astmy [92], Diazoksyd aktywuje kanał 
K At p  w komórkach ß trzustki [8 6 ]. Hormonalna 
aktywacja wydzielania hormonu wzrostu z ko
mórek części gruczołowej przysadki mózgowej 
je s t ham owana przez aktywatory kanałów 
K atP ’ podczas gdy hormonalne hamowanie 
wydzielania hormonu wzrostu podlega supresji 
związkami hamującymi kanały KATP [22]. Ni
korandil, pinacydyl oraz lemakalima rozszerza
ją  naczynia krwionośne wmózgu [105]. Kroma
kalima aktywuje kanały KATP w neuronach hi- 
pokampa [74] oraz w substantia nigra mózgu 
[38].

Postulowana obecność kanału KATP w cen
tralnym układzie nerwowym znalazła swoje potwierdzenie w badaniach behawioralnych. 
Stwierdzono, że podawanie kromakalimy bezpośrednio na globus pallidus stymuluje aktyw
ność lokomotoryczną szczura [1 ].

Uważa się, że oddziaływanie aktywatorów kanałów potasowych z białkiem kanału pota
sowego nie powoduje chemicznej transformacji cząsteczki aktywatora. Wyjątkiem są akty
watory, które mogą być donorem azotu dla syntezy tlenku azotu, np. nikorandil. W tym

Rys. 2. Struktura chemiczna niektórych aktywatorów 
kanałów KATP: A -  kromakalima, B -  diazoksyd, C -  

siarczan minoksydylu
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przypadku postuluje się dwa mechanizmy prowadzące do rozszerzania naczyń krwionośnych: 
bezpośrednie oddziaływanie tej substancji z białkiem kanałowym oraz stymulacja cyklazy 
guanylowej, prowadząca do podniesienia poziomu cGMP [41]. W przypadku siarczanu 
minoksydylu zaobserwowano przeniesienie radioaktywnej siarki z grupy sulfonowej aktywa
tora na kilka białek. Pozostaje do określenia, czy ta reakcja jest odpowiedzialna za efekty 
fizjologiczne siarczanu minoksydylu [53]. Zaproponowano dwa mechanizmy działania dia- 
zoksydu: pierwszy, polegający na fosforylacji białka kanałowego w obecności aktywatora 
oraz drugi, postulujący odziaływanie diazoksydu oraz nukleotydu purynowego związanego z 
magnezem, z białkiem kanałowym [49, 64].

Wykazano, że aromatyczne aldehydy i ketony mają właściwości aktywujące kanały 
miocytów komorowych serca [32]. Pochodne fluoresceiny mogą aktywować i hamować 
kanały K ATP komórek ß trzustki [25]. Milimolowe stężenia mleczanu aktywują kanały KATP 
mięśnia sercowego [47]. Wanadian aktywuje kanał KATP w mięśniu szkieletowym [63]. 
Kwasy tłuszczowe aktywują kanały KATP w komórkach insulinomy [61].

Kromakalima oraz pinacydyl mogą aktywować również kanały potasowe zależne od 
wapnia w mięśniach gładkich [96].

Szczegółowe informacje na temat farmakologii i zastosowań aktywatorów kanałów pota
sowych znajdzie czytelnik w artykułach przeglądowych [8 , 76, 78,103].

UWAGI KOŃCOWE

Nie omówiono tutaj regulacji kanałów KATP przez peptydy: somatostatynę, galaninę oraz 
endotelinę [22,26, 57, 58] i angiotensynę blokującą kanały KATP w mięśniach gładkich [56]. 
Nie jest jasna rola jonów zewnątrzkomórkowych w modulowaniu oddziaływań ATP z kana
łem Katp [100]. Opisane powyżej interakcje różnych substancji z kanałami KATP powinny 
przekonać czytelnika, jak ważna jest szczegółowa charakterystyka kanałów KATP. Umożliwi 
ona dogłębne zrozumienie mechanizmów funkcjonowania tego białka i jego roli w procesach 
przekazywania sygnałów w komórce. Istotne jest także zrozumienie molekularnych podstaw 
oddziaływania substancji modulujących aktywność kanałów KATP w różnych tkankach. To z 
kolei powinno umożliwić bardziej racjonalne projektowanie związków chemicznych, zwię
kszenie ich specyficzności i skuteczności działania terapeutycznego.
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ROLA KANAŁÓW JONOWYCH 
W PRZEMIESZCZANIU CHLOROPLASTÓW 

W GLONIE MOUGEOTIA

THE ROLE OF ION CHANNELS IN THE MOVEMENT 
OF CHLOROPLASTS IN MOUGEOTIA

Anna TROJAN 

Zakład Fizjologii i Biochemii Roślin Instytutu Biologii Molekularnej UJ w Krakowie

Streszczenie. Zostały opisane cztery główne typy kanałów jonowych zbudowanych z białek zapewniających szybki 
przepływ jonów przez błony lipidowo-białkowe w roślinach. Na podstawie zdolności do selektywnego przewodzenia 
jonów wyróżniono kanały: wapniowe, chlorkowe, potasowe, protonowe (Ca2+, G _, K+, H+). W ystępuje wiele 
podtypów, różniących się: kontrolą otwarcia, przewodnością, wrażliwością na inhibitory. Świadczy to o zróżnicowa
niu strukturalnym białek budujących kanały. Ich funkcja w komórkach roślinnych jest jednak słabo poznana. 
Wiadomo, że biorą one udział w regulacji turgoru, spełniają jakąś rolę w przewodzeniu sygnału w komórce i tworzeniu 
potencjału czynnościowego. W plazmolemmie komórek glonu Mougeotia stwierdzono obecność kanałów potaso
wych regulowanych Ca“+ i aktywowanych przez fitochrom. Próbowano znaleźć związek pomiędzy aktywnością tych 
kanałów i ruchem chloroplastów.

Słowa kluczowe: kanał jonowy, błona plazmatyczna, tonoplast, Mougeotia, ruchy chloroplastów

Summary. Four main types of channels have recently been described in plants according to ion selectivity: C a2+-  
C L -, 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 
a role in signal transduction in plant cells. The functions of ion channels are largely speculative. C a“+-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 skrótów: A 23187 -  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].

I. WSTĘP

Żywa komórka ograniczona jest białkowo-lipidową błoną komórkową. Jej zrąb budowany 
jest przez dwu warstwę lipidową, w której rozmieszczone są białka integralne. Na powierzchni
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błony występują białka powierzchniowe, rozpuszczalne w wodzie i stosunkowo łatwo ekstra- 
howalne bez niszczenia struktury błony. Białka integralne zanurzone są w błonie, a ich 
łańcuchy polipeptydowe przebijają warstwę lipidową jedno- lub wielokrotnie. Łańcuchy te 
zawierają domeny hydrofobowe o konformacji a-helisy . Proces izolacji tych białek z błony 
wymaga stosowania detergentów i związany jest ze zniszczeniem struktury błony [43]. Błona 
komórkowa stanowi strukturalną barierę, oddzielającą wnętrze komórki od bezpośredniego 
wpływu otoczenia, zapobiega swobodnemu przepływowi jonów, substratów i metabolitów. 
Białka, występujące w błonach, zapewniają wymianę substancji pomiędzy komórką i jej 
otoczeniem w sposób kontrolowany. W procesach tych zaangażowane są układy białek 
integralnych budujące w błonach pompy i kanały jonowe. Wiele z tych białek jest enzymami 
(szczególnie w pompach jonowych) pozwalającymi na utrzymanie gradientów stężeń jonów 
w poprzek błony.

Białka receptorowe, białka przenoszące i przetwarzające sygnały oraz białka budujące 
pompy i kanały jonowe tworzą złożone układy, umożliwiające komunikowanie się komórki 
z otoczeniem oraz wzajemne oddziaływanie komórek pomiędzy sobą, kontrolując liczne 
procesy przebiegające we wnętrzu komórki [43]. Badania prowadzone głównie na komórkach 
zwierzęcych doprowadziły do poznania białek wielu typów kanałów. Przyczyniło się do tego 
wprowadzenie nowych metod elektrofizjologicznych, m.in. metody stabilizacji potencjału 
skrawka błony komórkowej (patch-clamp) [53]. Możliwość określenia struktury pierwszorzę- 
dowej białek oraz sekwencji nukleotydowej genów odpowiedzialnych za syntezę białek 
kanałowych pozwoliło na bliższe określenie budowy niektórych kanałów jonowych oraz ich 
funkcji. W przypadku komórek roślinnych informacje na temat kanałów jonowych są ograni
czone, chociaż w ostatnich latach pojawiły się doniesienia o obecności białek kanałowych, 
także w błonach komórek roślinnych. Jak do tej pory, nie została jednak określona moleku
larna budowa któregokolwiek z kanałów, a ich funkcje nie są wyraźnie sprecyzowane. 
Przyczyną tego jest m.in. obecność ściany komórkowej na powierzchni komórki roślinnej, 
utrudniająca badania nad błoną. W celu rozpoczęcia doświadczeń nad kanałami jonowymi 
konieczne jest usunięcie ściany za pomocą enzymów. Proces trawienia wymaga dobrania 
odpowiednich enzymów trawiących. Dodatkowo może on powodować zmiany funkcji biolo
gicznych komórki. Przed rozpoczęciem badań niezbędne jest sprawdzenie, jakie właściwości 
nietkniętej komórki roślinnej zostały zachowane w protoplastach. Przy badaniach elektrofi
zjologicznych mogą także wystąpić trudności z przyssaniem pipety do błony protoplastu. Jest 
to czynność dużo trudniejsza niż w wypadku pozbawionej ściany komórkowej komórki 
zwierzęcej [35]. Niniejsza praca omawia dostępne informacje dotyczące opisanych dotych
czas kanałów jonowych u roślin i badania nad możliwością udziału kanałów w ruchu 
chloroplastów w glonie Mougeotia.

II. OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA ROŚLINNYCH KANAŁÓW
JONOWYCH

Białka kanałów jonowych zapewniają szybki, pasywny, elektrogeniczny przepływ jonów 
przez błonę. Tworzą one białkową porę przebijająca warstwę lipidowo-białkową. Zmniejszają 
energię wymaganą do transportu jonów przez błonę z 250 do 20 kj/mol. Pomiędzy poszczę-
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gólnymi białkami kanałowymi występują znaczne różnice. Klasyfikuje się je  na podstawie 
następujących cech:

1) selektywności względem jonów (Ca2+, Cl- , K+, H+),
2 ) czynników kontrolujących zamykanie i otwieranie kanałów (ang. gating),
3) przewodności jednostkowej (ang. unitary conductance),
4) blokowania funkcji kanałów przez określone inhibitory i blokery (ang. pharmcology).
Otwarty kanał katalizuje przepływ 106 —1( ) 8 jonów na sekundę [69]. Poziom przepływu

jonów przy określonym napięciu elektrycznym i składzie jonowym środowiska zewnętrznego 
komórki jest istotnym parametrem opisującym kanały w stanie otwarcia. Pomiar prądu 
jonowego umożliwia identyfikację poszczególnych typów kanałów. Występują często tzw. 
podstany, charakteryzujące się mniejszym przepływem jonów w stosunku do stanu pełnego 
otwarcia. Przewodzenie jonów przez kanały w najprostszym układzie może być opisane jako 
prosta dyfuzja przez pory wypełnione wodą [69], ale w niektórych wypadkach muszą być 
zastosowane bardziej złożone modele. W przypadku kanałów potasowych u Nitella przyjmuje 
się, że jony wiążą się z białkiem kanałowym. Ten model wyjaśnia wysycenie przepływu jonów 
przy pewnej wartości różnicy potencjałów (PD); dalszy jej wzrost nie wpływa na zwiększenie 
ilości przepuszczanych jonów [29]. Tłumaczy się to interakcjąjonów z białkami kanałowymi, 
co obrazowo bardziej przypomina model pytona połykającego posiłek niż model piłki toczącej 
się w rurze [69]. Selektywność kanałów jonowych przejawia się tym, że przepuszczają pewne 
jony łatwiej i szybciej niż inne. Niektóre kanały wykazują bardzo słabą selektywność. Są to 
te, które dokonują selekcji przepuszczanych cząstek na podstawie jednej tylko cechy: ładunku 
lub masy cząsteczkowej [29]. Inne białka kanałowe selekcjonują cząsteczki na podstawie 
zarówno ładunku, jak i ich wielkości oraz energii wymaganej do hydratacji [67]. To powoduje, 
że tylko niewiele rodzajów jonów może zostać przepuszczonych przez określone białko. 
Przewodzenie, selektywność oraz kontrola otwierania i zamykania określają kinetyczne 
właściwości danego kanału jonowego. Próbuje dokonywać się także opisu struktury i konfor
macji tych białek w błonie. W przeciwieństwie do kanałów w komórkach zwierzęcych, u roślin 
niewiele jeszcze wiadomo na ten temat. Kanały roślinne próbuje się identyfikować metodami 
immunologicznymi oraz genetyki molekularnej [69]. Stwierdzono podobieństwo pomiędzy 
kanałem potasowym, występującym u Drosophila i białkowym składnikiem błony drożdży o 
masie cz. 87 kDa [4]. Również dane farmakologiczne, określające wpływ związków chemi
cznych na aktywność kanałów, umożliwiają porównywanie kanałów roślinnych i zwierzęcych 
oraz struktury [30,69]. Charakterystykę opisanych dotychczas kanałów jonowych oraz ich 
postulowane funkcje w komórkach roślinnych przedstawia tabela 1. Kanały jonowe biorą 
udział w dużej liczbie procesów zachodzących w roślinach, ale próby określenia bliższego 
związku pomiędzy kanałem i jego funkcją są zwykle spekulatywne [35,69]. Dotychczas 
ustalono jedynie, że w organizmach roślinnych uczestniczą w regulacji turgoru oraz spełniają 
bliżej jeszcze nie określoną rolę w przewodzeniu sygnałów. Odpowiedzialne są prawdopo
dobnie za utrzymanie potencjału błony komórkowej i tonoplastu oraz wyrównywanie ładun
ków po oświetleniu w błonach tylakoidów. Są aktywne także w procesach komórkowych 
wymagających dużych zmian potencjału osmotycznego. Kanałom jonowym przypisuje się 
także znaczenie w reakcjach ruchowych różnych części roślin, wymagających prawdopodob
nie znacznego przepływu jonów [55]. Przyjmując udział kanałów jonowych w tworzeniu 
potencjałów membranowych komórki można wskazać na te procesy, w których zmiany 
potencjału odgrywają istotną rolę. Jest to m.in. sygnalizacja międzykomórkowa stymulująca 
np. ruchy roślin. Potencjały elektryczne wpływają na ruch również poprzez redukcję turgoru
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komórkowego w wyniku znacznego wypływu jonów K+ i Cl- . Dlatego też zmiany potencjału 
błonowego mogą być istotnym czynnikiem w redukcji ciśnienia turgorowego jako reakcji na 
szok hypoosmotyczny. Wydają się również mieć znaczenie w reakcji roślin na zranienia, 
stymulując procesy gojenia i wzrost poziomu oddychania. Wzrostowi stężenia wewnątrz - 
komórkowegojonów w apnia-przy udziale kanałów jonow ych-przypisuje się reakcję rośliny 
na nagłe zmiany temperatury [51]. Sugeruje się, że kanały wapniowe w siateczce wewnątrz- 
plazmatycznej mogą kontrolować aktywność wrzeciona mitotycznego [77]. Stwierdzono 
wzrost pobierania jonów wapnia przez komórki Mougeotia po naświetleniu światłem czerwo
nym, co sugeruje związek pomiędzy kanałami jonowymi i fitochromem [45,46,47]. Kanały 
potasowe są prawdopodobnie związane z początkową reakcją na regulatory wzrostu roślin 
[67]. Mogą także brać udział w uwalnianiu jonów potasu podczas zamykania aparatów 
szparkowych [60,35]. Wszystkie powyżej przytoczone obserwacje i stwierdzenia wymagają 
dalszych badań i pełnego potwierdzenia. W trakcie badań nad kanałami roślinnymi zdołano 
wyróżnić kilkanaście ich klas, podjąć próby ich charakterystyki oraz zasugerować udział w 
konkretnych procesach komórkowych.

III. POSTULOWANY UDZIAŁ KANAŁÓW POTASOWYCH 
W RUCHU CHLOROPLASTÓW U MOUGEOTIA

Jedną z prób określenia udziału kanałów jonowych w określonych procesach komórko
wych są badania, dotyczące ruchu chloroplastów w glonie Mougeotia. Komórka glonu zawiera 
pojedynczy, centralnie położony, wstęgowatego kształtu chloroplast, usytuowany wzdłuż 
dłuższej osi komórki. Zależnie od natężenia padającego światła, przemieszcza się on w 
położenie prostopadłe lub równoległe do kierunku padania światła. W procesie tym aktywny 
jest czerwony i niebieski zakres widma świetlnego. Reakcja na światło czerwone związana 
jest z obecnością fitochromu [76]. Mechanizm przekazywania bodźca od fotoreceptora 
(fitochrom) do systemu efektorowego, w którym postuluje się udział struktur aktomiozyno- 
wych [27], jest nieznany. Sugeruje się, że w przekazywaniu bodźca mogą pośredniczyć jony 
wapnia [46]. Podanie jonoforu wapniowego A23187 w określone miejsce na powierzchni 
komórki powodowało ściśle zlokalizowane przemieszczenie chloroplastu. Naświetlanie 
światłem czerwonym (R) wywoływało wzrost pobierania Ca2+ ze środowiska zewnętrznego; 
po działaniu światłem dalekiej czerwieni (FR) ten efekt nie występował. W regulacji ruchu 
chloroplastów postulowany jest udział wewnątrzkomórkowych wakuol taninowych, zawiera
jących jony Ca2+. Przyjmując wpływ jonów wapniowych na ruch chloroplastów założono 
istnienie oraz zaangażowanie w tym procesie białek kanałowych, transportujących wapń. 
Próbę ich wykrycia podjęto metodą patch-clamp. Efektem tych badań było stwierdzenie 
występowania dwóch kanałów jonowych o przewodności 30 i 65 pS w błonie komórkowej 
Mougeotia. Były one aktywowane światłem czerwonym w czasie 2-5 min [46], Światło 
dalekiej czerwieni odwracało reakcję, jeżeli było stosowane bezpośrednio po świetle czerwo
nym. W innym wypadku nie wywoływało efektu. Wynik ten sugerował, że fitochrom jest 
czynnikiem aktywującym wykryte kanały. Jednakże aktywacja kanału nie jest bezpośrednim 
następstwem zmian fitochromowych. Wydaje się, że jest ona inicjowana przez inny proces 
regulowany fitochromowo. Wskazuje na to długość czasu niezbędnego do aktywacji białka 
kanałowego. W celu identyfikacji tych białek zastosowano inhibitory. Wykazano, że badane
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białka są wrażliwe na 5 mM BaCl2  i 10 inM TEA+, co charakteryzuje je jako kanały potasowe. 
Dodanie jonoforu wapniowego A23187 (10 |J.M/1) w  obecności jonów Ca2+ wywoływało 
reakcję identyczną jak po zadziałaniu światła czerwonego. Warunkiem koniecznym było 
jednak wyższe stężenie jonów Ca2+ na zewnątrz komórki niż w jej wnętrzu. W przeciwnym 
razie nie dochodziło do aktywacji kanałów. Działanie jonoforu może wskazywać, że stymu
lacja tych kanałów następuje poprzez jony wapnia. Jeśli jednak światło czerwone wywołuje 
aktywność opisywanych kanałów pomimo braku jonów Ca2+ na zewnątrz komórki, musi 
dochodzić do ich uwalniania z wewnętrznych magazynów. TMB - 8  -  inhibitor uwalniania 
jonów wapniowych ze struktur wewnątrzkomórkowych zahamował aktywność badanych 
kanałów potasowych [44]. W związku z tym autorzy zaproponowali mechanizm aktywacji 
tych białek zapoczątkowywany przejściem fitochromu w formę aktywną pod wpływem 
światła czerwonego. Aktywna forma fitochromu wywoływałaby wzrost stężniajonów wapnia 
w cytoplazmie, uwalnianych z wakuol taninowych lub pobieranych ze środowiska zewnętrz
nego. Wysokie stężenie jonów wapnia oddziałuje, z kolei, na kanały potasowe poprzez 
aktywowaną wapniem kinazę białkową [46]. Jednakże TMB - 8  nie wywoływało hamowania 
mchu chloroplastów pomimo hamowania aktywności stymulowanych wapniem kanałów 
potasowych. Mogłoby to wskazywać na brak zależności pomiędzy aktywnością tych kanałów 
i ruchem chloroplastów u Mougeotia. Można przypuszczać, że pomimo zastosowania TMB - 8  

może nadal występować pewien poziom stężenia jonów Ca2+ w cytoplazmie, wynikający z 
niecałkowitego hamowania przez inhibitor wydzielania tych jonów z wewnątrzkomórkowych 
magazynów. Możliwe jest też, że dla wywołania ruchu chloroplastów niezbędne jest dużo 
niższe stężenie jonów Ca2+ niż dla aktywacji kanałów K+. Dlatego pozostająca w komórce 
niewielka ilość jonów wapnia może mieć kluczowe znaczenie dla stymulacji obu procesów, 
pozwalając na rozpoczęcie przemieszczenia chloroplastu, nie wywołując aktywacji kanałów 
[45]. Autorzy tych prac postulują schemat zależności pomiędzy wszystkimi opisanymi ele
mentami ruchu chloroplastu i aktywacji kanałów, który jest przedstawiony w pracy Ślesaka i 
Gabryś, zamieszczonej w tym samym tomie Postępów Biologii Komórki (str. 80, rys. 3 w 
[65]). Zaobserwowano także pewne podobieństwo widma czynnościowego światła aktywu
jącego kanały oraz wywołującego ruch chloroplastu. Maksimum aktywacji kanałów potaso
wych występuje przy 660 nm, natomiast silny jej spadek przy 740 nm. Przy krótszych 
długościach światła od 460 do 540 nm również dochodzi do aktywacji kanałów, słabszej niż 
dla 660 nm. W widmie czynnościowym dla ruchu chloroplastów maksimum jest przy 660 nm 
i mniejsze przy 460 nm [47]. Możliwe jest zatem zaangażowanie w tym procesie dwóch 
odmiennych fotoreceptorów [25]. Nie znany jest dotychczas receptor światła niebieskiego. 
Nie udało się znaleźć jednoznacznego związku pomiędzy ruchem chloroplastu u Mougeotia 
i aktywnością kanałów potasowych stymulowanych jonami wapnia, co może wskazywać na 
rozdzielność obu zjawisk.

W podsumowaniu należy stwierdzić, że wiedza na temat roślinnych kanałów jonowych 
jest bardzo niepełna i stworzenie spójnego obrazu ich funkcjonowania i roli w procesach 
komórkowych u roślin wymaga jeszcze licznych i długotrwałych badań.
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WAPŃ JAKO WTÓRNY PRZEKAŹNIK 
W FOTOINDUKOWANYCH RUCHACH 

WEWNĄTRZKOMÓRKOWYCH 
W KOMÓRCE ROŚLINNEJ

CALCIUM AS A SECOND MESSENGER 
IN PHOTOINDUCED INTRACELLULAR MOVEMENTS 

IN THE PLANT CELL

Ireneusz ŚLESAK, Halina GABRYŚ 

Instytut Biologii Molekularnej im. Jana Zurzyckiego, Uniwersytet Jagielloński, Kraków

Streszczenie. W artykule przedyskutowano problem, czy wapń pełni funkcję wtórnego przekaźnika w wewnątrz
komórkowych ruchach roślin. Zanalizowano szczegółowo rolę wapnia w indukowanych światłemprzemieszczeniach 
chloroplastów oraz w płynięciu cytoplazmy.

Słowa kluczowe: płynięcie cytoplazmy, ruch chloroplastów, światło, wapń, wtórny przekaźmk.

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 w ords: calcium, chloroplast movement, cytoplasmic streaming, light, secondary messenger.

Stosowane skróty: A23187 -  jonofor wapniowy, ATP -  adenozynotrifosforan, (Ca2+)c -  poziom jonów wapnia w 
cytoplaznńe, (Ca2+)z -  zewnątrzkomórkowy poziom jonów wapnia, Bay K8644 -  agonista kanałów wapniowych, 
CM -  kalmodulina, CTC -  chlorotetracyklina, DCMU -  dichlorofenylodimetylomocznik, ER -  retikulum endopla- 
zmatyczne, EGTA -  kwas etyleno-glikol-bis-(-aminoetyl eter)-N, N, N ‘, N ‘-czterooctowy, I -  inozytol, IP -  
1-monofosfoinozytol, IP2 -  1, 4-bisfosfoinozytol, IP3 -  1, 4, 5-trisfosfoinozytol, IP4 -  1, 3, 4, 5-tetrafosfoinozytol, 
PA -  kwas fosfatydowy, P r  -  forma fitochromu absorbująca promieniowanie dalekiej czerwieni (730 nm), Pr -  forma 
fitochromu absorbująca światło czerwone (630 nm), PI -  1-monofosfofosfatydyloinozytol, PIP2 -  4, 5-bisfosfofo- 
sfatydyloinozytol, PDE -  fosfodiesteraza, R -  światło 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 dziesięciu lat wzrasta zainteresowanie rolą wapnia jako czynnika regulującego 
funkcje komórki. Obok fosforanów inozytolu, głównie 1,4, 5-trisfosforanu inozytolu (IP3) i 
diacylglicerolu (DAG), jony wapniowe stanowią nieodzowne ogniwo podczas przekazu 
rozmaitych sygnałów ze środowiska do wnętrza komórki [3, 15, 16]. Pierwsze hipotezy 
postulujące taką rolę Ca2+ u roślin pochodzą z prac Haupta i Weisenseela [14]. Badania
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dotyczące materiału roślinnego są nieporównywalnie skromniejsze, niż ich odpowiedniki 
wykonane na materiale zwierzęcym. Pomimo tego funkcje Ca2+ jako tzw. wtórnego prze
kaźnika (ang. second messenger) w roślinach doczekały się już w literaturze dość wyczerpują
cego omówienia [4 ,15,16, 23, 43].

ŚWIATŁO JAKO AGONISTA

Obok fitohormonów, siły grawitacji i bodźców mechanicznych światło jest agonistą wielu 
reakcji fizjologicznych komórki roślinnej [16,19]. Oznacza to, że stymuluje ono określoną 
odpowiedź badanego układu, np. ruchową. Cały proces przekazu sygnału świetlnego można 
schematycznie przedstawić następująco:

bodziec ♦ PER C EPC JA  -»  TRANSDUKCJA - 4  W ZM O CN IEN IE -> W TÓ RN E 
PR ZEK A ŹN IK I SYGNAŁU -> UKŁAD EFEK TO RO W Y  ♦ reakcja.

W rozpatrywanym przypadku, jeśli bodźcem jest światło, za percepcję odpowiedzialny jest 
określony fotoreceptor [37]. Przetworzenie bodźca świetlnego na inny sygnał zachodzi

Rys. 1. Hipotetyczna kaskada biochemiczna z udziałem fitochromu zaproponowana przez Haupta i W eisenseela [6] 
oraz ruch chloroplastu Mougeotia w świetle czerwonym (strzałką zaznaczono kierunek światła czerwonego (R) pa

dającego na komórkę)http://rcin.org.pl
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prawdopodobnie w obrębie kompleksu błony komórkowej [43, 46]. Powstały sygnał wywo
łuje kaskadę reakcji, w której uczestniczą jony wapnia [11, 12, 48].

Wiele efektów morfogenetycznych wywoływanych jest światłem czerwonym, inne nato
miast indukuje wyłącznie promieniowanie krótkofalowe. W tym drugim przypadku hipotety
cznym fotoreceptorem jest tzw. kryptochrom, maksimum absorpcji wykazujący dla bliskiego 
ultrafioletu (UV-A) i światła niebieskiego z maksimum ok. 450 nm; w zakresie długofalowym 
funkcjonuje układ fitochromowy (rys. 1) [19, 37]. Znane są również reakcje, w których 
zaangażowane są obydwa systemy fotoreceptorowe [26]. Dotychczas znacznie więcej badań 
poświęcono zjawiskom fotomorfogenetycznym regulowanym przez fitochrom i ewentualnej 
roli Ca2+ w tej regulacji (przegląd literatury podaje praca [43]). Opisy procesów ruchowych, 
na które ma wpływ tylko światło niebieskie w powiązaniu z regulacją wapniową, reprezen
towane są w literaturze znacznie skromniej [41, 52].

CO TO ZNACZY WTÓRNY PRZEKAŹNIK?

2+ —7Poziom spoczynkowy (Ca )c w przeciętnej komórce roślinnej jest rzędu 10 M. Bardzo
duża różnica stężeń istnieje pomiędzy wnętrzem komórki a środowiskiem zewnętrznym: 
koncentracja (Ca2+)z jest tysiąc do 10 tys. razy większa niż w cytoplazmie. Znaczne ilości 
Ca2+ mogą być związane w ścianie komórkowej [29]. Ponadto rozmaite jest rozmieszczenie 
wapnia w poszczególnych przedziałach komórkowych (rys. 2). Po zadziałaniu odpowiednie
go bodźca dochodzi do gwałtownego, przejściowego wzrostu stężenia (Ca2+)c do stanu 
IO- 6 —10- 5  M [4,7,16]. Utrzymywanie stałego, niskiego poziomu (Ca2+)c stanowi dlakomórki 
kwestię życia i śmierci. Stężenia rzędu lOjiM  mogą po dłuższym czasie działać cytotoksycz- 
nie [16]. Przejściowy wzrost poziomu (Ca +)c stanowi istotę działania tego jonu w charakterze 
wtórnego przekaźnika. Takie zmiany pociągają za sobą aktywację białek wiążących wapń, 
głównie kalmoduliny (CM). Następnie kompleksy CM-Ca potrafią aktywować wiele enzy
mów, np. kinaz białkowych [23, 49]. Końcowym etapem takiej kaskady biochemicznej jest 
fosforylacja białek efektorowych, przykładowo białek cytoszkieletu. W efekcie obserwujemy 
określoną reakcję ruchową badanego układu [49]. Wzmocnienie pierwotnego czynnika indu
kującego (światła) poprzez uruchomienie odpowiedniego szlaku informacyjnego jest podsta
wową funkcją wtórnego przekaźnika [49]. W jaki jednak sposób można przekonać się, że 
informacja przekazywana za pomocą wapnia jest konieczna do zajścia jakiejś reakcji fizjo
logicznej? Kilka istotnych wytycznych podał Jaffe [18]:

1. Naturalny agonista (w omawianym przypadku światło) wywołuje mierzalny wzrost 
poziomu (Ca2+)c, co można wykazać stosując fluorescencyjne indykatory wapnia, np. fura-2, 
indo-1 [44].

2. Działanie czynnikami uniemożliwiającymi wzrost (Ca2+)c znosi działanie pierwotnego 
agonisty. Bada się np. wpływ substancji blokujących kanały wapniowe, takich jak L a '+, 
nifedypina, verapamil, czy chelatorów, np. EGTA [43, 51].

3. Eksperymentalne wywołanie wzrostu poziomu (Ca2+)c stymuluje określoną reakcję 
fizjologiczną w nieobecności naturalnego agonisty. W przypadku zjawisk fotoindukowanych 
można stosować w warunkach ciemności jonofory wapniowe, np. A23187 i obserwować, czy 
spodziewana reakcja wystąpiła [51 ] lub działać na komórki agonistami kanałów wapniowych, 
np. Bay K8644 [32].
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Wyniki dotychczasowych badań zmierzających do wyjaśnienia roli wapnia w systemie 
przekazywania informacji w komórkach roślinnych nie dostarczają jeszcze jednoznacznych 
odpowiedzi na postawione pytania, a dyskutowane schematy są wysoce hipotetyczne. W tym 
artykule ograniczyliśmy się do dwóch typowych przykładów: fototranslokacji chloroplastów 
i płynięcia cytoplazmy.

RUCHY CHLOROPLASTÓW

Mougeotia

Fotoindukowane zmiany położenia chloroplastów w komórce są charakterystyczne dla 
wielu gatunków roślin [13]. Organizmem dość szczegółowo zanalizowanym pod kątem roli 
Ca + w rotacji płytkowatego chloroplastu jest Mougeotia scalaris, nitkowata zielenica z 
rodziny Zygnemaceae [17, 47]. W Mougeotia podobnie jak w pokrewnym jej Mesotaenium 
zidentyfikowano dwa niezależne fotoreceptory: fitochrom i kryptochrom [8 , 20]. Układ 
efektorowy stanowi cytoszkielet aktynomiozynowy [9,48]. W 1976 roku Haupt i Weisenseel 
zaproponowali kaskadowy proces, który przy zaangażowaniu fitochromu prowadzi do obrotu 
chloroplastu (rys. 1). Doświadczenia sprawdzające tę hipotezę wskazywały początkowo, że 
wzrost stężenia Ca2+ w cytoplazmie jest wynikiem fotostymulowanego transportu wapnia ze 
środowiska zewnętrznego komórki. Stwierdzono, że obecność jonów wapnia w środowisku

Rys. 2. Rozmieszczenie wapnia w komórce roślinnej (wg [7] zmienione)
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jest niezbędna do reakcji chloroplastu na światło [47]. Następnie, stosując 4 5 Ca2+ wykazano, 
że światło czerwone stymuluje pobieranie Ca2+ oraz że efekt R jest odwracalny daleką 
czerwienią w sposób typowy dla reakcji fitochromowych [6 ]. Wynik ten interpretowano 
dwojako: powstała w wyniku foto transformacji forma Pfr działa na kanały jonowe błony 
komórkowej, bądź też sam kompleks chromoforowobiałkowy fitochromu jest aktywowanym 
światłem kanałem wapniowym [6 ]. W ostatnich badaniach z zastosowaniem techniki patch- 
clamp nie stwierdzono istnienia takiego kanału w plazmalemmie. Wykazano natomiast 
obecność aktywowanych światłem czerwonym kanałów potasowych zależnych od wapnia 
[21, 22]. W ten sposób potwierdzono pośrednie oddziaływanie fitochromu na kanały jonowe 
plazmalemmy.

Dalsze badania fotoindukowanego transportu wapnia przez plazmalemmę przyniosły 
kontrowersyjne wyniki: pomiary przepływu przeprowadzone przy użyciu mureksydu, absor
pcyjnego wskaźnika Ca +, wskazywały na dominację wypływu wapnia z komórki [31]. 
Sprzeczność z pomiarami 4 5 Ca2+ autor wyjaśnił następująco: jednocześnie z niewielkim 
stymulowanym R wpływem Ca2+ do komórki zachodzi wydzielenie do cytoplazmy znacznych 
ilości wapnia z magazynów wewnątrzkomórkowych. Wzrost (Ca2+)c powoduje uruchomienie 
pomp wapniowych i wypływ wapnia z komórki obserwowany w doświadczeniu z mureksy- 
dem.

Badając możliwości magazynowania Ca2+ w komórce wykazano, że Mougeotia i Meso- 
taenium mają specjalne struktury tzw. wakuole taninowe (ang. taninę vesicles) lub fysody 
(ang. physodes), które oprócz polifenolowych związków garbnikowych zawierają również 
duże ilości wapnia [10, 17, 36,42]. Analizę zawartości Ca + w tych strukturach przeprowa
dzono stosując różne metody:

1) fluorescencyjne z chlorotetracykliną (CTC) [17],
2) mikroskopię elektronową [42],
3) mikroanalizę rentgenowską [30].
Doświadczenia z indo-1 pokazały, że naświetlanie światłem UV-A powodowało spadek 

zawartości wapnia w wakuolach taninowych niezależnie od zawartości Ca2+ w medium 
hodowlanym [32], Podobne wyniki uzyskano dla światła czerwonego (R), stosując CTC [17]. 
Po naświetleniu poziom (Ca2+)c wzrasta, co zgodnie ze schematem na rysunku 1 umożliwia 
rotację chloroplastu Mougeotia.

Z innych wyników na uwagę zasługuje przyśpieszenie fotoindukowanej reakcji ruchowej 
chloroplastu Mougeotia w obecności Bay K8644, agonisty zwierzęcych kanałów wapniowych 
[32]. Wynik ten jest argumentem na rzecz istnienia kanału wapniowego w błonie Mougeotia. 
Pozostaje on jednak w sprzeczności ze wspomnianymi już wynikami Lewa i wsp., którzy 
stosując patch-clamp i odpowiednie inhibitory kanałów jonowych nie stwierdzili istnienia 
kanału Ca2+ [21, 22]. Lew i wsp. zaproponowali możliwość uczestnictwa w mechanizmie 
obrotu chloroplastu Mougeotia zarówno wapnia pochodzącego ze środowiska, jak i Ca2+ z 
wnętrza komórki, w powiązaniu z akty wnością kanału potasowego plazmalemmy. Autorzy ci 
przypuszczają, że światło czerwone, prawdopodobnie poprzez fototransformację fitochromu, 
prowadzi do uwolnienia Ca2+ z magazynów wewnątrzkomórkowych, np. wakuol taninowych. 
To następnie powoduje aktywację kanału potasowego zależnego od wapnia. Wzrost (Ca +)c 
stymuluje również pompę protonową, a przez kanał K+ mogą także dodatkowo przenikać jony 
wapniowe z zewnątrz. Sumarycznie przedstawia to rysunek 3 [21, 22], Zgodnie z tym 
hipotetycznym modelem Ca2+ pochodziłby częściowo także ze środowiska, tak jak pokazały 
to wcześniej omawiane eksperymenty z 4  Ca2+.
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Innymi argumentami przemawiającymi za zaangażowaniem wapnia są doświadczenia 
wskazujące na udział kalmoduliny w procesie reorientacji chloroplastu [17, 50]. Inhibitory 
CM, trifluoroperazyna (TFP) i W-7 wyraźnie hamują rotację [50]. Aktywacja tego białka 
zachodzi tylko przy odpowiednio podwyższonym poziomie (Ca +)c. Kompleks CM-Ca może

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

aktywować odpowiednie enzymy [23 ]. Na przykład kalmodulina wyizolowana z Mesotaenium  
stymulowała aktywność fosfodiesterazy z mózgu wołu, a efekt ten był znoszony przez TFP 
[17].

Mimo dużej liczby prac kwestia roli wapnia i przede wszystkim źródeł jego pochodzenia 
nadal nie jest ostatecznie rozstrzygnięta. Niejasna pozostaje droga od fitochromu do mobili
zacji Ca + ze źródeł wewnątrzkomórkowych. Doświadczenia z jonami Li+ -  inhibitor fosfa
tazy 1-fosforanu inozytolu w cyklu fosforanów inozytoli [3] -  wskazują, że być może tak jak 
w pewnych komórkach zwierzęcych, uwalnianie Ca + z przestrzeni wewnątrzkomórkowych 
(głównie ER) zachodzi za pośrednictwem polifosforanów inozytoli [43].

Haupt sformułował problemy wymagające wyjaśnienia w całym łańcuchu reakcji od 
bodźca świetlnego do rotacji chloroplastu Mougeotia [11]:

1) w jaki sposób aktywność Ca2+jest kontrolowana przez Pfr?,
2 ) na jakiej drodze ruch chloroplastu jest indukowany przez fotoreceptor światła niebie

skiego?,
3) Czy układ mechanochemiczny jest kontrolowany przez kompleks wapń/kalmodulina? 

W jaki sposób zachodzi interakcja aktyna-miozyna?
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Lemna trisulca

W gatunkach wrażliwych na światło niebieskie mechanizm ruchu chloroplastów poznany 
został znacznie słabiej. Dotychczas ukazały się na ten temat tylko dwie prace [41,52]. 
Obecność jonów Ca2+ w środowisku była konieczna do wyindukowania zmiany położenia 
chloroplastów w komórkach Eremosphaera viridis. Poza tym zastosowanie jonoforu, przy 
obecności Ca2+ w medium, wywoływało reakcję ruchową w ciemności, czyli przy braku 
naturalnego agonisty [52]. W kolejnych eksperymentach badano wpływ ciągłego i impulso
wego światła niebieskiego (450 nm) na ruch chloroplastów Lemna trisulca [41]. Usunięcie 
wapnia ze środowiska komórki wywoływało zaburzenia w przebiegu reakcji chloroplastów 
na światło silne, natomiast reakcja na światło słabe przebiegała normalnie. Wynik ten wska
zuje na możliwość różnego mechanizmu obu typów reakcji. Stężenie Ca2+ w tkance modyfi
kowano stosując EGTA, jonofor wapniowy A23187 i La + . Zaburzenia w przebiegu reakcji 
otrzymano dopiero po długim czasie inkubacji (12 h) w obecności EGTA lub La3+. Wskazuje 
to, że napływ jonów wapnia do komórki nie jest istotnym elementem regulacyjnym w 
mechanizmie reakcji. Jonofor stosowany w ciemności nie wywoływał reakcji chloroplastów 
w przeciwieństwie do wyników otrzymanych dla Mougeotia i Eremosphaera. Tylko warunki 
drastycznie zmieniające stężenia Ca + wewnątrz komórki (zastosowanie jonoforu w kombi
nacji z EGTA lub L a +) znacznie obniżały amplitudę reakcji na błyski światła niebieskiego. 
Jeśli zatem jony wapnia uczestniczą w regulacji odpowiedzi chloroplastów na światło, to 
pochodzą one z magazynów wewnątrzkomórkowych. Zastosowanie TFP wyraźnie znosiło 
reakcję ruchową na impuls. Wynik ten potwierdza rolę wapnia oraz ewentualny udział 
kalmoduliny w tym procesie.

RUCH CYTOPLAZMY

Badania Williamsona i Ashleya prowadzone na komórkach między węźli glonów z rodziny 
Characeae pokazały, że potencjał czynnościowy powoduje wzrost koncentracji (Ca2+)c z 
poziomu spoczynkowego 0,2-0,4 pM do 6-40 pM. Co więcej, podniesienie stężenia cytopla- 
zmatycznego wapnia wywołuje gwałtowne zahamowanie płynięcia cytoplazmy [53]. We 
włoskach pręcikowych Trade scant i a podwyższone (Ca2+)c także hamowało ruch cytoplazmy 
[5],

Na szczególną uwagę zasługują badania Allen i wsp. [1, 2] nad ruchem ziarnistości 
cytoplazmatycznych u Acetabularia. Wynika z nich, że fosforany inozytoli: IP2, IP3 , IP4  silnie 
wstrzymują ruch cytoplazmy. Podobnie transport wprowadzonej w drodze mikroiniekcji 
karboksyfluoresceiny (CF) w komórkach włosków pręcikowych Setcresea purpurea był 
wydatnie hamowany przez IP2  i IP3  [45]. Wyindukowany wskutek działania czynników 
zewnętrznych, np. hormonów, cykl fosforanów inozytoli i powstały w jego wyniku IP3  uważa 
się za wtórny przekaźnik w wielu komórkach zwierzęcych, a także roślinnych [3,7]. Stwier
dzono, że IP3  powoduje uwalnianie Ca2+ ze zbiorników wewnątrzkomórkowych, zwłaszcza 
ER [3]. W roślinach zaobserwowano podobne efekty. IP3  powodował uwalnianie Ca2+ z 
frakcji mikrosomalnej hypokotyłi dyni [7], z koleoptyli kukurydzy [28], pęcherzyków wakuo- 
lamych z korzeni owsa [34], z wakuoli u Neurospora [33]. Allen przypuszcza, że u Acetabu
laria działanie określonego czynnika zewnętrznego (np. światła) powoduje transdukcję
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bodźca i powstanie fosforanów inozytoli, w tym IP3, który jest w stanie mobilizować Ca2+ ze 
specjalnych organelli -  kalciosomów (ang. calciosome) -  rysunek 4. Wzrost poziomu jonów 
wapnia powodowałby zahamowanie ruchu cytoplazmy, prawdopodobnie na zasadzie podo
bnej jak u Nitella, czyli związania n jonów Ca2+ do kompleksu aktynomiozynowego i 
uniemożliwienia tym samym hydrolizy ATP [40]. Nadal brakuje bezpośrednich badań nad 
oddziaływaniem światła na płynięcie cytoplazmy i funkcję wapnia w tym procesie. Dla 
Vallisneria gigantea wykryto regulację poziomu (Ca2+)c przez fitochrom. Światło czerwone 
stymulowało wypływ Ca2+ z protoplastów Vallisneria, tym samym obniżało (Ca2+)c i przy
czyniało się do wzrostu ruchliwości cytoplazmy. Daleka czerwień wywoływała efekt odwrot
ny [39]. Stężenie wapnia w komórkach określano jednak pośrednio, obserwując zmiany 
absorbancji mureksydu w środowisku. Niektórzy badacze uważają, że wyniki uzyskane tą

Rys. 4. Schemat sugerujący interakcje pomiędzy metabolitami cyklu fosforanów inozytolu i Ca2+ a układem moto- 
rycznym działającym w ruchu cytoplazmy; znak oznacza inhibicję (wg [2] zmienione)
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metodą nie są całkiem wiarygodne i należy je ostrożnie interpretować [43]. Inne badania 
pokazały, że światło niebieskie pobudza ruch cytoplazmy u Vallisneria i również przyczynia 
się do wypływu Ca2+ z komórek. W komórkach, gdzie ruch cytoplazmy występował tylko na 
świetle, płynięcie cytoplazmy było także indukowane w ciemności poprzez dodanie do 
środowiska EGTA [38]. Ostatnie dane uzyskane z płynięcia cytoplazmy u Nitella flexilis 
również wykazały stymulujący wpływ światła niebieskiego na szybkość ruchu cytoplazmy. 
Efekt ten był znoszony przez DCMU, z czego autorzy wyciągnęli wniosek o zaangażowaniu 
-  w zwiększanie ruchliwości cytoplazmy -  procesu fotosyntezy. Zaproponowano hipotezę 
tłumaczącą obserwowany efekt obniżeniem (Ca2+)c na skutek pobierania jonów wapnia przez 
chloroplasty [27]. W kontekście tych wyników warto też przytoczyć rezultaty eksperymentów 
Millera i Sanders na Nitellopsis, choć nie dotyczą one bezpośrednio ruchów cytoplazmy [25]. 
Naświetlanie tego glonu powodowało spadek (Ca2+)c mierzony za pomocą mikroelektrody. 
Efekt ten był odwracaliry w ciemności. W poprzednio omawianych przypadkach światło 
wywoływało wzrost (Ca +)c. Natomiast w Nitellopsis mamy do czynienia ze zmniejszeniem 
puli cytoplazmatycznego wapnia. Podobnie jak u Nitella wykazano, że proces ten jest 
powiązany z fotosyntezą: DCMU przeciwdziałało spadkowi (Ca2+)c pod wpływem światła. 
Zdaniem autorów świadczy to o pobieraniu Ca2+ przez chloroplasty. Ta ewentualność jest 
możliwa, gdyż akumulację Ca2+ na świetle wykazano m.in. dla chloroplastów szpinaku [24].

PORÓWNANIE DZIAŁANIA WAPNIA 
W RUCHACH CHLOROPLASTÓW I CYTOPLAZMY

W odróżnieniu od Mougeotia, gdzie większość danych przemawia za tym, że ruch chloro
plastu następuje przy podniesionej koncentracji (Ca2+)c, przedstawione porównawczo wyniki 
z płynięcia cytoplazmy pokazują, że wzrost (Ca2+)c wcale nie musi stymulować określonej 
reakcji ruchowej, ale wręcz przeciwnie -  hamuje ją. Główny problem zawiera się w pytaniu: 
Jeżeli zarówno w ruchach cytoplazmy, jak i fotoindukowanym przemieszczaniu się chloro
plastów aparatem motorycznym jest układ zawierający aktynę [1,9,41], to dlaczego regulacja 
fototranslokacji chloroplastów i płynięcia cytoplazmy przez Ca + jest zupełnie różna?

PODSUMOWANIE

W omawianych pracach dotyczących płynięcia cytoplazmy i ruchu chloroplastów brak jest 
bezpośrednich dowodów na istnienie związku pomiędzy działaniem światła, a zmianami 
stężenia Ca2+. Wydaje się, że dalsze badania roli Ca2+ w fotomorfogenezie roślin powinny 
być prowadzone z zastosowaniem metod pozwalających na bezpośredni pomiar stężenia 
wapnia w komórce. Tego typu doświadczenie wykonano ostatnio w przypadku regulowanego 
przez fitochrom procesu pęcznienia protoplastów pszenicy [35]. Zastosowano specjalne sondy 
z Ca2+ i IP 3  (ang. caged probes), które po wniknięciu do komórki i fotolizie wywołanej 
impulsem światła UV uwalniały Ca2+ i IP3 . Okazało się, że w ten sposób wywołany sztuczny 
wzrost stężenia wolnego wapnia i trisfosforanu inozytolu, w warunkach ciemnościowych (!), 
stymulował pęcznienie protoplastów. Identyczny efekt otrzymano naświetlając protoplasty 
światłem czerwonym. Pęcznienie poprzedzone było przejściowym wzrostem stężenia Ca2+ 
wewnątrz protoplastu, co wykazano stosując wskaźnik fluorescencyjny Fluo-3. Taki wynik 
wskazuje na udział Ca2+ i IP3  w przekazywaniu sygnału świetlnego w komórkach roślinnych.
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MECHANIZMY INDUKOWANYCH ŚWIATŁEM 
RUCHÓW CHLOROPLASTÓW

MECHANISMS OF LIGHT-INDUCED CHLOROPLAST MOVEMENTS

Przemysław MALEC 

Instytut Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego, Uniwersytet Jagielloński, Kraków

Streszczenie. Układ białek kurczliwych aktyny i miozyny odgrywa kluczową rolę w indukowanych światłem ruchach 
chloroplastów. Aktyna roślinna wykazuje wysoki stopień homologii z aktyną komórek zwierzęcych. Miozyny roślinne 
przejawiają znaczne zróżnicowanie międzygatunkowe pod względem budowy molekularnej. W artykule omówiono 
wyniki prac nad mechanizmem ruchu chloroplastów w komórkach roślinnych. Przedstawiono również dane św iad
czące o wpływie światła na architekturę cytoszkieletu aktynowego u roślin oraz współczesne poglądy na regulację 
roślinnego układu 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 światłem ruchy chloroplastów mają charakter przystosowania roślin do zmie
niających się warunków oświetlenia w środowisku. Ich konsekwencją są zmiany położenia 
chloroplastów wewnątrz komórki roślinnej zależne od kierunku, natężenia oraz składu spe
ktralnego padającego światła. Wyróżnić można dwa typy odpowiedzi chloroplastów na 
światło. Pierwszy może być skorelowany z natężeniami oświetlenia poniżej punktu wysycenia 
fotosyntezy i jest związany z przyjmowaniem przez chloroplasty położenia umożliwiającego 
absorpcję jak największych ilości energii (ang. low fluence rate response, LFR). Drugi typ 
odpowiedzi występuje w zakresie natężeń światła powyżej fotosyntetycznego punktu wysy
cenia. W warunkach takich chloroplasty przyjmują pozycję zapewniającą minimalizację 
absorbowanej energii świetlnej (ang. high fluence rate response, HFR), co wiąże się prawdo
podobnie z ochroną aparatu fotosyntetycznego przed uszkodzeniem [78, 87].
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Zmiana orientacji lub rozmieszczenia chloroplastów może być realizowana na różne 
sposoby, zależnie od gatunku rośliny, a także ilości i kształtu organelli. Szczegółowe infor
macje na ten temat zawarte są w licznych artykułach przeglądowych [18, 20, 21, 76, 78].

Począwszy od klasycznej monografii Senna indukowane światłem ruchy chloroplastów 
stały się przedmiotem zainteresowania przede wszystkim fotobiologii [76,78,85]. Stwierdzo
no, że w przeważającej większości przebadanych gatunków roślin kluczową rolę w genero
waniu reakcji ruchowej chloroplastów odgrywa światło niebieskie, a widma działania zarówno 
LFR, jak i HFR pokrywają się z tzw. widmem kryptochromowym związanym prawdopodob
nie z chromoforami flawinowymi [85, 8 6 ]. W nielicznych przypadkach (glony Mougeotia i 
Mesotaenium, paproć Adiantum capillus veneris) odpowiedź LFR może być wywołana przez 
światło czerwone o długości fali ok. 660 nm. Przeprowadzone badania potwierdziły zaanga
żowanie fitochromu jako fotoreceptora w tym procesie [80]. W indukcji HFR chloroplastów 
tych gatunków postuluje się udział fitochromu i kryptochromu [20]. Doświadczenia z zasto
sowaniem światła spolaryzowanego, jak również badania strukturalne dowiodły, że cząsteczki 
fotoreceptora zlokalizowane są w peryferyjnej warstwie cytoplazmy, w pobliżu błony komór
kowej i wykazują orientację dichroiczną [19, 8 6 ].

Na podstawie wyników otrzymanych przy zastosowaniu techniki mikrowiązek świetlnych 
stwierdzono, że reakcje orientacyjne chloroplastów zależą od gradientu absorpcji aktywnego 
fizjologicznie światła w komórce [20,78]. Według przyjętej hipotezy powoduje on powstanie 
przestrzennego zróżnicowania stężeń fotoproduktów będących elementami łańcucha transdu- 
kcji i amplifikacji sygnału [78].

Nagromadzone wyniki wskazują, że układ białek kurczliwych: aktyny i miozyny pehii rolę 
aparatu ruchowego (efektora) w reakcjach chloroplastów na światło. Jednak ze względu na 
znaczne trudności metodyczne (obecność ściany komórkowej, wysoka aktywność proteolity
czna w tkankach roślinnych, bardzo mała zawartość miozyny w cytoplazmie komórki roślin
nej) [71] dopiero ostatnie lata przyniosły więcej informacji na temat molekularnych 
mechanizmów wewnątrzkomórkowych ruchów roślinnych. W artykule niniejszym przedsta
wiono niektóre, istotne z punktu widzenia fizjologii ruchów chloroplastów, dane na temat 
struktury i lokalizacji układu aktomiozynowego w komórkach roślinnych oraz przegląd 
literatury dotyczącej mechanizmu wspomnianych wyżej ruchów wewnątrzkomórkowych, jak 
również współczesne poglądy na temat regulacji aktywności ruchowej na poziomie moleku
larnym.

2. STRUKTURA AKTYNY I MIOZYNY ROŚLINNEJ 
ORAZ ICH LOKALIZACJA W KOMÓRCE

Aktyna stanowi 4-6%  masy białek zawartych w komórce roślinnej [42], Wykazuje ona 
wysoki stopień hoinologii z aktyną komórek zwierzęcych [41,71]. Obecnie zidentyfikowano 
i sklonowano geny kodujące aktynę kilku gatunków roślin [41], Stwierdzono występowanie 
wielogenowych rodzin oraz obecność izofonn, także w obrębie jednego gatunku [10, 45, 51, 
62]. Duże molekularne podobieństwo do aktyny zwierzęcej umożliwia jej identyfikację w 
ekstraktach białkowych z komórek roślinnych metodami immunochemicznymi [16] (tab. 1 ). 
Jak wykazały badania przy użyciu znakowanej fluorescencyjnie falloidyny, aktyna tworzy w 
komórce roślinnej uporządkowany cytoszkielet [9, 65, 71]. Komórki olbrzymie Characeae
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Gatunek rośliny Masa aktyny Autorzy

Lycopersicon esculentum 42 kDa Vahey et al. [74]
Glycine max 45 kDa Shah et al. [62]
Heracleum sosnowskyi 42 kDa Turkina et al. [73]
Pisum sativum 43 kDa Ma i Yen [42]
Petunia hybrida 43 kDa McLean et al. [45]
Phaseolus vulgaris 45 kDa Hanstein et al. [16]
Mougeotia scalaris 45 kDa Grolig et al. [12]

zawierają wiązki filamentów aktynowych ułożone w ektoplazmie równolegle do długiej osi 
komórki [28]. Podobne struktury występują również w łagiewkach pyłkowych oraz włoskach 
epidennalnych roślin wyższych [52,53]. W komórkach epidermy i miękiszu wyróżnić można 
filamenty kortykalne (ułożone podbłonowo i równolegle do osi długiej komórki) oraz krótsze 
wiązki filamentów tworzących skomplikowaną architekturę cytoszkieletu wewnętrznego 
[50]. Obecność filamentów aktynowych wykazano również w pasmach cytoplazmy przecho
dzących przez wakuolę (ang. transvacuolar strands) [41]. Jak dotąd nie zidentyfikowano w 
komórkach roślinnych białek analogicznych do białek wiążących aktynę występujących w 
komórkach zwierzęcych [71]. Pojedyncze dane wskazują na obecność białek podobnych do 
troponiny-T [40] oraz spektryny [42].

Miozyna roślinna została po raz pierwszy wyizolowana w latach siedemdziesiątych z glonu
Nitella flexilis [29]. Oczyszczone preparaty otrzymano z pomidora [74], szpinaku [47] i grochu

[42]. Wykazywały one zdolność 
TABELA 1. Wartości masy cząsteczkowej niektórych aktyn wiązania aktyny i hydrolizy ATP 

roślinnych . . , . . .
in vitro. Badania utrudniają nie
zwykle małe ilości miozyny w ko
mórkach roślinnych. Dlatego też 
bardzo niewiele wiadomo na temat 
budowy tego białka. Nie zostały 
dotąd zidentyfikowane geny kodu
jące miozynę u roślin [67]. N ie
liczne wyniki (tab. 2 ), oparte 
głównie na badaniach metodami 
immunochemicznymi, świadczą o 

dużym zróżnicowaniu międzygatunkowym. Masa cząsteczkowa łańcucha ciężkiego miozyn 
roślinnych waha się od ok. 100 kDa (Chara, pomidor) do ok. 200 kDa (Arabidopsis, szpinak). 
Dane wskazują na obecność zarówno białek o budowie analogicznej do znanych z komórek 
zwierzęcych miozyn zawierających dwa łańcuchy ciężkie w cząsteczce (miozyna II) [81 ] oraz 
podobnych do opisanych w komórkach Acanthoamoeba castellani [1,36] i kosmkach jelito
wych [46] miozyn jednołańcuchowych (miozyna I) [55]. W glonach Chara i Ernodesmis 
stwierdzono równoczesne występowanie dwóch łańcuchów ciężkich o różnej masie cząstecz
kowej [12,39]. Nietypowe wartości masy łańcucha ciężkiego (groch, fasola, pszenica) świa
dczą o możliwości występowania również miozyn o odmiennej budowie [8 ]. W 
przeciwieństwie do cytoszkieletu aktynowego lokalizacja miozyny w komórkach roślinnych 
znana jest dużo słabiej. Chociaż w dwóch wypadkach wykazano in vitro zdolność miozyn 
roślinnych do tworzenia filamentów o długości 0,2-0,4 firn [42,47], nie stwierdzono wystę
powania filamentów miozynowych in vivo. Wiele interesujących wyników przyniosło od
krycie krzyżowej reaktywności miozyn roślinnych z niektórymi poli- i monoklonalnymi 
przeciwciałami skierowanymi przeciwko całym cząsteczkom lub określonym determinantom 
miozyn zwierzęcych [49,82]. Stosując metody immunofluorescencyjne stwierdzono obecność 
miozyny w aktywnie poruszającej się endoplazmie komórek olbrzymich Characeae [12,58]. 
Swoista fluorescencja lokalizowała się zarówno na powierzchni ziarnistości endoplazmatycz- 
nych, jak i przemieszczających się pasm endoplazmy. Nie wykazano tam natomiast aktyny 
[12]. Nehez i wsp. oczyścili i scharakteryzowali miozynę zwiazaną z chloroplastami liści 
szpinaku, oceniając jej zawartość na 1 ,6 - 2 ,0 % całkowitej masy białek w izolowanej frakcji 
chloroplastów [47]. Heslop-Harrison i Heslop-Harrison zidentyfikowali miozynę związaną z
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powierzchnią organelli (amyloplasty, jądra wegetatywne) izolowanych z łagiewek pyłkowych 
kilku gatunków traw, za pomocą poliklonalnej surowicy skierowanej przeciw miozynie 
wołowej [22], Na powierzchni izolowanych chloroplastów zielenicy Ernodesmis verticil lata , 
które in vivo poruszają się w endoplazmie, również stwierdzono występowanie specyficznej 
immunofluorescencji [39].

TABELA 2. Masa cząsteczkowa podjednostek niektórych miozyn roślinnych

Gatunek rośliny Masa łańcucha ciężkiego Masa łańcuchów lekkich Autorzy

Nitella flexilis 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 200 i 110 kDa - Grolig et al. [12]
Spinacea oleracea 200 kDa 20 kDa N ehezet al. [47]
Pisum sativum 170 kDa 17 i 14 kDa Ma i Yen [42]
Arabidopsis thaliana 200 kDa - Qiao et al. [58]
Phaseolus vulgaris 170 kDa -
Triticum aestivum 170 kDa -

Em odesm is verticillata 220 kDa i 85 kDa - LaClaire [39]
Chara corralina - 18 kDa McCurdy i Harmon [43]

3. ROLA UKŁADU AKTOMIOZYNOWEGO 
W INDUKOWANYCH ŚWIATŁEM RUCHACH CHLOROPLASTÓW

Dokładniejsze badania aparatu ruchowego zostały przeprowadzone głównie na dwóch 
glonach Vaucheria sessilis i Mougeotia scalaris oraz komórkach protonemy paproci Adiantum  
capillus veneris.

W glonie Vaucheria występuje wielopasmowy przepływ cytoplazmy, a chloroplasty 
poruszają się równolegle do długiej osi komórki razem z innymi organellami [5]. Komórki 
nieoświetlone wykazują obecność równoległych pasm w ektoplazmie, wzdłuż których poru
szają się organelle. Dekoracja fragmentami SI miozyny mięśniowej królika ujawniła, że 
pasma te są wiązkami filamentów aktynowych [78]. Cytochalazyna B odwracalnie hamuje 
przepływ cytoplazmy przez zaburzenie struktury filamentów [6 ]. Punktowe oświetlenie 
światłem niebieskim o natężeniu nie wyższym niż 400 mW/m 2  powoduje agregację chloro
plastów w oświetlonym rejonie komórki [5]. Badania z zastosowaniem mikroskopii inter
ferencyjnej wykazały, że pod działaniem światła niebieskiego ektoplazmatyczne wiązki 
filamentów aktynowych ulegają destabilizacji i rozgałęzianiu w kierunku wnętrza komórki. 
Ostatecznie formuje się gęsta sieć cienkich wiązek mikrofilamentów, w której chloroplasty są 
unieruchamiane. Wyłączenie oświetlenia lub zwiększenie jego natężenia powyżej 400 
mW/m 2  powoduje po czasie ok. 10 min destabilizację powstałej sieci aktynowej, odtworzenie 
wiązek mikrofilamentów w ektoplazmie i przywrócenie pierwotnego ruchu organelli. Zatem 
światło pełni w tym układzie rolę czynnika zmieniającego architekturę cytoszkieletu aktyno
wego [6 ].
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Glon Mougeotia ma płytkowaty chloroplast wykazujący rotację wewnątrz komórki 
wywoływaną przez światło czerwone i niebieskie [15, 18]. Ruch ten może być odwracalnie 
hamowany cytochalazyną B i nieodwracalnie przez inhibitor grup sullhydrylowych N-etylo- 
maleimid [80]. Filamenty aktynowe Mougeotia zostały po raz pierwszy zidentyfikowane w 
ekstraktach komórkowych oraz rozgniatanych protoplastach przy zastosowaniu dekoracji 
ciężką meromiozyną [14]. Mikroskopia elektronowa, a także barwienie znakowaną fluore
scencyjnie falloidyną ujawniły obecność filamentów aktynowych w podbłonowej warstwie 
cytoplazmy, zlokalizowanych głównie wzdłuż krawędzi chloroplastu Mougeotia. Brak jednak 
jakichkolwiek danych na temat miozyny [11,13]. Według obecnie przyjętej hipotezy zmiana 
położenia chloroplastu Mougeotia może być kontrolowana zarówno przez interakcję akty
na/miozyna, jak i poprzez indukowaną światłem zmianę architektury cytoszkieletu aktynowe
go [11,15]. Grolig i Wagner postulują, że istotną rolę w tym procesie może odgrywać 
modulowana światłem zmiana miejsca zakotwiczenia filamentów aktynowych do błony 
komórkowej, zaś kierunek rotacji wyznaczany jest przez zwiększone prawdopodobieństwo 
interakcji krawędzi chloroplastu z mikrofilamentami kortykalnymi [11,78].

Chloroplasty w rosnących protonemach paproci Adiantum capillus-veneris wykazują w 
ciemności przypadkowe ruchy błądzące, które mogą być hamowane przez cytochalazynę B 
i N-etylomaleimid, nie są natomiast wrażliwe na kolchicynę [26]. F-aktyna była lokalizowana 
przy użyciu znakowanej fluorescencyjnie falloidyny [25,64]. Występuje ona w kortykalnej 
warstwie cytoplazmy i składa się z wiązek filamentów ułożonych równolegle do osi długiej 
komórki oraz sieci krótszych i cieńszych filamentów rozmieszczonych bezkierunkowo [26]. 
Podczas oświetlenia słabym światłem czerwonym lub niebieskim chloroplasty ustawiają się 
pod błoną komórkową prostopadle do kierunku padającego światła (LFR). Światło silne 
powoduje gromadzenie się chloroplastów w miejscach o słabszym oświetleniu (HFR) [84]. 
Reakcje te w każdym przypadku powodują zatrzymanie ruchu chloroplastów w określonej 
pozycji [78]. Kadota i Wada. wykazali, że oświetlenie komórki powoduje reorganizację 
cytoszkieletu aktynowego. Po 4-godzinnym oświetleniu spolaryzowanym światłem czerwo
nym lub niebieskim o natężeniu 20CM00 mW/m 2  autorzy ci obserwowali pierścienie uformo
wane z F-aktyny na krawędziach chloroplastów od strony błony komórkowej. Jednocześnie 
zanikały cieńsze, bezkierunkowo rozmieszczone filamenty w kortykalnej warstwie cytopla
zmy. Nie stwierdzono występowania struktur pierścieniowych bez chloroplastów. Badania z 
zastosowaniem techniki mikrowiązek świetlnych wykazały, że pierścienie aktynowe tworzą 
się po wejściu chloroplastu w oświetlony obszar komórki i zanikają, zanim chloroplast opuści 
dane miejsce po wyłączeniu światła [24]. Obserwowane reorganizacje cytoszkieletu aktyno
wego mająmiejsce również przy indukowanej światłem niebieskim odpowiedzi HFR. Autorzy 
postulują, że ruchy błądzące chloroplastów w ciemności odbywają się dzięki zlokalizowanej 
na ich powierzchni miozynie, a strukturalne zmiany w cytoszkielecie aktynowym mogą 
zatrzymywać chloroplasty i ustawiać je  w określonej pozycji [24, 25]. Ostatnie badania 
dowiodły, że w rosnących protonemach Adiantum  struktura cytoszkieletu zarówno aktyno
wego, jak i tubulamego może być łatwo modyfikowana w zależności od kierunku i natężenia, 
a także składu spektralnego padającego światła [77].

W liściach wyższych roślin wodnych Egeria densa, Elodea canadensis i Hydrilla verti- 
cillata chloroplasty biorą udział w występującym stale ruchu cytoplazmy. Witztum i Partłia- 
sarathy stwierdzili, że światło białe o natężeniu 3 W /m 2  powoduje skupianie się chloroplastów 
w biegunowych częściach komórek. Zjawisko to jest hamowane przez cytochalazynę B [83], 
Zastosowanie znakowanej fluorescencyjnie falloidyny ujawniło istnienie nieregularnej sieci

http://rcin.org.pl



92 P. MALEC

aktynowej zlokalizowanej w kortykalnej warstwie cytoplazmy, nie ulegającej istotnym zmia
nom pod wpływem oświetlenia. Autorzy ci postulują, że ruch chloroplastów warunkowany 
jest przez miozynę związaną z ich powierzchnią, a jego kierunek wyznaczają gradienty 
nieznanego bliżej fotoproduktu [83].

4. REGULACJA UKŁADU AKTOMIOZYNOWEGO 
W KOMÓRKACH ROŚLINNYCH

Regulacja aktywności ATP-azowej miozyny, jak i polimeryzacja/depolimeryzacja aktyny 
w komórkach roślinnych należą do bardzo słabo poznanych procesów [59,71]. Obserwowana 
przez wielu autorów wrażliwość wewnątrzkomórkowych ruchów roślinnych na zmiany po
ziomu wolnych jonów wapnia stała się podstawą do wysunięcia hipotez o zaangażowaniu 
białek wiążących wapń, jak np. kalmodulina, w kontroli ruchu cytoplazmy wywołanego 
uszkodzeniem mechanicznym u Ernodesmis [38,78], indukowanej światłem rotacji chloropla
stu Mougeotia [18,72,79], fototranslokacji chloroplastów roślin wyższych [6 8 ], jak również 
w procesach przepływu cytoplazmy w komórkach glonów Characeae [27] i łagiewkach 
pyłkowych [32, 33, 34, 35]. Obserwuje się hamujący wpływ wapnia na przepływ cytoplazmy 
w komórkach roślinnych [27]. Jest to zatem działanie przeciwne do poznanej wcześniej roli 
wapnia w regulacji układu aktomiozynowego mięśni zwierząt [81] oraz komórek pierwotnia
ków [30,36]. W komórkach epidenny i miękiszu Vallisneria gigantea indukowana światłem 
translokacja chloroplastów jest prawdopodobnie kontrolowana przez zmiany poziomu we
wnątrzkomórkowego wapnia. Stwierdzono, że obniżenie jego poziomu w cytoplazmie wywo
łuje efekt analogiczny do działania światła niebieskiego [6 6 ]. Odwracalna fosforylacja lekkich 
łańcuchów miozyny, katalizowana przez zależną od kalmoduliny specyficzną kinazę seryno- 
wo/treoninową (ang. myosin light chain kinase, MLCK) jest jednym z procesów kontrolują
cych nich w komórkach zwierzęcych [4, 37, 61]. Tominaga i wsp. zaproponowali model 
kontroli przepływu cytoplazmy w komórkach Characeae oparty na procesie zależnej od jonów 
wapniowych fosforylacji/defosforylacji lekkiego łańcucha miozyny endoplazmatycznej [63, 
69, 70]. W roku 1987 w komórkach soi została po raz pierwszy opisana serynowo/treoninowa 
kinaza aktywowana bezpośrednio przez jony wapniowe bez udziału kalmoduliny (ang. 
calcium dependent protein kinase, CDPK) [17]. W latach następnych wykazano jej działanie 
w komórkach licznych gatunków roślin wszystkich grup systematycznych [23,56,57], w tym 
m.in. w glonie Mougeotia scalaris [60]. Badania strukturalne przeprowadzone na łagiewkach 
pyłkowych Tradescantia virginiana, komórkach korzeniowych Allium  [57] oraz komórkach 
olbrzymich Characeae [44] dowiodły, że CDPK zlokalizowana jest wzdłuż filamentów 
F-aktyny. Depolimeryzacja aktyny poprzez działanie cytochalazyną B powodowała również 
rozpad uporządkowanej struktury CDPK [57], Stwierdzono jednocześnie brak zdolności 
CDPK do wiązania i fosforylacji oczyszczonej aktyny królika in vitro [59]. Badania bioche
miczne CDPK dowiodły obecności sekwencji homologicznych zarówno z kalmoduliną (ob
szar wiązania wapnia), jak i MLCK (region miejsca aktywnego) [59]. W roku 1992 McCurdy 
i Harmon stwierdzili, że w komórkach Chara corallina podniesienie poziomu wolnych jonów 
wapniowych powodowało fosforylację kilkunastu białek o różnej masie cząsteczkowej. 
Fosforylacja ta była hamowana przez dodanie monoklonalnych przeciwciał skierowanych 
przeciwko CDPK soi. Jeden z fosforylowanych polipeptydów o masie 18 kDa jest rozpozna-
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wany przez monoklonalne przeciwciała skierowane przeciwko lekkim łańcuchom miozyny 
kurczęcia. Jednocześnie nie stwierdzono fosforylacji łańcuchów ciężkich [43]. Wyniki te 
sugerują, że CDPK w komórkach roślinnych może działać jako analog mięśniowej kinazy 
lekkiego łańcucha miozyny oraz że prawdopodobna fosforylacja lekkich łańcuchów miozyny 
Cliaraceae powoduje spadek jej aktywności ATP-azowej i w konsekwencji zatrzymanie 
przepływu cytoplazmy [43].

Cytoszkielet aktynowy komórek roślinnych charakteryzuje się względnie wysoką dyna
miką, szczególnie w organach rosnących [71,78]. Jak dotychczas nie zostały poznane mecha
nizmy prowadzące do zmian struktury mikrofilamentów u roślin. Nieliczne wyniki wskazują, 
że proces ten może być również kontrolowany zmianami stężenia wewnątrzkomórkowego 
wapnia [71], analogicznie jak w komórkach zwierzęcych [56]. W glonie Vaucheria sessilis 
zaobserwowano lokalną hiperpolaryzację błony w oświetlonym rejonie komórki poprzedza
jącą formowanie się sieci aktynowej (zob. wyżej) [78]. W łagiewkach pyłkowych Tradescan- 
tia virginiana wykazano obecność związanych z błoną komórkową kanałów wapniowych 
regulowanych zmianami polaryzacji błony [71].

5. ZAKOŃCZENIE

Przedstawiony powyżej przegląd literatury dotyczącej roli układu aktomiozynowego jako 
systemu efektorowego w indukowanych światłem ruchach chloroplastów świadczy o postępie, 
jaki dokonuje się w ostatnich latach w tej dziedzinie badań. Jednak wiele zagadnień pozostaje 
dotychczas niewyjaśnionych, np. nie scharakteryzowano jak dotąd miozyny w żadnym z 
gatunków roślin stanowiących tradycyjny obiekt badań nad reakcjami chloroplastów na 
światło. Bardzo skąpe jeszcze informacje na temat miozyn roślinnych wskazują na duże 
zróżnicowanie międzygatunkowe tej klasy białek. Konsekwencją tego zróżnicowania może 
być występowanie wielu mechanizmów regulacji ruchu na poziomie molekularnym, analogi
cznie do komórek zwierzęcych [2, 8 , 37, 67]. W najbliższej przyszłości prowadzone będą 
zapewne badania przy zastosowaniu metod biologii molekularnej mające na celu szczegółowe 
poznanie struktury poszczególnych podjednostek miozyn roślinnych, jak również dalsze 
badania fizjologiczne dotyczące mechanizmów kontroli aparatu ruchowego odpowiedzialne
go za indukowane światłem przemieszczenia chloroplastów w komórkach glonów i roślin 
wyższych.
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RUCHY LATERALNE PODBŁONOWEJ SIECI 
AKTYNOWEJ W KOMÓRKACH RUCHLIWYCH

LATERAL MOVEMENTS OF THE SUBMEMBRANOUS ACTIN 
NETWORK IN MOTILE CELLS

Andrzej GRĘBECKI

Zakład Biologii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
Warszawa

Streszczenie. Kortykal ny cytoszkielet aktynowy ameb i ameboidalnych komórek tkankowych nieprzerwanie przesuwa 
się od ich zrelaksowanej krawędzi przedniej ku miejscom o wyższej aktywności skurczowej. Podczas migracji 
komórek obkurcza się on ku miejscom ich przyczepu do podłoża, a podczas cytokinezy ku bruździe podziałowej. 
Teoria ogólnego przepływu kortykalnego głosi, że aktyna polimeryzuje na biegunach zrelaksowanych, po czym 
przesuwa się w okolice aktywne skurczowo jako gotowa sieć filamentów. Biegunowa relaksacja jest zjawiskiem 
biomechanicznym i polega na cyklicznym odrywaniu się kolejnych warstw powstającej sieci aktynowej od błony 
plazmatycznej i ich wycofywaniu spod przedniej krawędzi komórki. Zjawisko to jest zapewne regulowane przez 
białka z rodziny gelsoliny, destabilizujące kompleks kortykalny pod kontrolą wolnych jonów Ca. Siłę napędową 
przesuwu kortykalnego cytoszkieletu przypisuje się interakcji aktyny z miozyną II w kurczących się tylnych i 
środkowych okolicach komórek oraz z miozyną I pod ich przednimi krawędziami.

Słowa kluczowe: ruchy komórkowe, korteks komórkowy, sieć 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 it is 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 II 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, które będą przedmiotem tego artykułu, są charakterystyczne dla 
komórek ameboidalnych, zarówno pierwotniaczych jak i tkankowych. Cechą wyróżniającą 
ruch amebowy jest brak narządów motorycznych o stałym składzie i stałej pozycji w komórce, 
bowiem samo wykonanie czynności ruchowej prowadzi do dezintegracji struktury, która ją

7 —  Postępy Biologii K om órki http://rcin.org.pl



98 RUCHY LATERALNE PODBŁONOWEJ SIECI AKTYNOWEJ .

spełniła. Efektor musi następnie zostać odbudowany w nowym miejscu. Budulec jest więc 
nieustannie transportowany z miejsc dezintegracji aparatu ruchowego w tyle komorki do 
miejsc jego rekonstrukcji w strefie czołowej. Prawidłowości te obserwujemy zarówno na 
poziomie makromorfologii, jak ultrastruktury i składu molekularnego komórki amebowej. 
Podstawowym jej objawem jest solifikacja żelu aktynowego i depolimeryzacja filamentów w 
wyniku skurczu, transport monomerów aktyny przez strumień cytoplazmy i ich repolime- 
ryzacja pod przednią krawędzią komórki. Komórka o tak dalece posuniętej wewnętrznej 
płynności strukturalnej nie może oczywiście przesuwać się po podłożu jako zwarty blok. Ruch 
postępowy całości wymaga bowiem także przemieszczania się względem siebie poszczegól
nych warstw cytoplazmy. Podstawowe znaczenie mają ruchy warstwy kortykalnej, a zwłasz
cza wchodzącej w jej skład podbłonowej sieci aktynowej.

RUCHY PODBŁONOWEJ WARSTWY KURCZLIWEJ U AMEB

Cytoszkielet ameb jest zbudowany z trójwymiarowej sieci aktynowej. Sieć ta tworzy pod 
błoną warstewkę przejrzystego żelu o grubości ok. 1 pm, pozbawioną organelli i zwaną 
hialoplazmą. Głębsze warstwy ektoplazmy, zwane granuloplazmą, są także żelem związanym 
z siecią podbłonową, ale obfitują w organelle widoczne jako ziarnistości w mikroskopie 
świetlnym. Ziarnistości ektoplazmy są więc naturalnymi znacznikami, które pozwalają śledzić 
przyżyciowo ruchy podbłonowego cytoszkieletu aktynowego.

W klasycznej literaturze żel ektoplazmatyczny opisywano jako cylinder o nieruchomych 
ścianach bocznych. Wyjątkiem miały być tylko dwa z pozoru różne i niezależne zjawiska 
ruchowe, jedno w zamkniętym tylnym końcu cylindra, a drugie u jego otwartego końca 
przedniego. W wycofującej się tylnej krawędzi komórki cała ektoplazma siłą rzeczy posuwa 
się zgodnie z kierunkiem lokomocji. W przodzie natomiast ektoplazma może odsuwać się 
ruchem wstecznym od krawędzi przedniej (pod którą jest stale wytwarzana z napływającej 
endoplazmy wskutek żelifikacji aktyny, tzn. jej polimeryzacji i sieciowania filamentów). W 
strefie czołowej obserwujemy więc trójwymiarową pętlę ruchu, utworzoną przez napływ 
endoplazmy środkiem oraz odpływ materiału wzdłuż ścian w postaci ektoplazmatycznego 
żelu. Cała figura przypomina swą postacią fontannę i jest nazywana ruchem fontannowym.

Prowadzone przez nas filmowe analizy ruchu ziarnistości ektoplazmatycznych u ameb 
rozmaicie przyczepionych do podłoża oraz pozbawionych przyczepu [38-40] zaprzeczyły 
tradycyjnym wyobrażeniom o stacjonamości korteksu wzdłuż ścian cylindra. Ameba zawie
szona w środowisku oczywiście nie może się przemieszczać, skoro pozbawiona jest kontaktu 
ze stałym podłożem. Mimo to cytoszkieletalny motor w jej wnętrzu nadal pracuje, aczkolwiek 
"na jałowym biegu". Endoplazma, jak zwykle, płynie środkiem do przodu, natomiast żel 
ektoplazmatyczny cofa się w tych warunkach aż do samego tyłu ameby (rys. 1 A). Ruch 
fontannowy nie ogranicza się więc teraz do strefy przedniej, lecz ogarnia całą komórkę. Profile 
prędkości ogólnego wstecznego przesuwu obserwowanego pod błoną dowodzą równomiernej 
aktywności skurczowej całego korteksu, poza krawędzią czołową.

Ten pierwotny wzorzec mchu kortykalnego, właściwy dla ameb w zawiesinie, ulega 
zmianie, gdy nawiążą one kontakt z podłożem i podejmą ruch migracyjny. Amoeba proteus i 
ameby pokrewne tworzą zwykle przyczepy do podłoża pomiędzy przednimi a środkowymi 
okolicami swojej dolnej powierzchni. Wówczas peryferyjna warstwa cytoplazmy obkurcza
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się od obu wolnych końców komórki, przedniego i tylnego, ku miejscom przyczepu (rys. 1 

B). Także w tym wypadku analiza prędkości wskazuje, że ten dośrodkowy przesuw jest 
wynikiem jednorodnego skurczu całej warstwy kortykalnej. Zatem, ruch postępowy ektopla- 
zmy w tylnej części ameby oraz jej wsteczny ruch z przodu w strefie fontannowej wcale nie 
są dwoma niezależnymi zjawiskami. Są to zaś tylko dwa lokalne przejawy tego samego 
procesu -  jednolitego obkurczania się całego kortykalnego cytoszkieletu w kierunku dośrod
kowym.

Zdarza się czasem, na podłożach naturalnych zapewne o wiele częściej niż na szkle, że 
migrujące ameby przytwierdzają się na jakiś czas tylko przednim albo tylko tylnym końcem 
ciała. Wówczas podbłonowy cytoszkielet odpowiednio przemieszcza się jako całość, do 
przodu albo do tyłu (rys. 1 C, D).

Rys. 1. Rozkład kierunków i prędkości przesuwu warstwy kortykalnej (zaznaczony strzałkami odpowiedniej długo
ści) u ameb zawieszonych w środowisku wodnym (A), migrujących normalnie po podłożu z centralnie ulokowaną 
strefą adhezji (B) oraz przyczepionych do podłoża tylnym końcem ciała (C) bądź przednim (D), schemat według

Grębeckiego [43]

TEORIA OGÓLNEGO PRZEPŁYWU KORTYKALNEGO 
W KOMÓRKACH RUCHLIWYCH

Przedstawiony tu empiryczny opis zachowania się podbłonowej warstwy kurczliwej u 
ameb został później wykorzystany (wraz z pomiarami parametrów ruchu) do matematycznego 
modelowania i komputerowej symulacji dynamiki cytoszkieletu Amoeba proteus [18]. Co 
ważniejsze, obserwacje te i interpretacje weszły w skład ogólnej teorii przepływu kortykalne
go Braya i W hite’a [8 ]. Autorzy ci uogólnili znaczną liczbę wcześniejszych danych wskazu
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jących, że wielu funkcjom ruchowym rozmaitych komórek towarzyszy wsteczny transport 
struktur bogatych w cytoszkieletalną aktynę. Zaświadczyły o tym także nowsze obserwacje, 
szczególnie obfite w ostatnich paru latach.

Rozliczne wypustki tworzone przez czołowe lamellipodia pełznących fibroblastów regu
larnie zsuwają się do tyłu. Zachowują się tak zarówno pofałdowania powierzchni (ruffles) 
wraz ze swą aktynową wyściółką [ 1 ], jak i mikrokolce (microspikes) zawierające osiową 
wiązkę filamentów aktynowych [57]. Poza podbłonowymi strukturami aktynowymi wstecz
nemu transportowi podlegają również włókna naprężeniowe (stressfibres) w głębi cytoplazmy 
[27]. Ogólnie fibroblast, który rozpłaszcza się na podłożu, a następnie migruje, nieprzerwanie 
wytwarza aktynowy cytoszkielet na swym obwodzie, pod krawędzią posuwającą się po 
podłożu, po czym powstające struktury aktynowe wciąż się zsuwają ku środkowym okolicom 
komórki [16, 19, 8 6 ]. W polimorfonukleamych leukocytach oraz w limfocytach przesuwają 
się stopniowo ku tyłowi takie elementy konturu, jak wypustki wysuwane przez przednie 
krawędzie tych komórek oraz pierścieniowe przewężenia ciała komórkowego [49, 50, 64], 
Stały ruch dośrodkowy różnych struktur zawierających aktynę obserwowano także w płytkach 
krwi [6 ] i w stożkach wzrostu neuronów [7, 20, 54].

Na przedstawionym dalej (rys. 2) schemacie koncepcji ogólnego przepływu kortykalnego 
zaznaczono podbłonową warstwę cytoszkieletu aktynowego, ośrodki jej relaksacji, kierunki 
jej przesunięć, błonę plazmatyczną oraz receptory powierzchniowe. W nieaktywnej kulistej 
komórce pozostającej w stanie zawiesiny (rys. 2 A) wszystkie te struktury są nieruchome i 
rozmieszczone równomiernie. Jeśli jednak w jakimś punkcie korteksu pojawi się relaksacja 
(rys. 2 B), warstwa kurczliwa zacznie się przesuwać do przeciwległego bieguna, a wraz z nią 
skupią się wokół niego receptory powierzchniowe. Takie biegunowe przemieszczenia recep
torów (ang. capping) obserwuje się u wszystkich komórek ruchliwych, tkankowych i pierwot- 
niaczych. Współczesny stan wiedzy i poglądy na mechanizm przesuwania się na powierzchni 
komórek składników błony plazmatycznej i receptorów przedstawiałem niedawno w innym 
artykule [43].

Ruch cytoszkieletu, wraz z towarzyszącym mu ruchem receptorów, przebiega podobnie, 
jeśli w środowisku zawieszone są komórki spolaryzowane morfologicznie (rys. 2 C); podbło- 
nowa sieć aktynowa nieprzerwanie zsuwa się wzdłuż ich całej powierzchni, od zrelaksowanej 
krawędzi przedniej do tylnego krańca. Gdy zaś taka komórka nawiąże kontakt z podłożem, 
jej kortykalny cytoszkielet obkurcza się do miejsc adhezji wytworzonych na jej spodniej 
powierzchni (rys. 2 D). Wpływ przyczepu komórki do podłoża na charakter przemieszczeń 
jej korteksu jest więc w ogólnym modelu Braya i W hite’a identyczny z opisanym przez nas 
wcześniej zachowaniem się peryferyjnej warstwy kurczliwej u ameb (por. rys. 1 A, B z rys. 2 
C, D).

Bray i White [8 ] stosują swoją teorię również do przemieszczeń warstw kortykalnych w 
czasie podziału komórkowego. Wychodzą z założenia, że cytokineza zaczyna się od wytwo
rzenia dwóch przeciwstawnych biegunów relaksacji (rys. 2 E). Nie jest to zgodne z poglądem, 
że zapoczątkowuje ją  skurcz równikowy [46, 74]. Inicjacja cytokinezy przez biegunową 
relaksację jednak również zawsze miała i nadal ma zwolenników [3, 22, 102]. Można 
spodziewać się w takim razie, że kortykalna sieć aktynowa powinna zsuwać się z obydwóch 
biegunów w kierunku równika (rys. 2 F). Wynikająca stąd akumulacja aktyny na równiku 
prowadzi do powstania tam pierścienia kurczliwego, a w następstwie bruzdy podziałowej (rys. 
2G) .
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Rys. 2. Schemat teorii Braya i W hite’a [8] według Grębeckiego [43]: zaznaczono błonę komórkową (cm), rozmie
szczenie sieci aktynowej (an) i receptorów powierzchniowych (sr) w komórce swobodnie zawieszonej i niespola- 

ryzowanej (A) oraz przesuwanie się tych struktur (strzałki) w następstwie biegunowej relaksacji (RP) komórki 
niezróżnicowanej (B), spolaryzowanej morfologicznie (C), migrującej po podłożu (D) i dzielącej się (E-G )

Taki charakter ruchu podbłonowego cytoszkieletu w komórkach podziałowych zapewne 
oznacza, że sieć mikrofilamentów jest wytwarzana w drodze polimeryzacji aktyny na biegu
nach i przenoszona do równika jako struktura już uformowana. Niedawno istotnie wykazano, 
że filamenty fluorescencyjnie oznakowane w późnej metafazie, wędrują w anafazie w kierun
ku powstającej bruzdy podziałowej drogą kortykalną [11,12]. Teoria przepływu kortykalnego 
przeciwstawia się więc poglądowi, że polimeryzacja aktyny zachodzi na miejscu, tam gdzie 
powstaje siła napędowa. Głosi ona, że cytoszkielet nie jest budowany w miejscu skurczu, ale 
w zrelaksowanych okolicach dzielących się komórek, podobnie jak w strefie czołowej 
migrującej ameby.

BIEGUNOWA RELAKSACJA KOMPLEKSU KORTYKALNEGO

Kluczową przesłanką koncepcji przepływu kortykalnego według Braya i W hite’a [8 ] jest 
więc stwierdzenie, że aktywność skurczowa peryferyjnej sieci aktynowej nie jest rozłożona 
wzdłuż obwodu komórki równomiernie, lecz biegunowo. Powstałe stąd różnice naprężeń w
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warstwie kortykalnej powodują jej przesunięcia pod powierzchnią błony, od bieguna zrela
ksowanego do okolic o wyższej efektywności skurczu. Podobnie według Spudicha [81], 
asymetria skurczu w kortykalnej sieci aktynowej Dictyostelium, a zwłaszcza jej relaksacja w 
czole pełznącej komórki, wywołuje wsteczny przesuw całej podbłonowej warstwy kurczliwej. 
Koncepcje te wysuwane przez Braya i W hite’a [8 ] oraz Spudicha [81], a następnie poparte 
przez Vasilieva [96], bez wątpienia opierają się na tej samej zasadzie relaksacji przedniej 
krawędzi komórki, która już wcześniej była wykryta u ameb.

Idea biegunowości skurczu i relaksacji u pełznącej ameby jest bardzo stara, a różne jej 
warianty stanowiły o istocie głównych hipotez objaśniających mechanizm ruchu amebowego. 
Tak więc klasyczna teoria zakładała, że skurcz jest zlokalizowany w tylnym biegunie komórki 
[28, 6 6 ], a ogromnie kontrowersyjna inna hipoteza głosiła, że w przednim [2 ]; według 
współczesnej teorii ogólnego skurczu kortykalnego należy zaś mówić o biegunowej relaksacji 
bieguna przedniego [33, 36, 37, 84]. Ciągły skurcz całej podbłonowej sieci aktynowej wzdłuż 
tylnych i bocznych krawędzi ciała ameby utrzymuje wysokie wewnętrzne ciśnienie hydrosta
tyczne. Jednak sama przednia krawędź wykazuje objawy miejscowej funkcjonalnej relaksacji. 
Wynikły stąd spadek ciśnienia w strefie czołowej powoduje przepływ endoplazmy w tym 
właśnie kierunku. Lokalizacja i rozległość ośrodka relaksacji w czole ameby kontroluje więc 
zarówno kierunek, jak i tempo ruchu tej komórki.

Funkcjonalne znaczenie tej lokalnej relaksacji w przedniej strefie ameby poznano wcześ
niej niż jej strukturalne i molekularne podłoże. Pierwsze przyczyniły się do tego badania 
Korohody [58, 61, 62], który pokazał, że punktowe oddziaływanie anestetyków na korteks 

"kurczliwy prowadzi do wytworzenia nowej nibynóżki w miejscu przez nie zrelaksowanym. Z 
kolei w naszych doświadczeniach zastosowaliśmy w charakterze bodźców skurcżowycLalbo 
relaksujących, miejscowe naświetlanie albo zacienianie wybranych sektorów na powierzchni 
'amebyl35735]70kazaIo się, że naświetlenie samego przodu komórki hamuje jej ruch, a jego 
~zaćienienie pobudza lokomocję- Odwrotnie jest po przyłożeniu takich samych bodźców do 
jakiegokolwiek innego obszaru w korteksie -  tam warunki skurczowe przyspieszają migrację 
komórki, rozkurczowe zaś ją  zwalniają. Oznacza to, że cała warstwa kortykalna Amoeba 
proteus znajduje się w stanie ciągłego skurczu z wyjątkiem strefy czołowej, która jest 
zrelaksowana. W związku z tym należało spodziewać się w komórce ameby wstecznego 
przesuwu podbłonowej sieci aktynowej od zrelaksowanego frontu w stronę kurczących się 
środkowych i tylnych okolic ciała komórkowego, co jak już wyżej mówiliśmy, istotnie udało 
się nam niebawem wykazać [38].

Tak więc, zgodnie z założeniami teorii przepływu kortykalnego, ogólny skurcz podbłono
wej sieci aktynowej powoduje jej ciągłe wycofywanie spod zrelaksowanej przedniej krawędzi 
komórki. Nie wydaje się jednak, aby była to relaksacja w biochemicznym sensie tego słowa. 
Raczej ma ona biomechaniczny charakter. Trudno bowiem byłoby pogodzić intensywny ruch 
cytoszkieletu w przodzie pełznących komórek, w strefie fontannowej ameb i w lamellipodiach 
fibroblastów, z relaksacją samego napędu aktomiozynowego. Można tam raczej spodziewać 
się upośledzenia transmisji wytwarzanej siły napędowej. Świadczy o tym lokalny brak 
sprzężenia pomiędzy ruchem cytoszkieletu, który usuwa się do tyłu, gdy reszta cytoplazmy i 
błona plazmatyczna płyną do przodu.
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ROZRYWANIE ZWIĄZKU CYTOSZKIELETU Z BŁONĄ 
W STREFIE CZOŁOWEJ AMEB I INNYCH KOMÓREK 

RUCHLIWYCH

Transmisją siły mechanicznej pomiędzy korteksem kurczliwym Amoeba proteus a jej 
błoną eksperymentalnie przerywaliśmy w określonym miej scu wstrzykując między te warstwy 
mikrokrople oleju parafinowego [31, 56]. U niektórych osobników tego samego gatunku 
ameb obserwowaliśmy także spontaniczne, lokalne rozepchnięcie obu warstw przez fuzjujące 
wakuole [32,56]. W obydwóch sytuacjach, w miejscach mechanicznego rozerwania kontaktu 
między cytoszkieletem a błoną, natychmiast powstawały nowe strefy czołowe, co pośrednio 
potwierdza przypuszczenie o biomechanicznym charakterze relaksacji przedniej krawędzi 
komórki.

Badania ultrastrukturalne prowadzone ponad 10 lat temu jednocześnie w naszej pracowni 
i w Bonn [34, 82, 100] wykazały, że w wierzchołkach wiodących nibynóżek normalnie 
poruszających się ameb, kortykalna sieć aktynowa rzeczywiście nie przylega do błony, ale 
jest od niej o kilka [tm odsunięta. Przestrzeń tę wypełnia przejrzysta hialoplazma wolna od 
struktur, które zostały odfiltrowane przez głębiej położoną sieć aktynową. Sieć ta zatem, 
pozbawiona w czole ameby mechanicznego związku z błoną, może się wycofywać nie 
pociągając za sobą innych struktur.

W ostatnich paru latach magnetyczna rejestracja i cyfrowe wzmacnianie obrazu pozwoliły 
nam wykazać, że separacja cytoszkieletu od błony plazmatycznej w przedniej krawędzi 
migrujących ameb nie jest stanem ciągłym, lecz zjawiskiem powtarzającym się cyklicznie. U 
ameb poddanych łagodnemu szokowi cieplnemu [45, 59] oraz podczas ruchu normalnego i 
endocytozy [41,42] kolejne warstwy sieci aktynowej odrywają się mniej więcej co 2 sekundy 
od przedniej krawędzi i wycofują się z prędkością kilku fim/s. Napływająca endoplazma jest 
tłoczona przez wytworzone w ten sposób sito aktynowe i jako odfiltrowana przejrzysta 
hialoplazma wypełnia przestrzeń między cytoszkieletem a błoną, co powoduje ekspansję czoła 
ameby (rys. 3 A I). Wykazano już wcześniej metodami fluorescencyjnymi, że monomery 
aktyny przenikają przez taki filtr, po czym repolimeryzują pod błoną [26, 83] (rys 3 A II). 
Korteks, odtworzony w ten sposób pod przednią krawędzią, natychmiast odrywa się od niej 
ponownie (rys. 3 A II-III), a czoło ameby wykonuje następny "krok" do przodu (rys. 3 A 
III—V). Czynniki relaksujące faworyzują odrywanie się warstwy kurczliwej spod błony i 
dlatego w sterowaniu ruchem amebowym funkcjonują jako bodźce dodatnie. Gdy zaś w strefie 
czołowej sieć aktynowa od błony się nie oderwie (rys. 3 B I-III), to jej nieustanny przesuw 
wsteczny pociągnie za sobą przednią krawędź (rys. 3 B III—V) i spowoduje wycofanie 
dotychczas rosnącej nibynóżki [41].

Taki mechanizm relaksacji tłumaczy więc z jednej strony ruch cytoplazmy i błony plazma
tycznej (a w konsekwencji całej ameby) do przodu, a zarazem przesuwanie się wewnątrz 
komórki jej podbłonowego cytoszkieletu aktynowego do tyłu.

Zjawisko niewątpliwie bardzo podobne do wycofywania kolejnych warstw kurczliwych 
w strefie czołowej ameb, zostało już wcześniej wykryte u fibroblastów przez Heatha [52]. W 
trakcie rozpłaszczania się i lokomocji tych komórek, pod górną powierzchnią ich lamelli 
przesuwają się jeden za drugim do tyłu koncentryczne łuki złożone ze skondensowanej sieci 
aktynowej. Ruch ich jest skoordynowany z ruchami receptorów na zewnętrznej powierzchni 
błony komórkowej. Podobne łuki aktynowe pojawiają się także w keratynocytach, aczkolwiek
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Rys. 3. Kolejne stadia cyklu odklejania się kortykalnej warstwy kurczliwej spod błony komórkowej i jej odbudo
wy w przodzie rosnącej nibynóżki Amoeba proteus (A) oraz wycofanie się tejże nibynóżki w razie ustabilizowania 

związku błony z cytoszkieletem (B), według Grębeckiego [41]
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poruszają sie one wstecznie tylko w stosunku do krawędzi tych komórek, ale nie względem 
podłoża [91 ]. W fibroblastach łuki aktynowe wycofują się z prędkością 0,1-0,2 pm/s, tj. 10-50 
razy wolniej niż w strefach czołowych ameb swobodnie żyjących. Rzecz jednak znamienna, 
że wymiary i prędkości migracji ameby i fibroblastu różnią się o taki właśnie rząd wielkości.

Pomimo tych różnic pomiędzy amebami, fibroblastami i keratynocytami, ogólny obraz 
wstecznego przesuwania się podbłonowej warstwy aktynowej wzdłuż peryferii komórki 
przedstawiony w teorii Braya i W hite’a [8] należy uzupełnić rytmicznym wycofywaniem 
kolejnych jej słojów spod przednich krawędzi migrujących komórek.

REGULACJA DYNAMIKI KOMPLEKSU KORTYKALNEGO 
W PRZEDNIEJ KRAWĘDZI KOMÓREK AMEBOIDALNYCH

Cykliczne uwalnianie kurczliwych warstw kortykalnych spod przedniej krawędzi komó
rek ameboidalnych jest prawdopodobnie związane z miej scowym wzrostem stężenia wolnych 
jonów wapnia. Wskazywało na to już nawet znacznie wcześniejsze odkrycie, że aktynowy żel 
ameb ulega solifikacji w mikromolamych stężeniach wolnego Ca, zarówno in vitro, jak i we 
wnętrzu komórki [88, 90]. Ekworyna, naturalny luminofor świecący w obecności jonów 
wapnia, wykazuje pulsacje ich stężenia w strefie czołowej migrującej ameby Chaos caroli- 
nensis [89]. Oceniono, że rozbłyski ekworyny następują co \-A  s [104], co odpowiada 
częstotliwości odklejania kolejnych warstw aktynowych spod błony komórkowej obserwo
wanej przez nas u tego samego gatunku ameb [41]. Wydaje się więc, że wapń jest inicjatorem 
serii zjawisk, które prowadzą najpierw do osłabienia lub rozerwania kontaktu cytoszkieletu 
z błoną, a następnie do jego wycofania w głąb komórki.

Przypuszczenie to znajduje pośrednie poparcie w badaniach różnych komórek w trakcie 
reagowania na bodźce. Dodatnia reakcja chemotaktyczna ameb Dictyostelium  na cAMP 
wydaje się skorelowana ze wzrostem poziomu wolnego wapnia w nibynóżkach orientujących 
ś ię ^ S tfonęTródła bodźca [23, 77, 101]. Wewnątrzkomórkowe gradienty Ca ulegają przej
ściowym modyfikacjom także u Amoeba proteus w trakcie zmian kierunku ruchu tej ameby 
[29]. Wzrost zewnętrznego stężenia jonów wapnia przy przedniej krawędzi epiteliocytów 
pobudza aktywność ich lamellipodiów [85], a wzrost ich wewnętrznego stężenia wykazywano 
w czołowych strefach leukocytów w toku fagocytozy [76] i chemotaksji [94] oraz u fibrobla- 
stów poddanych działaniu pola elektrycznego [69].

Wapń pełni tylko funkcję sygnałową w kontroli stabilności kompleksu kortykalnego w 
przednich krawędziach komórek ruchliwych. Periodyczne ustanawianie i osłabianie związku 
sieci aktynowej z błoną plazmatyczną zależy bezpośrednio od aktywności niektórych białek 
związanych z aktyną, przede wszystkim profiliny i gelsoliny. Profilina jest szeroko rozpo
wszechniona w wielu tkankach organizmów wyższych, a spośród niższych jest znana u ameb 
-  Acanthamoeba castellanii [75] i Amoeba proteus [80], amebowego stadium Dictyostelium  
discoideum [51] oraz u śluzowca Physarum polycephalum  [70]. Profilina łączy się z mono
merami aktyny w kompleks zwany profilaktyną, niezdolny do polimeryzacji [95], regulując 
w ten sposób odbudowę filamentów pod błoną. Gelsolina i białka jej pokrewne wiążą się 
wzdłuż filamentów aktyny i rozcinają je  degradując strukturę sieci aktynowej. Ta funkcja 
gelsoliny zależy właśnie od wzrostu stężenia wolnych jonów wapnia.
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Gelsolina wraz z profiliną jest głównym regulatorem dynamiki podbłonowej sieci akty
nowej u makrofagów w trakcie ich reakcji na bodźce i ruchu [47]. Dodatni bodziec zewnętrzny 
uwalnia jony Ca z rezerw w peryferyjnych warstwach cytoplazmy makrofaga. Gelsolina 
reaguje wówczas z filamentami i rozcina je na krótsze odcinki. Osłabienie lub zniszczenie 
struktury sieci aktynowej na pobudzonym obszarze korteksu komórkowego wywołuje ode
rwanie się warstwy kurczliwej od błony plazmatycznej. Prowadzi to ostatecznie do wysunięcia 
nibynóżki w kierunku źródła bodźca. Najnowsze badania wskazują, że w leukocytach poli- 
morfonukleamych gelsoliny brakuje w ustabilizowanej sieci aktynowej tworzącej cytoszkielet 
kortykalny, obfituje zaś w nią labilna pula aktyny endoplazmatycznej [99]. Można więc sobie 
wyobrazić bogaty w gelsolinę strumień endoplazmy napływający do stref czołowych komórek 
ruchliwych i powodujący tam miejscową dezintegrację związku cytoszkieletu z błoną plazma- 
tyczną [44].

Gelsolina jest rozpowszechniona w wielu rodzajach komórek tkankowych. Dwa inne 
białka blisko z nią spokrewnione pod względem budowy i właściwości wyizolowano ze 
śluzowców bezkomórkowych i komórkowych: fragminę z Physarum [48, 55] oraz Sewerynę 
z Dictyostelium  [10]. Nie sprawdzono do tej pory obecności białek z rodziny gelsoliny u ameb 
właściwych. Jesójednak znamienne, że iniekcja fragminy otrzymanej z Physarum pod błonę 
Amoeba proteus powoduje miejscowe oderwanie się warstwy kurczliwej i jej wycofanie spod 
błony, a w następstwie utworzenie nowego czoła lokomocji [25]. Sugeruje to, że być może, 
także u wielkich ameb słodkowodnych białka z rodziny gelsoliny degradują strukturę sieci 
aktynowej w strefach czołowych, umożliwiając w ten sposób zarówno przepływ cytoplazmy 
i ruch przedniej krawędzi komórki do przodu, jak i zsuwanie się podbłonowego cytoszkieletu 
do tyłu.

POGLĄDY NA CHARAKTER NAPĘDU 
LATERALNYCH RUCHÓW CYTOSZKIELETU PODBŁONOWEGO

Współcześnie spotyka się dwa objaśnienia wstecznego odpływu aktyny spod przedniej 
krawędzi komórek ruchliwych. Jedno z nich opiera się na samym sposobie polimeryzacji 
aktyny pod błoną komórkową, drugie zaś na interakcji aktyny z miozynami.

Dwadzieścia lat temu zauważono u Acanthamoeba [72], a później u fibroblastów [79], że 
kortykalne filamenty aktynowe są ustawione prostopadle do błony i zwrócone ku niej "broda
tymi" końcami (ang. barbed ends), które są odpowiedzialne za przyłączanie następnych 
monomerów, a zatem za przyrost filamentu. Filament przyrasta więc przez interkalację 
nowych podjednostek pomiędzy końcami brodatymi a błoną. Jednocześnie na przeciwległym 
jego końcu, "zaostrzonym" (pointed end) przeważa dysocjacja aktyny do cytoplazmy. Zatem, 
nawet jeśli oba te procesy są zrównoważone i długość filamentu się nie zmienia, wszystkie 
uprzednio wbudowane podjednostki muszą odsuwać się od błony ku wnętrzu komórki w miarę 
przyłączania nowych monomerów.

Zjawisko to, zwane po angielsku treadmilling, bywa uważane za przyczynę wstecznego 
mchu kortykalnej aktyny w lamellipodiach fibroblastów i szczytach nibynóżek ameb. Stwier
dzono istotnie, że fluorescencyjnie oznakowane monomery aktynowe po iniekcji do wnętrza 
fibroblastu i wbudowaniu w cytoszkielet przedniej krawędzi lamellipodium zaczynają prze
suwać się do tyłu [98]. Prędkość ich wędrówki jest jednak dziesięciokrotnie niższa od
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wycofywania się łuków aktynowych pod powierzchnią lamelli [53]. Oceniano również siłę 
wytwarzaną przez treadmilling, a okazała się ona także o jeden rząd wielkości niższa niż 
potrzebna dla wywołania deformacji błony komórkowej [14].

Jeżeli treadmilling miałby być właściwą przyczyną obserwowanych wstecznych ruchów 
cytoszkieletu w korteksie fibroblastu, to inkorporacja nowych podjednostek aktyny powinna 
zachodzić tylko pod przednią krawędzią lamellipodium, a dysocjacja monomerów tylko u 
jego nasady. Stwierdzono, że istotnie polimeryzacja jest ograniczona do bardzo wąskiej strefy 
przedniej [68, 87]. Depolimeryzacja zachodzi jednak równomiernie w całym lamellipodium 
fibroblastów i keratynocytów, co zapewne oznacza, że filamenty aktynowe są krótkie, a ich 
orientacja względem błony przypadkowa [91, 92]. Rzeczywiście, filamenty aktynowe wcale 
nie muszą przylegać do błony jednym końcem, ale równie często są z nią połączone lateralnie 
zarówno u ameb [30, 82], jak i w komórkach Metazoa [93].

Wszystkie te obiekcje przemawiają przeciwko przypisaniu zjawisku treadmilling roli 
motoru napędzającego wsteczny ruch podbłonowego cytoszkieletu. Polimeryzacja aktyny 
pod przednią krawędzią pełznącej komórki zapewne nie jest źródłem energii dla wycofywania 
korteksu, ale tylko kompensuje spowodowane nim ubytki materiału kurczliwego. Natomiast 
za źródło siły napędowej przeważna część autorów uważa skurcz sieci aktynowej wywołany 
jej interakcją z miozyną [14, 20, 21, 44, 53, 67, 73, 81, 91].

Zgadzając się zasadniczo z takim poglądem trzeba jednak liczyć się z faktem, że w 
niemięśniowych komórkach ruchliwych rozmieszczenie klasycznej dwugłówkowej miozyny 
II nie pokrywa się ściśle z topografią ruchów. Ruch wsteczny kortykalnej warstwy aktynowej 
zaczyna się z przodu od samej krawędzi komórki, gdzie brakuje miozyny II. U Amoeba proteus 
filamenty miozynowe występują w tyle ciała i w wycofywanych nibynóżkach, natomiast w 
okolicach przednich miozyny II nie daje się wykryć ani w mikroskopie elektronowym w 
formie grubych filamentów [82], ani metodami immunocytochemicznymi [9, 83]. Dokładnie 
takie samo rozmieszczenie miozyny II stwierdzano u Acanthamoeba [5,103] i u Dictyostelium  
[23, 105]. W fibroblastach miozynę II znajduje się w wycofywanej części ogonowej, wzdłuż 
ścian bocznych i w lamelli, ale nie w lamellipodiach [15].

Siłę motoryczną napędzającą ruch cytoszkieletu w strefach czołowych, gdzie nie ma 
miozyny II, przypisuje się obecnie najczęściej interakcji aktyny z innymi miozynami, ogólnie 
znanymi jako miozyna I występująca w kilku izoformach (zwanych też miozynami niekonwe
ncjonalnymi). Wykryli je 20 lat temu u Acanthamoeba Pollard i Kom [72]. Wkrótce potem 
znaleziono je u Dictyostelium, a obecnie znane są w tkankach kręgowców, owadów, u glonów 
i drożdży (por. [13, 60, 73]).

Miozyny I nie tworzą filamentów i są jednogłówkowe. Mają więc nie dwa, ale tylko jedno 
miejsce dynamicznego wiązania z aktyną zdolne do przesuwania się wzdłuż jej filamentów. 
Często jednak miozyny I zawierają ponadto inne miejsce wiązania aktyny mogące przyłączać 
się statycznie do innego filamentu, zawsze zaś trzecie miejsce kotwiczące miozynę do 
wewnętrznej powierzchni błony. Dzięki temu cząsteczki miozyny I in vitro mogą ślizgać się 
wzdłuż filamentów aktynowych [78], spinać je w sieć [65], a także wywoływać przesuwanie 
się filamentów aktyny wzdłuż błon albo nawzajem względem siebie [106].

Spudich [81] i Pollard [73] sugerują w związku z tym kilka sposobów napędzania mchu 
cytoszkieletu i błon przez miozyny I w żywych komórkach. Najważniejszym z nich wydaje 
się wywoyłwanie ślizgania się filamentów aktynowych po wewnętrznej powierzchni błony 
(lub odwrotnie, przesuwanie struktur błonowych wzdłuż filamentów). Jest wielce znamienne, 
że w komórkach ameboidalnych, gdzie miozyna II występuje w okolicach tylnych i środko
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wych, miozyna I jest rozmieszczona w strefach przednich. Ten właśnie rozkład obu miozyn 
został opisany u Dictyostelium [24], u Acanthamoeba [5, 103] oraz w fibroblastach [15, 97]. 
Interakcja aktyny z miozyną I wydaje się więc najbardziej prawdopodobnym rozwiązaniem 
zagadkowej kwestii, jaki motor porusza sieć aktynową pod przednią krawędzią wędrującej 
komórki.

Taki podział miejsc i ról miozyny II i miozyny I w niemięśniowej komórce ruchliwej 
znajduje piękne potwierdzenie w badaniach mutanta Dictyostelium, który zawiera miozynę I, 
ale jest pozbawiony miozyny II. W związku z tym może on wytwarzać nibynóżki w przodzie 
ciała i dokonywać fagocytozy [17], ale nie może przenosić receptorów powierzchniowych do 
tyłu komórki [71], a jego wyizolowany cytoszkielet jest niezdolny do skurczu w obecności 
Mg i ATP [63].
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RUCHY WEWNĄTRZKOMÓRKOWE 
GRANUL BARWNIKOWYCH 

W CHROMATOFORACH I KOMÓRKACH 
MELANOMA

INTRACELLULAR MOVEMENT OF PIGMENT GRANULES 
IN CHROMATHOPHORES AND MELANOMA CELLS

Marta MICHALIK

Zakład Biologii Komórki, Instytut Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego Uniwersytetu
Jagiellońskiego, Kraków

Streszczenie: Jednym z częściej wykorzystywanych modeli do badań ruchów wewnątrzkomórkowych są chromato- 
fory, szczególnie ze skóry ryb i płazów, oraz komórki melanoma. W artykule przedstawiono wyniki prac prowadzo
nych w celu wyjaśnienia molekularnych mechanizmów transportu granul barwnikowych w chromatoforach i 
modelowych układach bezkomórkowych. Opisano aktualny stan wiedzy na temat identyfikacji kinezyn i dynein 
cytoplazmatycznych w chromatoforach orazokreśleniaich udziału w transporcie wewnątrzkomórkowym. Omówiono 
także prace zmierzające do zbadania roli cAMP i jonów wapniowych w regulacji transportu ziarnistości 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 o f 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.

WSTĘP

Chromatofory, czyli komórki barwnikowe, są komórkami pochodzenia ektodermalnego 
występującymi powszechnie w skórze właściwej kręgowców, w otrzewnej, oponach mózgo
wo-rdzeniowych, w ścianie gałki ocznej. Zawierają one w cytoplazmie ziarenka różnych 
barwników (granule barwnikowe). Skupianie lub rozpraszanie tych ziarenek wywołuje zmianę 
barwy lub jej natężenia. Zależnie od rodzaju barwnika obecnego w komórce dzielimy 
chromatofory na: melanofory zawierające brązowy barwnik -  melaninę, erytrofory -  czerwo
ny barwnik i ksantofory z żółtym barwnikiem. Erytrofory i ksantofory noszą wspólną nazwę 
lipoforów, gdyż zawarte w nich pigmenty rozpuszczają się w rozpuszczalnikach organicznych 
[36,46].

8 —  Postępy Biologii K om órki http://rcin.org.pl



114 M. MICHALIK

Narządem szczególnie obfitującym w różne typy chromatoforów jest skóra niższych 
kręgowców, zwłaszcza wielu ryb i płazów. Barwa skóry tych zwierząt jest wynikiem 
kombinacji stanów skupienia i rozproszenia ziarenek barwnikowych (chromatosomów) w 
różnych typach chromatoforów oraz ich rozmieszczenia przestrzennego. Zmiana zabarwienia 
skóry zachodzi pod wpływem różnych bodźców: światła, temperatury, dotyku itp. Chromato- 
fory mogą by kontrolowane przez nerwy lub hormony.

CHROMATOFORY JAKO MODEL 
W BADANIACH RUCHÓW WEWNĄTRZKOMÓRKOWYCH

Chromatofory są wygodnym modelem do badania ruchów wewnątrzkomórkowych z kilku 
powodów:

a) Komórki te, szczególnie ze skóry płazów i łusek ryb, są łatwe do izolacji i hodowli in 
vitro, nawet w temperaturze pokojowej [18,24,46,60].

b) Stosując odpowiednie detergenty można z komórek barwnikowych otrzymać modele 
komórkowe o perforowanej błonie komórkowej, zawierające nienaruszony układ cytoszkie- 
letu i białek kurczliwych. W takich modelach ziarenka barwnikowe przemieszczają się 
podobnie jak w nietkniętych komórkach. Znacznie łatwiej można w nich analizować mecha
nizm ruchów wewnątrzkomórkowych, wprowadzając różne inhibitory, metabolity, prze
ciwciała, niezdolne do przechodzenia przez nieuszkodzoną błonę żywej komórki 
[31,32,41,47,54].

c) Granule barwnikowe przemieszczają się w komórce w dwu przeciwnych kierunkach: 
gdy transport ziarenek barwnika zachodzi ku obrzeżom wypustek komórki, powoduje roz
proszenie barwnika, a gdy transport ziarenek barwnika odbywa się ku ciału komórki, powo
duje agregację w nim barwnika [9,36,44,46].

d) Ruchy granul barwnikowych odbywają się z dużą szybkością, od 3 do 8 jam/s i mogą 
być powtarzane wielokrotnie w szybkim następstwie czasu po sobie [31,45,47].

e) Ruchy granul barwnikowych in vivo są pod kontrolą nerwową i hormonalną, a jak 
wykazano w badaniach in vitro, mogą być regulowane przez szereg związków chemicznych. 
Epinefryna np. wywołuje agregację, a kofeina dyspersję barwnika w izolowanych komórkach 
[31,45].

Komórki barwnikowe były od dawna przedmiotem zainteresowania wielu badaczy, którzy 
starali się wyjaśnić mechanizm wewnątrzkomórkowych ruchów w komórkach zwierzęcych.

Badania nad transportem granul barwnikowych w chromatoforach prowadzone były w 
kilku aspektach. Dotyczyły one:

1) opisu ruchu granul barwnikowych i identyfikacji składników cytoszkieletu, które 
zaangażowane są w tym transporcie;

2) wyjaśnienia mechanizmów regulacji ruchów dośrodkowych i odśrodkowych w komór
kach chromatoforów;

3) określenia charakteru oddziaływań między cytoszkieletem a granulami barwnikowymi 
oraz w jaki sposób energia chemiczna jest przemieniana na energię kinetyczną konieczną do 
ruchu tych organelli.

Badania ruchów granul barwnikowych prowadzone były różnymi, stale udoskonalanymi 
metodami, począwszy od obserwacji w mikroskopie kontrastowo-fazowym, poprzez filmo
wanie poklatkowe w mikroskopie Nomarskiego, a od połowy lat osiemdziesiątych 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 pozwoliło na 
identyfikację elementów cytoszkieletu związanych z przemieszczaniem ziarenek barwni
kowych i wykrycie białek odpowiedzialnych za ten ruch oraz białek regulatorowych 
[2,24,34,37,39,52].

RUCHY GRANUL BARWNIKOWYCH

Przemieszczanie się granul barwnikowych w chromatoforach obserwowano już w latach 
trzydziestych. Matthews [30] stwierdził, że zmiany zabarwienia w skórze ryb związane są z 
wewnątrzkomórkowym ruchem tysięcy granul barwnikowych w melanoforach skóry. Rozjaś
nienie, a nawet zanik barwy, jest wynikiem skupiania się ziarenek barwnika w ciałach 
komórek, natomiast równomierne rozproszenie granul barwnikowych w całej cytoplazmie 
melanoforów wywołuje lub nasila określoną barwę. Autor ten zasugerował, że chromatofory 
mogą być doskonałym obiektem do badań ruchów w cytoplazmie komórki.

Dopiero 30 lat później, niezależnie w kilku pracowniach, rozpoczęto badania mechanizmu 
ruchu ziarnistości barwnikowych w chromatoforach. Posłużono się metodą fotometrii całych 
komórek. Wykazano, że komórki te zawierają bardzo liczne mikrotubule, wzdłuż których 
odbywa się ruch ziarnistości barwnikowych [7,16,27,28,66]. Zastosowanie do badań czynni
ków, które powodują depolimeryzację mikrotubul, takich jak: kolchicyna, winblastyna, ozię
bianie lub podwyższone ciśnienie hydrostatyczne, potwierdziło udział mikrotubul w ruchu 
granul barwnikowych. Rozbicie mikrotubul w chromatoforach powodowało zanik ruchu 
granul barwnikowych, usunięcie zaś czynnika uszkadzającego mikrotubule umożliwiało 
repolimeryzację mikrotubul i przywracało równocześnie zdolność ruchu ziarenek barwniko
wych [6,34,50,66].

Jakkolwiek w różnych pracowniach uzyskano zgodne wyniki, że granule barwnikowe są 
zasocjowane z mikrotubulami, to otrzymano rozbieżne rezultaty badań gęstości i rozmiesz
czenia mikrotubul w chromatoforach w stanie dyspersji i agregacji barwnika. Murphy i Tilney 
wykazali, że liczba i rozmieszczenie mikrotubul są takie same w komórkach, w których 
barwnik jest rozproszony, jak w komórkach z barwnikiem zagregowanym w środku chroma- 
toforu [34]. Natomiast Schliwa i wsp. obserwowali zmiany liczby mikrotubul w zależności od 
rozmieszczenia ziarenek barwnika w komórce [44,49,51,52]. W melanoforach Pterophyllum 
scalare w stanie rozproszenia barwnika w cytoplazmie komórki liczba mikrotubul wynosiła 
ok. 2400. Wraz z agregacją barwnika we wnętrzu komórki liczba mikrotubul malała do ok. 
1000. Część mikrotubul ulegała depolimeryzacji [52].

Rozmieszczenie mikrotubul w chromatoforach jest bardzo charakterystyczne. Związane 
jest ono z ich tworzeniem się, które rozpoczyna się od aparatu centralnego w środku komórki 
(MTOC -  microtubule organizing center) i postępuje ku obrzeżom komórki. Końce "+" 
mikrotubul, na których stale zachodzi ich polimeryzacja, znajdują się na peryferiach komórki, 
zaś końce na których zachodzi depolimeryzacja, są zgrupowane w ciele chromatoforu 
[10]. Strukturalnapolamość mikrotubul nadaje kierunek przenoszeniu granul barwnikowych. 
Agregacja barwnika w komórce związana jest z przesuwaniem granul od końca "+" do 
mikrotubuli, dyspersja zaś wiąże się z przemieszczaniem granul barwnikowych od końca 
do końca"+" mikrotubuli [31,39,46].
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Rys. 1. Schemat chromatoforu z ziarnistościami barwnikowymi: a) rozproszonymi, b) zagregowanymi w ciele ko
mórki

BADANIA DOTYCZĄCE REGULACJI RUCHÓW GRANUL 
BARWNIKOWYCH

W wielu pracowniach wykazano, że chromatofory reagują na szerokie spektrum neuro- 
transmiterów. W melanoforach agregacja pigmentu zachodzi w odpowiedzi na działanie 
związków, które są agonistami a-adrenergicznymi [12,29,61,65] i dopaminowymi [13]. 
Dyspersję barwnika w izolowanych chromatoforach wywołują związki, które są agonistami 
a-adrenergicznymi [33], cholinergicznymi [65] i histaminowymi [13]. Jak wykazano w 
licznych doniesieniach, w odpowiedzi komórki na działanie hormonów i neurotransmiterów 
dochodzi do zwiększenia stężenia jonów Ca2+ w cytoplazmie podstawowej. Pobudzenie przez 
hormon odpowiednich receptorów błonowych doprowadza do aktywacji fosfolipazy C i 
hydrolizy fosfatydylo-inozytolu-4,5-bisfosforanu. W wyniku tej degradacji powstają dwa 
związki o charakterze wtórnych przekaźników informacji: inozytolo-trisfosforan oraz diacyl- 
glicerol. Czynnikiem uwalniającym jony Ca2+ z wewnątrzkomórkowych, pozamitochondria- 
lnych magazynów komórki jest inozytolo-trisfosforan. Jakkolwiek do chwili obecnej 
pozostaje niewyjaśniony mechanizm tego procesu i nieznane są jakościowe zmiany stężenia 
jonów wapnia w cytoplazmie komórek barwnikowych, to udział jonów wapnia w przemiesz
czaniu się granul barwnikowych w chromatoforach wydaje się bezsporny. Luby-Phels i Porter 
wykazali (przy zastosowaniu jonoforu A 23187), że w hodowli in vitro w buforze pozbawio
nym Ca2+ erytrofory nie wykazują agregacji barwnika i że minimalne stężenie jonów Ca2+ 
wymagane do agregacj i barwnika w tych komórkach wynosi 5x 10-6 M [23]. Podobne rezultaty 
otrzymano w badaniach prowadzonych na innych chromatoforach [32,57]. Obserwacje te 
wskazują, że stężenie jonów Ca2+ w cytoplazmie odpowiedzialne jest za ukierunkowanie 
ruchu granul barwnikowych i może odgrywać znaczącą rolę w regulacji tego procesu w 
komórce. Jak wiadomo z wcześniejszych prac, jony Ca2+ jako drugi informator w układzie 
przekazywania sygnału, mogą być wiązane przez kalmodulinę, która przechodząc w formę 
aktywną stymuluje CaM-Ca-zależne kinazy białkowe bądź fosfatazy fosfoproteinowe.

http://rcin.org.pl



RUCHY W EW NĄTRZKOMÓRKOW E GRANUL BARWNIKOWYCH 117

Thaler i Haimo wykazali, że agregacja barwnika w melanoforach wymaga aktywności 
fosfatazowej [60]. Agregacja barwnika, ale nie jego dyspersja, była hamowana przez kwas 
okadainowy w stężeniu wymaganym do zahamowania aktywności fosfatazowej kalcineuryny. 
Zależna od jonów wapnia i kalmoduliny fosfataza, zwana kalcineuryną, jest endogenną 
fosfatazą pośredniczącą w agregacji barwnika w melanoforach. Obecność kalcineuryny w 
melanoforach wykazano metodą immunofluorescencyjną [60]. Wykazano również, że zaha
mowanie aktywności fosfatazowej kalcineuryny przez swoiste przeciwciała powodowało 
zahamowanie agregacji barwnika w poddanych lizie modelach chromatoforów [59,60], nato
miast dodanie egzogennej kalcineuryny (izolowanej z mózgu wołowego) wzmagało agregację 
barwnika w tych komórkach [60]. Agregację barwnika w żywych melanoforach hamowano 
również antagonistami kalmoduliny TFP (trifluoperazyną), CZM (kalmidizolium), W-7 (N- 
6-aminoheksyl-l-naftalenosulfonamidem) [60]. Zarówno aktywacja, jak i inhibicja kalcineu
ryny nie miały natomiast wpływu na dyspersję barwnika [59,60].

Niezależnie wykazano, że dyspersja barwnika w melanoforach jest zależna od cAMP [14], 
a dodanie egzogennego cAMP do hodowli melanoforów indukuje dyspersję barwnika [41]. 
Doniesiono także, że hormon przysadkowy MSH (melanocyte stimulating hormone), który 
podwyższa poziom cytoplazmatycznego cAMP, stymuluje dyspersję barwników w melano
forach [17]. Również teofilina, która podwyższa wewnątrzkomórkowe stężenie cAMP, po
wodowała dyspersję barwnika w chromatoforach, natomiast MCH (melanin concentrating 
hormone) i noradrenalina, które obniżają wewnątrzkomórkowe stężenie cAMP, wywoływały 
agregację barwnika w melanoforach [58]. Chociaż udowodniono udział cAMP w regulacji 
procesu dyspersji barwnika w chromatoforach, niewyjaśniony pozostawał mechanizm tej 
regulacji. Można było przypuszczać, że cAMP wywiera swój efekt poprzez aktywację cAMP- 
zależnej kinazy białkowej odpowiedzialnej za fosforylację białka, które pełni rolę w regulacji 
przemieszczania ziarenek barwnika. Lynch i wsp. [24,25] potwierdzili to przypuszczenie 
wykazując, że w ksantoforach cAMP indukuje dyspersję barwnika poprzez fosforylację, z 
udziałem kinazy białkowej, polipeptydu o masie 57 kDa. Struktura tego polipeptydu pozostaje 
nieznana. Być może jest to podjednostka kompleksu przenośnikowego, białko regulatorowe 
lub autofosforylowana podjednostka kinazy białkowej [47]. Na modelach melanoforów 
wykazano, że białko inhibitorowe kinazy białkowej A wstrzymuje dyspersję barwnika [42]. 
Przedstawione wyniki badań wskazują, że dyspersja barwnika w chromatoforach jest zależna 
od cAMP, natomiast agregacja barwnika wymaga udziału jonów Ca2+. Sugerowano zatem, 
że istnieją dwie drogi regulacji ruchu granul barwnikowych, stymulowane przez odrębne 
receptory błonowe, np. a r  i a 2-adrenoreceptory [4,21], Wewnątrzkomórkowe procesy zależ
ne od a r  i a 2-adrenoreceptorów są odmienne. Pobudzenie a r adrenoreceptora powoduje 
podniesienie wewnątrzkomórkowego stężenia jonów Ca2+, natomiast pobudzenie oc2-adre- 
noreceptora obniża poziom c AMP [11].

Thaler i Haimo [61] zastosowali szereg związków, które są agonistami lub antagonistami 
receptorów a r  i a 2-adrenergicznych, aby sprawdzić, jak pobudzenie tylko jednego z 
receptorów wpływa na przemieszczanie barwnika w melanoforach (rys. 2). W komórkach z 
rozproszonym barwnikiem, w których zablokowano receptory a r adrenergiczne antagonistą 
(prazosin), agregacja barwnika była prawie zupełnie zahamowana zarówno po stymulacji 
ocj-agonistą (PHE, MOX), jak i a 2-agonistą (CLO, TL-99). Podobnie zablokowanie a 2-adre- 
noreceptorów całkowicie hamowało agregację barwnika, nawet po stymulacji komórek ocr  
agonistą. Stąd wniosek autorów, że pobudzenie tylko jednego z adrenoreceptorów, a zatem 
zmiana stężenia tylko jednego z przenośników informacji (jonów Ca2+ lub cAMP), jest
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Rys. 2. Model adrenergicznej regulacji ruchu granul barwnikowych w melanoforach, rysunek wg [61] zmodyfiko
wany: R ,,R 2 -  receptory adrenergiczne a ( i o^, CaM -  kalmodulina, CN -  kalcineuryna, R2C2 -  fosfokinaza 

A (R -  podjednostka regulatorowa, C -  podjednostka katalityczna ), t  -  zwiększenie, i  -  zmniejszenie aktywności
lub stężenia

niewystarczająca do wywołania agregacji barwnika, a maksymalna agregacja zachodzi w 
melanoforach tylko przy równoczesnym obniżeniu poziomu cAMP i podwyższeniu stężenia 
jonów Ca + w cytoplazmie. Współdziałanie obu przenośników drugiego rzędu jest zatem 
konieczne do regulacji ruchów granul barwnikowych. Autorzy ci zaproponowali model
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adrenergicznej regulacji ruchu granul barwnikowych w melanoforach, który schematycznie 
przedstawiony jest na rysunku 2.

BADANIA DOTYCZĄCE MECHANIZMU RUCHÓW GRANUL 
BARWNIKOWYCH

Rozdział i Haimo [41,42] podjęli próbę wyjaśnienia, czy mechanizm dwukierunkowego 
ruchu granul barwnikowych jest taki sam w obie strony, czy też agregacja i dyspersja barwnika 
aktywowane i regulowane są w odmienny sposób. Wykazali, że agregacja i dyspersja barwnika 
w melanoforach zachodzą tylko w obecności ATP, ale mają różne zapotrzebowanie na ATP. 
Agregacja barwnika może być zapoczątkowana w niższym stężeniu ATP (1 fiM) niż dyspersja 
(40 pM). W dodatku agregację można wywołać nawet przez dodanie ADP, natomiast 
dyspersję barwnika można wywołać trifosforowym analogiem ATP - ATPyS. Steams i Ochs 
[57] podali, że inne niż ATP nukleotydo-trifosforany (CTP, ITP, GTP, UTP) mogą dostarczać 
energii do ruchów granul barwnikowych, ale inni badacze nie potwierdzają tych doniesień 
podkreślając, że do przemieszczania ziam barwnikowych wzdłuż mikrotubul konieczna jest 
hydroliza ATP z udziałem ATP-azy [9,20,32,41,46].

Postęp w wyjaśnieniu molekularnych podstaw ruchu granul barwnikowych przyszedł wraz 
z oczyszczeniem białek, które stanowią "molekularny motor" wewnątrzkomórkowych ruchów 
wzdłuż mikrotubul. Jednym z nich jest kinezyna. Białko to odkryto podczas badań nad 
transportem ziarnistości neurosekrecyjnych w aksonie kałamamicy [62], Białko to o masie 
380 kDa zawiera 4 polipeptydy: 2 łańcuchy ciężkie (Mw 124 000) i 2 łańcuchy lekkie (Mw 
64 000) [8]. Łańcuch ciężki zawiera N-końcową, globulamą domenę, w której zlokalizowane 
jest miejsce wiązania cząsteczki kinezyny do mikrotubuli [67]. Drugi koniec cząsteczki 
kinezyny może wiązać się z transportowaną cząstką (rys. 3). Kinezyna jest mechanochemiczną 
ATP-azą. Cząsteczka kinezyny może przesuwać się wzdłuż mikrotubuli, od jej k o ń c a d o  
końca "+" transportując związaną ze sobą cząstkę i wykorzystując energię uwolnioną ze 
zhydrolizowanego ATP [48,55,56]. Badania w modelowym układzie pozakomórkowym, 
prowadzone głównie na oczyszczonej kinezynie z komórek nerwowych, wykazały, że kine
zyna zaadsorbowana na powierzchni szkła lub plastyku może przesuwać związaną ze sobą 
mikrotubulę [62]. Wzdłuż mikrotubul cząsteczki kinezyny przesuwają się transportując w 
kierunku końca "+" lateksowe kulki lub częściowo oczyszczone organelle komórkowe 
[62,63,64]. Jak dotychczas nie prowadzono podobnych badań modelowych w układzie poza
komórkowym w odniesieniu do transportu ziarnistości barwnikowych. Radionov i wsp. 
wykazali udział kinezyny w ruchu granul barwnikowych w melanoforach [39]. Zastosowali 
oni poliklonalne przeciwciała przeciw łańcuchowi ciężkiemu kinezyny, które hamują zależny 
od kinezyny ruch wzdłuż mikrotubul w układzie bezkomórkowym, do badań roli kinezyny w 
transporcie granul barwnikowych w melanoforach. Wykazali, że mikroiniekcja tych przeciw
ciał do melanoforów powodowała całkowite zahamowanie dyspersji barwnika, nie wywierała 
natomiast wpływu na jego agregację. Stwierdzili więc, że transport granul barwnikowych w 
komórce w kierunku odśrodkowym odbywa się z udziałem kinezyny, zgodnie z kierunkiem 
jej przemieszczania się od końca do "+" mikrotubuli. Wykazali również, że w ruchu 
dośrodkowym ziarnistości barwnikowych nie uczestniczy kinezyna [39].

Kinezyna okazała się motorem tylko dla ruchu wzdłuż mikrotubul od końca do "+". 
Zaczęto zatem poszukiwać białek odpowiedzialnych za ruch w przeciwnym kierunku. Jedno
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KINEZYNA
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Rys. 3. Schemat budowy cząsteczki kinezyny

z białek związanych z cytoplazmatycznymi mikrotubulami, MAP1C, wykazywało zdolność 
ruchu wzdłuż mikrotubuli od jej końca "+" do Białko MAP1C o masie ok. 1000 kDa, 
złożone z kilku polipeptydów, podobnie jak kinezyna może globulamą główką wiazać się z 
mikrotubulą, a do drugiego końca cząsteczki przyłączać transportowaną granulę i przemiesz
czać ją  wzdłuż mikrotubuli w kieruku przeciwnym niż kinezyna. Do ruchu wymaga ATP. 
Białko MAP1C okazało się cytoplazmatyczną dyneiną podobpą w swej strukturze i funkcji 
do dyneiny obecnej w wiciach i rzęskach [15,26,38,43,55]. Budowę cząsteczki dyneiny 
cytoplazmatycznej przedstawiono schematycznie na rysunku 4.

Ostatnio w kilku pracowniach wykazano, że inhibitory ATPazy dyneiny (wanadian oraz 
EHNA=erytho-9-[3-(2-hydroksynonyl)]adenina) blokują agregację pigmentu w melanofo- 
rach [9,35] i erytroforach [5] oraz komórkach melanoma [37]. Potwierdza to, że dyneina bierze 
udział w transporcie granul barwnikowych zasocjowanych z mikrotubulami. Niektórzy bada
cze podważają wartość tych doświadczeń podkreślając małą specyficzność tych inhibitorów 
[53]. Obecność dyneiny w komórkach melanoma, jej lokalizację wzdłuż mikrotubul oraz jej 
udział w agregacji barwnika w komórce wykazali Ogawa i wsp. metodą barwienia immuno-

DYNEINA
miejsce wiązania 

do granuli barwnikowej
miejsce wiązania 
do mikrotubuli

41 nm

Rys. 4. Schemat budowy cząsteczki dyneiny cytoplazmatycznej
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fluorescencyjnego oraz immunoblołingu [37]. Praca ta potwierdza udział dyneiny w trans
porcie granul barwnikowych. Przytoczone rezultaty badań wskazują na udział zarówno 
kinezyny, jak i dyneiny w przemieszczaniu ziarenek barwnikowych w chromatoforach. 
Transport ziarnistości barwnikowych do wnętrza komórki, czyli agregacja odbywa się z 
udziałem dyneiny, od końca "+" do końca mikrotubuli, przemieszczanie zaś granul w 
kierunku przeciwnym, czyli dyspersja barwnika, zachodzi z udziałem kinezyny (rys. 5).

Akijama i Matsumoto [1] stwierdzili, że mikroiniekcja związanych z falloidyną antyakty- 
nowych przeciwciał do rybich komórek barwnikowych blokowała przemieszczanie się ziar
nistości barwnika. Sugeruje to zaangażowanie aktyny w wewnątrzkomórkowych ruchach 
granul barwnikowych. Późniejsze badania tych samych autorów wykazały obecność także 
miozyny w komórkach barwnikowych [2]. Obok wcześniej postulowanej translokacji ziarni
stości barwnikowych wzdłuż mikrotubul z udziałem kinezyny i dyneiny autorzy ci zasugero
wali translokację zależną od mikrofilamentów aktynowych z udziałem jednogłówkowych 
miozyn I.

Transport granul barwnikowych w chromatoforach wykazuje wiele cech wspólnych z 
transportem w aksonach neuronów, w komórkach gruczołowych i niektórych komórkach 
roślinnych. Ze względu jednak na łatwą izolację chromatoforów i dogodność obserwacji 
przemieszczania barwnych granul są one doskonałym obiektem do badań ruchów wewnątrz
komórkowych i należy sądzić, że w najbliższych latach wzrośnie liczba prac dotyczących 
ruchów granul barwnikowych w chromatoforach i komórkach melanoma.

granula
barwnikowa

dyneina

kinezyna

Rys. 5. Schemat przenoszenia granul barwnikowych wzdłuż mikrotubuli
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ZJAWISKO KONTAKTOWEGO NAPROWADZANIA 
KOMÓREK

CONTACT GUIDANCE OF CELLS 

Jarosław CZYŻ

Zakład Biologii Komórki Instytutu Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego UJ, Kraków

Streszczenie. Przedstawiono aktualnie prowadzone badania genezy, mechanizmów oraz znaczenia kontaktowego 
naprowadzania komórek. Omówiono hipotezy wyjaśniające wpływ właściwości fizycznych i chemicznych podłoża 
na morfologię i zachowanie komórek, a także przykłady roli naprowadzania przez kontakt w embriogenezie i 
morfogenezie.

Słowa kluczow e: naprowadzanie przez kontakt, ruchy komórkowe

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. WSTĘP

Budowa anatomiczna organizmu zwierzęcego jest wynikiem działania mechanizmów 
regulacyjnych, które wywołując określone reakcje komórek prowadzą do tworzenia i utrzy
mywania wyspecjalizowanych struktur wielokomórkowych. Reakcje komórek na bodźce 
określane są zarówno przez ich właściwości, związane np. ze stanem fizjologicznym, jak i 
przez jakość i natężenie sygnału. Wśród czynników działających na komórki w strukturach 
wielokomórkowych dużą rolę przypisuje się wzajemnym oddziaływaniom komórek z ich 
bezpośrednim otoczeniem. Jedną z cech mikrośrodowiska komórek in vivo jest anizotropia 
właściwości chemicznych i fizycznych, która wywoływać może zmiany morfologii i kierunku 
ruchu prawidłowych komórek zwierzęcych. Odziaływania tego typu leżą u podstaw zjawiska 
naprowadzania przez kontakt. Uważa się, iż są one szczególnie ważne w czasie embriogenezy 
i morfogenezy, gdyż mogą samodzielnie kierować procesami tworzenia i utrzymywania 
struktur właściwych organizmom wielokomórkowym [26, 27].
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D. BADANIA REAKCJI PRAWIDŁOWYCH KOMÓREK 
ZWIERZĘCYCH 

NA ANIZOTROPIĘ WŁAŚCIWOŚCI FIZYCZNYCH PODŁOŻA

Pierwsze doniesienia na temat reakcji komórek na rzeźbę podłoża pochodzą z początku 
wieku [33], jednak dopiero doświadczenia P. Weissa wykonane w latach czterdziestych i 
pięćdziesiątych wykazały powszechność tego zjawiska [57,58,59]. Zaproponował on kilka 
modeli doświadczalnych pozwalających na badanie wpływu właściwości podłoża na kształt i 
kierunek ruchu komórek. Hodując komórki w sieci włókien fibryny ze skrzepu zaobserwował, 
iż wraz ze wzrostem stopnia orientacji włókien wywołanej rozciąganiem skrzepu następuje 
polaryzacja kształtu komórek. Autor badał także zachowanie się komórek na łuskach rybich, 
których charakterystyczną cechą są zorientowane równolegle włókna kolagenu oraz na 
powierzchniach pokrytych pasmami silikonu lub mikrorowkami. We wszystkich tych do
świadczeniach obserwował zmianę kształtu komórek z wielokątnego na dwubiegunowy. 
Zjawisko to uznał za efekt działania sił porządkujących (np. włókna fibryny) [59] lub 
wydzielania przez komórki zorientowanych liniowo makrocząsteczek [56,57]. Zasugerował 
również, iż w wypadku komórek hodowanych na podłożu pokrytym mikrorowkami zachowa
nie się komórek może być wynikiem wrażliwości komórek na rzeźbę podłoża [59].

Curtis [13] hodując komórki na włóknach silikonowych obserwował ich orientowanie się 
w kierunku osi długiej włókien, nie stwierdził jednak odkładania białek na ich powierzchni. 
Na tej podstawie zasugerował, że reakcja komórek na właściwości rzeźby podłoża ma 
bezpośredni charakter.

Powyżej opisane doświadczenia wykazały wpływ właściwości mikrośrodowiska na zacho
wanie się komórek, nie doprowadziły jednak do wyjaśnienia zjawiska. Wynikało to ze 
złożoności układów doświadczalnych, która uniemożliwiała przeprowadzenie pomiarów ilo
ściowych. Postęp w badaniach nad zjawiskiem naprowadzania kontaktowego zaznaczył się w 
latach siedemdziesiątych i osiemdziesiątych wraz z rozwojem wiedzy o strukturze cytoszkie
letu oraz jego funkcjach w procesach ruchowych. Ważne było także opracowanie nowych 
technik doświadczalnych, umożliwiających rozdzielenie wpływów różnych czynników na 
komórki oraz projektowanie układów doświadczalnych o określonych parametrach 
[4,9,10,11,12,14].

Nowych danych dotyczących mechanizmu reakcji komórek na właściwości fizyczne 
podłoża dostarczyły doświadczenia Dunna i Heatha [17]. Badali oni zachowanie się komórek 
hodowanych na włóknach szklanych oraz na styku dwóch płaszczyzn nachylonych w stosunku 
do siebie pod różnym kątem. Wykazali, iż nasilenie reakcji komórek jest odwrotnie propo
rcjonalne do średnicy włókna i wprost proporcjonalne do kąta nachylenia płaszczyzn. Zaob
serwowali również przechodzenie komórek z jednej powierzchni na drugą, gdy kąt pomiędzy 
powierzchniami nie był większy niż 16 stopni. Według autorów wynika to ze sztywności 
wypustek zawierających cytoszkielet i trudności zginania struktur o charakterze włókien 
naprężeniowych. Wypustka znajdująca się w innej płaszczyźnie niż ciało komórki musiałaby 
mieć cytoszkielet, którego organizacja nie wykazywałaby ciągłości z cytoszkieletem ciała 
komórki. Jeśli kształt podłoża ogranicza w jednym z kierunków długość struktur cytoszkieletu, 
może to doprowadzić do dominacji struktur zorientowanych w innym kierunku. Spowoduje 
to zmianę polaryzacji kształtu komórki i kierunku jej ruchu [17]. •
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Dunn i Clark [9,17] uzyskali wyniki wskazujące na wpływ kąta, jaki tworzy powierzchnia, 
na której znajduje się komórka, ze ścianą przeszkody, na prawdopodobieństwo jej pokonania 
przez komórkę. Kąt wklęsły (pomiędzy niższą płaszczyzną a ścianą przeszkody) jest łatwiej 
pokonywany niż kąt wypukły (pomiędzy wyższą płaszczyzną a ścianą przeszkody). Wiązać 
się to może z koniecznością znaczniejszego zgięcia wypustki. Jednocześnie wykazano [9] 
zależność reakcji komórek od właściwości chemicznych obu płaszczyzn.

Ohara i Buck [48] zaobserwowali, że komórka ma zdolność przekraczania rowków o 
szerokości mniejszej niż jej długość. Obserwacje te były zgodne z hipotezą Dunna i Heatha 
zakładającą rolę sztywności cytoszkieletu [17]. Hipoteza ta nie tłumaczy, w jaki sposób 
komórki dopasowują swój kształt i kierunek ruchu do kierunku przebiegających pod nimi 
rowków. Według Ohary i Bucka za orientację komórek w takim układzie doświadczalnym 
odpowiedzialne są ograniczenia w tworzeniu kontaktów zogniskowanych (ang. focal con
tacts). W ich wyniku struktury utworzone wzdłuż rowków wykazują silniejszą adhezję niż 
struktury utworzone w poprzek rowków. Wywołuje to reakcję komórki polegającą na jej 
rozpłaszczeniu w kierunku równoległym do osi przeszkód.

W ostatnim czasie niektórzy autorzy podważyli wnioski Ohary i Bucka. Wykazano [20] 
że komórki mają zdolność tworzenia kontaktów zogniskowanych zarówno wewnątrz, jak i na 
zewnątrz rowków o głębokości 0,69 pm. Meyle i wsp. zaobserwowali dopasowanie kształtu 
błony komórkowej do tak płytkich rowków [45]. Także zależność reakcji komórek od 
głębokości rowków potwierdza obserwacje Meyle’a [11]. Komórki epitelialne MDCK, 
rosnące jako kolonia nie wnikają do wnętrza rowków i nie wykazują przy tym zorientowania 
migracji [10].

Brunette [5] badał zachowanie się komórek hodowanych na podłożu o podwójnym rowko
waniu. Wewnątrz większych rowków (szer. >100 pm, głęb. 92 pm) znajdowały się mniejsze 
rowki (szer. 4,7 pm) ustawione skośnie względem osi rowków większych. Komórki ustawiały 
się wzdłuż rowków mniejszych tylko wtedy, gdy brak było rowków większych. Stwierdził 
też, iż wbrew obserwacjom Dunna i Heatha lamellipodia komórek mogą ulegać znacznym 
odkształceniom. Sugerował on przypadkową (statystyczną) zdolność komórek do pokonywa
nia przeszkód wynikających z ukształtowania podłoża.

Clark i wsp. [9,10] zaobserwowali, że im większa przeszkoda, tym mniej komórek może 
ją  pokonać. Jednocześnie autorzy ci potwierdzili wcześniejsze doniesienia Brunette o zdolno
ści komórek do odkształceń lamellipodium [6]. Na podstawie uzyskanych wyników zasuge
rowali zależność reakcji komórki na rzeźbę podłoża od stopnia, w jakim przeszkoda zmienia 
prawdopodobieństwo utworzenia przez komórkę wypustki mogącej zapoczątkować ruch 
komórki w danym kierunku [9,10]. Głównym czynnikiem może być sztywność struktur 
cytoszkieletalnych postulowana m.in. przez Dunna i Heatha [9, 17] oraz dążenie komórki do 
zminimalizowania zniekształcenia cytoszkieletu.

III. WPŁYW CIĄGŁYCH I NIECIĄGŁYCH GRADIENTÓW 
ADHEZYJNOŚCI NA POLARYZACJĘ KSZTAŁTU I KIERUNKU

RUCHU KOMÓREK

Wykazanie reakcji komórek na właściwości fizyczne i chemiczne podłoża skłoniło bada
czy do opracowania układów doświadczalnych ułatwiających badanie wpływu anizotropii 
adhezyjności podłoża na zachowanie komórek.
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Carter [7] uzyskał ciągły gradient adhezyjności przez napylanie palladu na powierzchnię 
pokrytą octanem celulozy. Komórki hodowane na tak przygotowanym podłożu wędrowały od 
obszaru o mniejszej adhezyjności do obszaru o większej adhezyjności, tak jak to przewidywali 
Gustafson i Wolpert [25]. Zjawisko to Carter nazwał haptotaksją. Dunn [19], obserwując 
zachowanie komórek hodowanych na równoległych pasmach octanu celulozy i szkła zauwa
żył, że komórki wykazywały polaryzację kształtu na pojedynczym paśmie szkła o szerokości 
15 |im, jednak nie wykazywały tej reakcji na wielokrotnych pasmach o szerokości 10 pm. 
Podobne wyniki otrzymali Clark i wsp. [12] hodując komórki na pasmach o zróżnicowanej 
adhezyjności i szerokości od 4 do 50 pm. Wykazali oni stopniowy charakter reakcji komórek 
BHK na zmieniające się szerokości pasm. Komórki nie reagują na pasma o szerokości 4 pm, 
jednak wraz ze wzrostem ich szerokości reakcja komórek się nasila. Komórki epitelialne 
MDCK maksimum reakcji osiągają już przy niewielkich szerokościach pasm [12]. Na tej 
podstawie autorzy zasugerowali, że za takie zachowanie komórek odpowiedzialne są wypustki 
wysuwane ponad obszarami o małej adhezyjności. Dzięki nim komórki są w stanie pokonać 
tego typu przeszkodę, jednak wydajność takiego ruchu zależy od szerokości pasm o małej 
adhezyjności [37]. Różnice w reakcjach komórek pochodzących z różnych linii mogą być 
efektem różnej długości tworzących się wypustek. Na przykład aksony niektórych neuronów 
są w stanie pokonywać przeszkody o szerokości do 50 pm. [30]

Podstawowy mechanizm reakcji na ciągłe i nieciągłe gradienty adhezyjności jest podobny. 
W obu wypadkach może on zależeć od prawdopodobieństwa ukierunkowania przez daną 
wypustkę ruchu komórki. Jest ono mniejsze dla wypustek wysuwanych w kierunku obszarów 
o mniejszej adhezyjności. Wypustki przyczepione do tych obszarów są łatwiej wycofywane, 
a zatem trudniej im ukierunkować ruch komórki [25]. W wypadku gradientów nieciągłych 
prawdopodobieństwo to zwiększa się, jeśli wypustka wysunięta w kierunku obszaru o małej 
adhezyjności może osiągnąć pasmo dużej adhezyjności.

IV. ZACHOWANIE SIĘ KOMÓREK 
NA ŻELACH KOLAGENOWYCH I FIBRONEKTYNIE

Równolegle z badaniami zachowania się komórek na podłożach sztucznych prowadzone 
były prace mające na celu opisanie i wyjaśnienie mechanizmów rządzących zachowaniem 
komórek w warunkach naśladujących sytuację in vivo. Wśród nich na uwagę zasługują 
doświadczenia z wykorzystaniem żeli kolagenowych. Kolagen jest białkiem powszechnie 
występującym w macierzy międzykomórkowej. Określenie natury oddziaływali zachodzą
cych między tym białkiem a komórkami jest ważne dla zrozumienia mechanizmów leżących 
u podstaw wielu procesów zachodzących in vivo.

Równolegle zorientowane włókna kolagenu wywierają na komórki podobny wpływ jak 
równoległe przeszkody natury fizycznej lub chemicznej [16,18,21,34,40,56,58]. Komórki 
hodowane w takich warunkach są słabiej rozpłaszczone, bardziej spolaryzowane, często 
przybierają kształt wrzecionowaty [34]. Takie kształty komórek odzwierciedlają znaczną 
anizotropowość fizyczną i chemiczną żeli kolagenowych. Dunn i Ebenthal [18] uważają, iż 
za orientację kształtu i ruchu komórek odpowiada układ przestrzenny włókien kolagenu. Nie 
leżą one w jednej płaszczyźnie i mogą przez to powodować konieczności odkształceń 
cytoszkieletu przyczepionej do nich komórki. Autorzy ci zakładają więc wrażliwość komórek
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na anizotropię fizycznych właściwości podłoża. Zgodne to jest z wnioskami Clarka [9,10] i 
wynikami doświadczeń Heatha [34]. Według Armstronga [2] na polaryzację kształtu komórek 
zgodną z kierunkiem przebiegu włókien kolagenu może mieć wpływ kierunkowa anizotropia 
elastyczności żelu. Włókna kolagenu są znacznie bardziej odporne na działanie sił działają
cych w kierunku równoległym do osi włókna niż w kierunku prostopadłym.

Z punktu widzenia embriologii interesujące było stwierdzenie, że interakcje pomiędzy 
komórką a żelem mają charakter wzajemny, tzn. nie tylko ułożenie włókien wpływa na 
polaryzację komórki, lecz także siły wytwarzane przez komórki mogą powodować orientację 
włókien kolagenu [31,40,52]. Obserwacja ta pozwala sugerować mechanizm powstawania 
wysoko zorganizowanych struktur związany z właściwościami mechanicznymi komórek. 
Według Klebe’a i wsp. [40] receptory klasy integryn mające zdolność odziaływań zarówno z 
kolagenem, jak i fibronektyną mogą pełnić rolę pośredników w przenoszeniu do wnętrza 
komórki informacji o przestrzennej organizacji tych białek [39,41], Dopasowanie wiązek 
filamentów aktynowych do kierunku orientacji struktur włóknistych podłoża może powodo
wać dalsze ich uporżądkowanie poprzez działanie sił wytwarzanych przez zorientowane 
struktury cytoszkieletu komórki. Hipoteza ta poparta jest wynikami wskazującymi na wpływ 
układu fibronektyny związanej z podłożem na rozmieszczenie receptora w błonie oraz na 
uporządkowanie filamentów aktynowych wewnątrz komórki [35,36,49]. Pozwala ona także 
wyjaśnić zachowanie komórek hodowanych na spolaryzowanych liniowo pasmach fibrone
ktyny adsorbowanych na szkle. Komórki hodowane w takich warunkach wykazują polaryza
cję kształtu zgodną z ich kierunkiem [55].

Pasma fibronektyny mogą jednakże stanowić przeszkody, które pomimo nanometrowych 
wymiarów mogą wpływać na orientację komórki. Ciągłe gradienty stężenia tego białka mogą 
wywoływać reakcje haptotaktyczne, a nieciągłe -  reakcje analogiczne do opisanych przez 
Clarka [12].

V. PORÓWNANIE MECHANIZMÓW REAKCJI KOMÓREK 
NA FIZYCZNE I CHEMICZNE WŁAŚCIWOŚCI PODŁOŻA

Reakcje komórek na czynniki wywołujące polaryzację ich kształtu i kierunku ruchu 
związane są z właściwościami cytoszkieletu. Mają one charakter statystyczny i są efektem 
zmiany prawdopodobieństwa utworzenia przez komórkę wypustki zdolnej do ukierunkowania 
jej ruchu. W wypadku reakcji komórek na właściwości fizyczne podłoża zmiana ta następuje 
w wyniku zaburzenia struktury przestrzennej cytoszkieletu lub oddzielenia cytoszkieletu 
wypustki od cytoszkieletu ciała komórki [9,10,17]. Właściwości chemiczne podłoża wpływają 
na zdolność komórek do organizacji struktur cytoszkieletu, zaangażowanych w procesach 
mchowych. Wynika to z roli stabilnych kontaktów receptorów błonowych z podłożem w 
tworzeniu aparatu lokomotorycznego komórki [12].

Na korelację pomiędzy organizacją cytoszkieletu a podatnością komórek na działanie 
omawianych czynników wskazują wyniki badań nad komórkami charakteryzującymi się 
labilnym cytoszkieletem, takimi jak komórki nowotworowe lub leukocyty wielojądrzaste 
[9,23]. Wykazano brak reakcji tych komórek na przeszkody w warunkach, w których inne 
typy komórek wykazują silną reakcję [23]. W wypadku komórek nowotworowych to właśnie 
brak reakcji na anizotropię właściwości fizycznych i chemicznych podłoża zwrócił uwagę
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badaczy na ich cytoszkielet, co doprowadziło do odkrycia różnic w jego organizacji w 
porównaniu z komórkami prawidłowymi [1]. Wyniki badań Middletona i Clarka [10,46] 
dotyczące zależnego od kontaktu rozpłaszczenia komórek epitelialnych wskazywać mogą na 
wpływ anizotropii naprężeń panujących wewnątrz komórki na jej zdolność do migracji w 
danym kierunku. Clark i wsp. wykazali [10], iż kontakty między komórkami pozwalają 
przezwyciężyć im wpływ przeszkód natury zarówno fizycznej, jak i chemicznej. Można 
przypuszczać, że początkowo reakcja komórki wy woły wana jest wyłącznie przez właściwości 
podłoża, które wymuszają równoległe ułożenie wiązek mikrofilamentów. Struktury te będąc 
elementami kurczliwymi prowadzą do nierównomiernego rozkładu naprężeń panujących w 
komórce. Sprzyja to, niezależnie od bezpośredniego wpływu podłoża, wysuwaniu wypustek 
w kierunku równoległym do przebiegu struktur cytoszkieletu. Podobne zjawisko może wystę
pować w układach ze zorientowanymi włóknami kolagenu lub depozycjami fibronektyny 
[18,55]. Komórki rosnące w koloniach wykazują mniejszą reakcję na właściwości podłoża, 
gdyż oddziaływania międzykomórkowe zmniejszają wpływ oddziaływań z podłożem na 
organizację cytoszkieletu.

VI. NATURA I GENEZA SZLAKÓW MIGRACYJNYCH IN VIVO

W porównaniu do cechujących się znacznym stopniem uproszczenia układów doświad
czalnych in vitro, warunki, w jakich znajdują się komórki i ich zespoły w organizmach żywych, 
są bardzo złożone. Dlatego interpretacja wyników uzyskanych w badaniach in vivo jest 
stosunkowo trudna.

Dużą rolę w regulacji migracji komórek w ustroju przypisuje się macierzy międzykomór
kowej, która stanowi bezpośrednie środowisko komórek. Ważny jest jej skład, a w szczegó
lności wzajemny stosunek białek strukturalnych i kwasu hialuronowego, ilość białek 
zapewniających adhezję (fibronektyny, lamininy) oraz stopień organizacji przestrzennej ele
mentów strukturalnych [2].

Rola kwasu hialuronowego w ukierunkowaniu migracji komórek polegać może na tworze
niu szlaków, wywołujących reakcję haptotaktyczną komórek. Szlaki te mogą być modyfiko
wane przez komórki mające zdolność rozkładania lub wydzielania kwasu hialuronowego. 
Wykazano także zapoczątkowanie migracji komórek w momencie wzrostu stężenia tego 
związku i spadek natężenia migracji wraz z obniżeniem jego stężenia [54].

Podobne funkcje w organizmie pełnią fibronektyny i lamininy. Komórki zdolne do wytwa
rzania fibronektyny (np. fibroblasty) odkładają to białko wzdłuż przebytej drogi [29]. Depo- 
zycje te mogą służyć innym komórkom (np. nerwowym) jako swoiste "drogowskazy". 
Wykazano obecność tego białka w szlakach migracyjnych wykorzystywanych przez niektóre 
typy komórek nerwowych [15,47,53]. Komórki wrażliwe na obecność fibronektyny, takie jak 
mioblasty [8], neurony [38,50], pierwotne komórki zarodka [28], same nie odkładają tego 
białka, gdyż mogłoby to zaburzyć ich reakcję na już istniejące szlaki [2].

W obrębie macierzy międzykomórkowej komórki migrują wzdłuż dróg wyznaczonych 
przez oddziaływania mechaniczne między składnikami macierzy a komórkami [22,24,43], 
Dodatkowo stabilizacja i usztywnienie struktury macierzy umożliwiają migrację tych typów 
komórek, których właściwości wymagają sztywnych podłoży [32,44]. Zjawisko to może leżeć 
u podstaw zależnego od stabilności podłoża mechanizmu regulującego kierunek migracji
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komórek. Komórki wykorzystywać mogą system określania kierunku ruchu oparty na istnie
niu kanałów o obniżonej zwartości tkanek [42,51 ]. Kanały tego typu mogą się tworzyć w gęstej 
tkance w wyniku śmierci niektórych komórek lub lokalnego nagromadzenia elementów 
strukturalnych macierzy międzykomórkowej. Szlaki migracji komórek mogą być także okre
ślane bezpośrednio przez przylegające komórki. Pierwotne komórki zarodka wrażliwe są na 
orientację komórek, po których wędrują [60], przy czym trudno jak dotąd rozstrzygnąć, który 
z opisanych poprzednio mechanizmów mógłby być za to zjawisko odpowiedzialny. Podobne 
zjawiska zaobserwowano w przypadku rozwoju układu nerwowego [3]. W początkowej fazie 
wrastania aksonów do obszarów nieunerwionych pierwsze wydłużające się aksony są wyko
rzystywane jako szlaki dla następnych.

VII. PODSUMOWANIE

W ciągu ostatnich lat nastąpił znaczny postęp w badaniach nad czynnikami regulującymi 
procesy migracji komórek, w tym nad rolą i mechanizmem zjawiska naprowadzania przez 
kontakt. Nadal niewiele jednak wiadomo na temat uwarunkowań i przebiegu tych procesów 
w warunkach in vivo. Ich poznanie jest ważne dla postępu wiedzy w embriologii, onkologii i 
innych dziedzinach nauk biologicznych. Należy zatem oczekiwać nasilenia badań w tej 
dziedzinie.
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WPŁYW ESTRÓW FORBOLU 
NA RUCHY KOMÓREK ZWIERZĘCYCH

PHORBOL ESTERS INFLUENCE ON ANIMAL CELL MOVEMENT

Zbigniew MADEJA 

Zakład Biologii Komórki, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Kraków

Streszczenie: W regulacji ruchów niemi ęśniowych komórek zwierzęcych kluczową rolę odgrywa proces przenoszenia 
informacji od receptora do systemu efektorowego komórki. Jednym z etapów tego procesu jest aktywacja kinazy 
białkowej C. Dokonano przeglądu danych na temat wpływu estrów forbolu będących aktywatorami kinazy białkowej 
C na ruchy komórek zwierzęcych.

Siowa kluczowe: estry forbolu, kinaza białkowa C, ruchy komórek.

Summary: Crucial event in the regulation of non-muscle cell motility is transduction of various extracellular signals. 
Consequence o f 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.

I. WSTĘP

Jednym z kluczowych zagadnień w badaniach ruchów niemięśniowych komórek zwierzę
cych jest mechanizm, poprzez który komórka może reagować na chemotaktyczne i chemoki- 
netyczne sygnały pochodzące ze środowiska. Znamy obecnie wiele czynników o tego typu 
aktywności, od cAMP w przypadku Dictyostelium discoideum [38,18], poprzez fonnylowane 
peptydy aktywujące leukocyty [14], do autokrynnych czynników regulujących ruchliwość 
komórek nowotworowych [21, 22, 33]. Jakkolwiek dalecy jeszcze jesteśmy od pełnego 
zrozumienia mechanizmu działania tych czynników na ruchy komórek, to jednak w wyniku 
licznych badań przeprowadzonych na śluzowcu Dictyostelium discoideum, leukocytach i 
komórkach ludzkiego czerniaka [6,12,18,21,22,29,33], znamy obecnie niektóre z elementów 
tego procesu. Wydaje się, że przynajmniej pierwsze etapy przesyłania sygnału chemotakty- 
cznego są zbliżone do mechanizmu dobrze poznanego w przypadku innych biologicznie 
aktywnych substancji, a polegającego na aktywacji porzez kompleks ligand-receptor fosfoli- 
pazy C za pośrednictwem białek G. Ten sposób przesyłania sygnału został stosunkowo dobrze 
określony w wypadku licznych hormonów i neurotransmiterów [4, 16]. Wiadomo, że w

http://rcin.org.pl



136 Z. MADEJA

wyniku działania aktywowanej fosfolipazy C następuje hydroliza fosfatydyloinozytolo-4,5- 
difosforanu. Wskutek tej reakcji dochodzi do gwałtownego wzrostu wewnątrzkomórkowego 
poziomu 1,2-diacylglicerolu, który jest aktywatorem kinazy białkowej C oraz 1,4,5-trifosfoi- 
nozytolu stymulującego wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia jonów wapnia. W rzeczywi
stości kinaza białkowa C jest aktywowana wspólnie przez 1,2-diacylglicerol i jony wapnia. 
W formie nieaktywnej kinaza białkowa C jest białkiem cytoplazmy podstawowej. Wzrost 
stężenia jonów wapnia powoduje jej związanie z wewnątrzkomórkową częścią błony komór
kowej, gdzie może być aktywowana przez 1,2-diacylglicerol. Aktywowana kinaza białkowa 
C może wpływać na szereg enzymów i struktur komórkowych mających związek z aparatem 
ruchowym komórki. Z tego też względu wykonano wiele badań zmierzających do wyjaśnienia, 
czy kinaza białkowa C jest rzeczywiście zaangażowana w regulację aktywności ruchowej 
komórek zwierzęcych.

H. ROLA ESTRÓW FORBOLU W BADANIACH MECHANIZMÓW
RUCHÓW KOMÓREK

Wielkim ułatwieniem w badaniach dotyczących funkcji kinazy białkowej C stało się 
odkrycie stwierdzające, że niektóre z substancji określanych mianem czynników promocji 
nowotworów są silnymi i specyficznymi aktywatorami tej kinazy białkowej. Początki tych 
badań sięgają lat trzydziestych i czterdziestych, kiedy to stwierdzono, że olejek krotonowy 
izolowany z Croton tiglium może być czynnikiem promocji nowotworów [3 cyt. za 7]. Jednak 
dopiero w latach sześćdziesiątych okazało się, że głównym składnikiem olejku krotonowego 
odpowiedzialnym za jego właściwości tumorogenne są estry forbolu [13, 37 cyt. za 7]. 
Najaktywniejszym z tej grupy estrów okazał się 12-myristoilo-13-acetyloforbol (PMA), znany 
również pod nazwą octan- 12-O-tetradekanoylforbolu (TPA). Związek ten stał się szybko 
powszechnie stosowanym narzędziem w badaniach funkcji kinazy białkowej C w procesie 
przenoszenia informacji od receptora do systemu efektorowego komórki. Należy jednak 
pamiętać, że indukowana estrami forbolu aktywacja kinazy białkowej C znacznie różni się od 
stymulacji fizjologicznej. Przede wszystkim w wyniku działania estrów forbolu następuje 
aktywacja tylko jednego elementu całego systemu przenoszenia sygnału. Ponadto bezpośred
nia aktywacja kinazy białkowej C uniezależniają od mechanizmów regulujących wcześniej
sze etapy procesu przesyłania sygnału (np. regulacja powinowactwa ligand-receptor, ilości 
receptorów na powierzchni komórki itp.). Inną postulowaną różnicą jest możliwość zmiany 
środowiska lipidowego i białkowego w otoczeniu enzymu w wyniku zwiększenia przez TPA 
płynności błony komórkowej [7] oraz możliwość innej lokalizacji enzymu ze względu na 
zdolność wbudowywania się TPA do wszystkich błon występujących w komórce [36].

III. ZRÓŻNICOWANY WPŁYW ESTRÓW FORBOLU 
NA RUCHY KOMÓREK ZWIERZĘCYCH

Badania wpływu estrów forbolu na ruchy komórek dostarczyły wyników trudnych do 
interpretacji, a niekiedy wzajemnie ze sobą sprzecznych. Dodatkowym utrudnieniem przy
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porównywaniu rezultatów badań pochodzących z różnych pracowni jest rozmaita metodyka 
pomiarów prowadząca do uzyskiwania nieporównywalnych wyników (zagadnienia te są 
szerzej omówione w artykule W. Korohody). Niewątpliwym pozostaje jednak fakt, że estry 
forbolu wpływają na szeroko rozumianą aktywność ruchową komórek. W licznych badaniach 
wpływu TPA na rozmaite komórki wykazano, że estry forbolu modyfikują aktywność rucho
wą: fibroblastów [1,10,35], leukocytów [27], limfocytów [20,25,26], komórek endotelialnych 
[8,28], komórek glejaka [17], włókniako-mięsaka [10] i rakomięsaka Walkera [40]. Wydaje 
się, że sposób, w jaki estry forbolu wpływają na aktywność ruchową komórek, zależy od 
rodzaju badanych komórek, od warunków, w jakich dane doświadczenia były przeprowadzo
ne, i od aktualnego stanu fizjologicznego komórki.

Przy interpretacji wyników badań dotyczących działania estrów forbolu na aktywność 
ruchową komórek należy brać pod uwagę różny wpływ tych związków na aktywność kinazy 
białkowej C w zależności od czasu oddziaływania bodźca. O ile początkowym efektem 
działania TPA jest wzrost aktywności kinazy białkowej C, to wydłużona inkubacja komórek 
w obecności estrów forbolu powoduje spadek jej aktywności w wyniku procesu down 
regulation. W wypadku fibroblastów i komórek włókniako-mięsaka obniżenie poziomu 
kinazy białkowej C następuje już po 5-godzinnej inkubacji komórek w obecności 200 nM 
TPA, a po 24 godzinach jej ilość w homogenacie spada poniżej progu czułości stosowanej 
metody [10].

Ilustracją takiego wpływu TPA na aktywność ruchową komórek mogą być wyniki dwóch 
niezależnych zespołów badających wpływ estrów forbolu na ruchy fibroblastów. Adelmann- 
Grill i wsp. [1] badali używając komór Boydena wpływ trwającej 48 godzin inkubacji 
fibroblastów ludzkich z 200 nM TPA na ich zdolność do chemotaksji indukowanej działaniem 
PDGF, EGF i medium uwarunkowanego fibroblastów. Okazało się, że w tym układzie 
zdolność fibroblastów do wywołanej badanymi czynnikami chemotaksji została wyraźnie 
zahamowana. Wynik ten interpretowano jako rezultat obniżenia poziomu kinazy białkowej C 
pod wpływem długotrwałego działania TPA. Dodatkowym argumentem przemawiającym za 
takim rozumowaniem był fakt, że uważane za dosyć specyficzne inhibitory kinazy C: stauro- 
sporyna, sfingozyna i inhibitor H-7 wywoływały identyczny efekt, tzn. zahamowanie chemo
taksji. Należy jednak podkreślić, że stosowana metoda pozwalała jedynie na pomiar liczby 
komórek reagujących na bodźce chemotaktyczne, natomiast niewiele mówiła o rzeczywistej 
aktywności ruchowej komórek podczas doświadczenia.

Thurston i wsp. [35] badali za pomocą specjalnie zaprojektowanego komputerowego 
systemu analizy ruchu komórek wpływ TPA na prędkość poruszania się fibroblastów mysich 
NIH3T3. Okazało się, że już po ok. 1 godzinie od dodania TPA następuje wyraźny wzrost 
prędkości migracji komórek. Prędkość ta wzrasta do 7-8 godziny od dodania TPA, a następnie 
zaczyna spadać. Jednakże w badanym przedziale czasu (ok. 20 godzin) nie obniżyła się poniżej 
prędkości początkowej.

Przedstawione przykłady mogłyby sugerować, że istnieje prosta zależność (przynajmniej 
w wypadku fibroblastów) pomiędzy poziomem aktywności kinazy białkowej C a aktywnością 
ruchową komórek. W zrost aktywności kinazy białkowej C powodowałby zwiększenie aktyw
ności ruchowej komórek, natomiast obniżenie aktywności enzymu zmniejszenie prędkości 
ruchu komórek i/lub zaburzenia odpowiedzi komórek na bodźce chemotaktyczne. Wydaje się 
jednak, że zróżnicowany wpływ TPA na aktywność ruchową komórek jest bardziej skompli
kowany i nie może być tłumaczony jedynie przez dwuetapowe działanie tego związku na 
aktywność kinazy białkowej C. Fridman i wsp. [10] badając wpływ TPA na aktywność
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ruchową fibroblastów ludzkich w praktycznie identycznych warunkach jak w omawianej 
pracy Adelmann-Grilla i wsp. [1] otrzymali wyniki dokładnie przeciwstawne. Obserwowali, 
że preinkubacja fibroblastów z 200 nM TPA przez 48 godzin zwiększa ich reaktywność na 
sygnały chemotaktyczne. Wydaje się zatem, że sposób, w jaki kinaza białkowa C wpływa na 
zjawiska ruchowe komórek, musi być zależny od aktualnego stanu fizjologicznego badanych 
komórek (np. od fazy cyklu komórkowego) [1,26].

Interesującą interpretację wpływu estrów forbolu na aktywność ruchową komórek zapro
ponowali Ross i wsp. [27]. Autorzy badali, stosując metodę bezpośredniej obserwacji komó
rek, wpływ TPA na kształt i aktywność ruchową neutrofili. Stwierdzono, że podczas gdy 
formylowane peptydy będące chemoatraktantami dla neutrofili indukują charakterystyczne 
spolaryzowanie komórki docelowej, to TPA powoduje jedynie niespolaryzowane ruchy 
charakteryzujące się przypadkowym tworzeniem i wycofywaniem wypustek. Co ciekawsze, 
równoczesne działanie peptydu fNLPNTL i TPA powoduje zahamowanie indukowanej przez 
peptyd polaryzacji komórki. Jeżeli jednak preinkubowane z TPA neutrofile podda się odpo
wiednio silnemu działaniu bodźca chemotaktycznego (podając fNLPNTL za pomocą mikro- 
pipetki), to są one w stanie wytworzyć polaryzację komórki, jednakże bez wydajnej lokomocji. 
Autorzy obserwowali również zróżnicowany rozkład F-aktyny w komórce. W komórkach 
stymulowanych fNLPNTL występowała silna fluorescencja znakowanej NBD-fallacydyną 
F-aktyny w przedniej części komórki i słabsza w części tylnej. Natomiast w komórkach 
aktywowanych IO-9 M TPA miała miejsce równomierna akumulacja F-aktyny pod błoną 
komórkową. Na podstawie otrzymanych wyników autorzy zaproponowali hipotezę, że istnieją 
dwa, odrębnie regulowane typy ruchów neutrofili. Ruchy spolaryzowane związane z lokomo
cją komórki oraz niespolaryzowane, związane jedynie ze zmianami jej kształtu. Pierwszy z 
nich indukowany działaniem peptydów chemotaktycznych byłby zatem związany przede 
wszystkim z funkcją lokomocyjną komórki, natomiast drugi, indukowany działaniem TPA, 
byłby związany z takimi funkcjami komórki, jak pinocytoza, fagocytoza czy egzocytoza 
[19,27]. Przedstawione wyniki sugerują również, że komórka może zmieniać rodzaj ruchu 
pod wpływem odpowiednio silnego kolejnego bodźca, np. dodania TPA do komórek stymu
lowanych fNLPNTL lub peptydu fNLPNTL do komórek aktywowanych TPA.

IV. MOŻLIWE MECHANIZMY WPŁYWU ESTRÓW FORBOLU 
NA RUCHY KOMÓREK

Mimo że wiele obserwacji wskazuje na udział kinazy białkowej C w regulacji aktywności 
ruchowej komórek, to w dalszym ciągu niewiele wiemy o rzeczywistym mechanizmie tego 
procesu. Wiadomo, że estry forbolu modyfikując aktywność kinazy białkowej C wpływają na 
liczne procesy, które są związane z aparatem ruchowym komórki (tab. 1).

Atrakcyjnie z punktu widzenia możliwości wyjaśnienia wpływu TPA na procesy regulacji 
aktywności ruchowej komórek przedstawia się fakt, iż kinaza białkowa C katalizuje reakcję 
fosforylacji lekkiego łańcucha miozyny [23]. W komórkach mięśni gładkich i komórkach 
niemięśniowych enzymem regulującym interakcję aktyny z miozyną jest zależna od wapnia 
i kalmoduliny kinaza lekkiego łańcucha miozyny (MLCK). Enzym ten fosforyluje lekki 
łańcuch miozyny przeprowadzając ją  w formę aktywną. Z drugiej strony ten sam łańcuch może 
być również fosforylowany w innym miejscu przez kinazę białkową C. Fosforylacja ta 
zmniejsza indukowaną działaniem MLCK aktywność ATP-azową miozyny [ 15,24]. Przyjęcie
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takiego mechanizmu pozwalałoby na bezpośrednie powiązanie działania estrów forbolu i 
kinazy białkowej C z aparatem ruchowym komórki. Niestety, znaczenie fosforylacji przez 
kinazę białkową C lekkiego łańcucha miozyny w procesach regulowania aktywności ruchowej 
komórek niemięśniowych jest wciąż niewyjaśnione.

TABELA 1.

Efekt działania TPA Literatura

1. Reorganizacja filamentów aktynowych:
a/  Rozpad włókien naprężeniowych oraz organizacja F-aktyny w struktury
w kształcie kropek (actin dots) w fibroblastach BALB/c 3T3 [32]

b/ Zmiana rozkładu F-aktyny w ludzkich neutrofilach (opis w tekście) [27]
2. Stymulacja polimeryzacji aktyny w ludzkich neutrofilach i limfocytach [9,20]
3. Stymulacja polimeryzacji tubuliny w spoczynkowych fibroblastach embrionów mysich [2]
4. Fosforylacja lekkiego łańcucha miozyny w:

a/  ludzkich płytkach krwi [23]
b/ komórkach mięśni gładkich [15,24]

5. Indukcja rozpłaszczania mysich makrofagów [30]
6. Stymulacja pinocytozy w ludzkich neutrofilach [19]
7. Zmiana powinowactwa receptorów dla chemoatraktantów (opis w tekście) [5]
8. Stymulacja antyportu Na+/H+ w komórkach BALB/c 3T3 [U ]
9.Depolaryzacja błony komórkowej granulocytów [34] .

Zupełnie inne wytłumaczenie mechanizmu działania TPA na ruchy komórek opiera się na 
spostrzeżeniu, że estry forbolu działając za pośrednictwem kinazy białkowej C mogą wpływać 
na powinowactwo receptorów komórkowych do chemoatraktantów. Sugestie takie można 
oprzeć na badaniach prowadzonych na dwóch liniach komórkowych (M-27 i H-59), wywo
dzących się z raka płuca Lewisa [5]. Zasadniczą różnicę pomiędzy tymi liniami stanowi 
miejsce tworzenia przez nie przerzutów. Komórki linii M-27 kolonizują płuca, natomiast linii 
H-59 wątrobę. Ponadto stwierdzono, że 6-peptyd VGVAPG (część cząsteczki elastyny 
będąca chemoatraktantem dla monocytów) wykazuje aktywność chemotaktyczną tylko w 
stosunku do linii M-27. Ponieważ płuca są organem bogatym w elastynę, wydaje się, że jej 
degradacja, a następnie wykorzystanie produktów tej degradacji jako chemoatraktantów może 
ułatwić proces kolonizacji płuc przez komórki linii M-27. Interesujące jest, że inkubacja 
komórek linii H-59 (komórek, które nie reagują na peptyd VGVAPG) z TPA powoduje 
zwiększenie powinowactwa receptora do tego peptydu i w efekcie odpowiedź chemotaktycz
ną. Potraktowanie komórek linii M-27 inhibitorem kinazy białkowej C staurosporyną powo
duje natomiast zmniejszenie powinowactwa receptora do liganda i uniemożliwia odpowiedź 
chemotaktyczną komórki. Wyniki tych doświadczeń wskazują, że wpływ TPA na ruch 
komórek nie musi być koniecznie związany z działaniem kinazy białkowej C na wewnątrz
komórkowy układ ruchowy, lecz może wynikać z modulacji wrażliwości komórek na bodźce 
ze wnątrzkomórkowe.

V. PODSUMOWANIE

W artykule omówiono rolę estrów forbolu w badaniach funkcji kinazy białkowej C w 
regulacji ruchów komórek zwierzęcych, a także wykorzystanie takich inhibitorów kinazy
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białkowej C, jak: sfingozyna, staurosporyna, H-7 [1]. Specyficzność tych inhibitorów jest 
jednak często kwestionowana, ponieważ hamują także kinazy białkowe zależne od cAMP i 
cGMP [40]. 

Omówione w tym artykule doświadczenia wskazują, że estry forbolu mogą być użytecz
nym narzędziem w badaniach mechanizmów ruchu komórki, lecz pełne wyjaśnienie sposobu 
ich działania wymaga dalszych badań.
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ELEKTROTAKSJE I KIERUNKOWY WZROST 
NEURONÓW W POLU ELEKTRYCZNYM

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

Ewa STĘPIEŃ

Zakład Biologii Komórki, Instytut Biologii Molekularnej im. J. Zurzyckiego Uniwersytetu
Jagiellońskiego, Kraków

Streszczenie. Komórki nerwowe reagują na zewnętrzne pole elektryczne. Odpowiedź ta objawia się kierunkowym 
wzrostem neuronów w stronę katody oraz tworzeniem większej liczby rozgałęzień wypustek nerwowych po stronie 
katodalnej komórki. Miejscami, w których zostaje zapoczątkowana reakcja komórek nerwowych, są wierzchołki 
wzrostu. Reakcja naprowadzania komórek nerwowych w polu elektrycznym jest hamowana przez nieorganiczne 
blokery kanałów wapniowych (Co2+i La3+). Blokery organiczne, takie jak  diltiazem i nifedipina, nie powodują zmiany 
odpowiedzi. Również konkanawalina A hamuje efekt naprowadzania. Jonofor wapniowy A23187 skojarzony z 
blokerem kanałów wapniowych (Co2+) powoduje odwrotną reakcję -  naprowadzanie komórek nerwowych w stronę 
anody. Proponuje się, że orientacja komórek nerwowych w polu elektrycznym zależy od lokalnego napływu jonów 
Ca2+ do wierzchołków wzrostu oraz od asymetrycznej dystrybucji komponentów błonowych. Nie wykluczony też 
jest udział cAM P 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+, L a3+) 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 A 23187 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.

WSTĘP

W procesie rozwoju i wykształcania się układu nerwowego obserwuje się migrację neuro
nów, na przykład podczas przemieszczania się komórek tworzących grzebienie nerwowe do 
miejsc docelowych. Obok migracji komórek występuje wzrost wypustek nerwowych (neury- 
tów) wytwarzanych w kierunku naprowadzającego je  bodźca. Cechą wspólną tych dwóch 
typów reakcji neuronów -  ukierunkowanej migracji (taksji) i ukierunkowanego wzrostu 
(tropizmu) -  jest ich reagowanie na zewnętrzne bodźce naprowadzające. Takim bodźcem
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może być gradient substancji chemicznej i wówczas zorientowana migracja określanajest jako 
chemotaksja, natomiast kiedy czynnikiem tym jest gradient adhezyjności, używa się terminu 
haptotaksja. Ukierunkowana migracja w odpowiedzi na gradient potencjału elektrycznego 
nazywana jest elektrotaksją. Chemotaksja komórek nerwowych jest słabo poznana, ale istnieją 
dane wskazujące, że komórki nerwowe in vitro reagują na gradient nerwowego czynnika 
wzrostu (NGF) [17]. Neurony są też dogodnym materiałem do obserwacji zjawiska naprowa
dzania przez kontakt, opisanego w artykule Czyża w tym zeszycie [5].

W ostatnich latach opublikowano wiele nowych doniesień poświęconych reakcji komórek 
nerwowych na zewnętrzne pole elektryczne. Ich omówieniu poświęcony jest ten artykuł.

ODPOWIEDŹ KOMÓREK NERWOWYCH 
NA ZEWNĘTRZNE POLE ELEKTRYCZNE

W ciągu ostatnich piętnastu lat opisano reakcję wielu typów komórek na zewnętrzne pole 
elektryczne. Wyznaczono dla nich wartość progową reakcji, opisano rodzaj tej odpowiedzi 
oraz scharakteryzowano zjawiska jej towarzyszące, takie jak: zmiana kształtu komórki, 
przepływ jonów, zmiany powierzchni błony komórkowej i elektroforeza białek powierzch
niowych oraz reorganizacja cytoszkieletu.

Reakcja komórek na zewnętrzne pole elektryczne objawia się w dwojaki sposób:
1. Komórki wykazują ukierunkowany wzrost w polu elektrycznym, nazywany dalej 
elektrotropizmem.
2. Komórki przejawiają zdolności taktyczne -  migrują w wzdłuż linii sił pola 
elektrycznego i taka reakcja nosi miano elektrotaksji.

Kierunkowy wzrost, względnie kierunkowa migracja w zewnętrznym polu elektrycznym 
jest reakcją wykazywaną przez wiele typów komórek [29]. Komórki, takie jak fibroblasty, 
mioblasty, keratynocyty lub komórki pochodzące z grzebieni nerwowych, które poddano 
działaniu pola o natężeniu od 1 do 10 V/cm, ustawiają się swoją najdłuższą osią prostopadle 
do linii sił pola, natomiast oś kierunku ich migracji jest równoległa do linii sił pola. Temu 
ustawieniu towarzyszą charakterystyczne zmiany kształtu: rozciągnięcie wzdłuż osi prosto
padłej do linii sił pola, zaobserwowane w fibroblastach [30, 31], mioblastach [10, 25, 26], 
epiteliocytach [19], komórkach grzebieni nerwowych [3,8] i keratynocytach [4]; oraz wytwo
rzenie lamellipodiów w kierunku migracji -  zwykle w stronę katody (bieguna ujemnego) 
zaobserwowane w keratynocytach [4], Fibroblastach [9, 30] i epiteliocytach [19]. Neurony 
wytwarzają więcej neurytów od strony katody niż od strony anody [10,13, 22, 33] i neuryty 
te są bardziej rozgałęzione [23, 33].

Wiele typów komórek przejawia również zdolności elektrotaktyczne [15,29]. Migrują one 
zazwyczaj w kierunku elektrody ujemnej (katody). Prędkość migracji jest różna dla różnych 
typów komórek. Dla przykładu prędkość migracji keratynocytów wynosi 10-30 (im/min [4], 
a dla porównania średnia prędkość migracji fibroblastów wynosi od 0,8 do 0,9 pm/min [30], 
komórek grzebieni nerwowych zaś 7 pm/min [8],

Wartości progu pobudliwości komórek są zbliżone i zawarte są w przedziale od 0,5 do 5 
V/cm natężenia pola elektrycznego, co w przeliczeniu na średnicę komórki wynosi od 0,2 do 
5 mV [29]. Komórki pochodzące z grzebieni nerwowych przepiórki wykazują ukierunkowaną 
migrację już przy natężeniu pola 0,07 Y/cm, a w przeliczeniu na średnicę komórki różnica

http://rcin.org.pl



ELEKTROTAKSJE I KIERUNKOWY WZROST NEURONÓW 145

potencjału wynosi 0,4 mV i mieści się w przedziale wartości średniej [8]. Równie niski (0,07 
V/cm) próg pobudliwości zaobserwowali Hinkle i in. [10] badając ukierunkowany wzrost 
neuronów Xenopus, co daje 0,35 mV w przeliczeniu na średnicę wierzchołka neurytu równą 
50 pm. Wyniki uzyskane w doświadczeniach prowadzonych in vitro wykazują, że komórki 
są wrażliwe na natężenia pola elektrycznego obserwowanego in vivo w tkankach zwierzęcych. 
W swoich przeglądowych artykułach dotyczących występowania endogennego pola elektry
cznego w rozwoju embrionalnym Jaffe [12] i Nuccitelli [12, 28, 29] przedstawili przykłady 
świadczące o tym, że gradient potencjału elektrycznego mierzony w tkankach zwierząt wynosi 
od 0,01 do 2 V/cm, a więc osiąga takie wartości, że może oddziaływać na komórki in vivo.

Czas wystąpienia reakcji taktycznej może wynosić, w przypadku keratynocytów kilka 
minut [4], w przypadku zaś komórek nerwowych kilkanaście minut [13, 33, 34]. Fibroblasty 
reagują na pole o wysokim natężeniu (6 V/cm) niemal natychmiast, natomiast dla progowej 
wartości natężenia pola czas reakcji wydłuża się do 90 min [30]. Stwierdzono również, że 
komórki nie przyzwyczajają się do pola elektrycznego i po zmianie biegunowości pola 
następuje odwrócenie kierunku migracji [4, 13].

Jedne z pierwszych doświadczeń nad wpływem zewnętrznego pola elektrycznego na 
komórki nerwowe in vitro wykonano wykorzystując wyizolowane eksplanty nerwów [ 13,20]. 
Opisanie reakcji pojedynczych neuronów było więc niemożliwe, gdyż eksplant tworzy popu
lacja zróżnicowanych morfologicznie i funkcjonalnie komórek będących ze sobą w ścisłym 
kontakcie. Opisywany wówczas ruch i kierunkowy wzrost eksplantu odnosił się do populacji 
zarówno neuronów, jak i komórek neurogleju.

Zastosowanie pierwotnych hodowli neuronalnych do badania efektu pola elektrycznego 
in vitro pozwala na szczegółowe śledzenie reakcji poszczególnych komórek nerwowych, 
wykorzystanie ilościowych metod analizy ruchu i kształtu komórek. Pozwala również prze
śledzić zjawiska zachodzące we wnętrzu pojedynczej komórki. Załączone fotografie (fot. 1 A, 
IB, 1C) przedstawiają komórki nerwowe wielobiegunowe (z jednym aksonem i wieloma 
dendrytami), które stanowią większość w ośrodkowym układzie nerwowym. Długie wypustki 
aksonalne (A) wyraźnie odróżniają się od krótkich wypustek dendrytycznych (D). To mor
fologiczne kryterium zastosowane do wyróżnienia poszczególnych części neuronu zgodne jest 
z polaryzacją funkcjonalną komórki. Krótsze wypustki (dendryty) zbierają impulsy nerwowe 
i przewodzą je  do ciała komórki, a za pośrednictwem długich aksonów impulsy są przekazy
wane do sąsiednich komórek.

Wierzchołki wzrostu (growth cones) są aktywnymi ruchowo końcami wydłużających się 
aksonów i dendrytów. Ich migracja, wzrost i rozgałęzianie warunkuje szereg zjawisk związa
nych z dojrzewaniem układu nerwowego, takich jak tworzenie się synaps, rozgałęzień den
drytycznych, odnajdywanie ścieżek migracji. Wierzchołki wzrostu neurytów są też tym 
miejscem, gdzie zostaje zapoczątkowana reakcja komórek nerwowych na pole elektryczne 
[10, 33]. Zmiany potencjału transmembranowego wywołane przez wysokie zewnętrzne stę
żenie jonów potasowych [37] lub przez niektóre neurotransmitery [2] również zmieniają 
morfologię wierzchołków. Proces formowania się wierzchołków wzrostu oraz ich morfologię 
przedstawia schematycznie rysunek 1.
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Fot. 1 (A, B, C) Komórki nerwowe z mózgu ośmiodniowego zarodka kurczęcia w hodowli in vitro-, wyraźnie zazna
czone są wypustki aksonalne (A) i dendrytyczne (D) komórek oraz wierzchołek wzrostu (S); komórki utrwalono a l
dehydem glutarowym, zdjęcia wykonano przy użyciu mikroskopu metalurgiczego do obserwacji powierzchni, 

stosując oświetlenie boczne za pomocą światłowodu (zdjęcia własne autora)
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Rys. 1. Morfologia wierzchołków wzrostu komórek nerwowych: (a) neuryt tępo zakończony, bez lamellipodiów, 
(b) rozrost i formowanie się wierzchołka w lamellipodium, (c) najczęściej występująca forma wierzchołka wzrostu 
z licznymi filopodiami, (d) rozgałęzianie i skręcanie wierzchołka (e), oba zjawiska mogą zachodzić spontanicznie 
lub wywołane są przez bodźce, np. przez pole elektryczne, (f) zatrzymanie wzrostu wierzchołka, (g) wycofanie (re-

trakcja) wierzchołka (wg [11] zmodyfikowane)
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DOMINUJĄCY WZROST KOMÓREK NERWOWYCH 
W KIERUNKU KATODY (ELEKTROTROPIZM)

Już w latach czterdziestych Marsh i Beams [20] zaobserwowali, że wyizolowane nerwy 
reagują na zewnętrzne pole elektryczne. Stwierdzili oni wówczas, że po kilkugodzinnej 
ekspozycji eksplantów nerwów z zarodka kurczęcia na pole elektryczne, wypustki komórek 
nerwowych zmieniały kierunek wzrostu i orientowały się w stronę katody. Temu ukierun
kowanemu wzrostowi towarzyszył ruch całego eksplantu w stronę anody. Przeprowadzone 
ponad 30 lat później doświadczenia Jaffego [13] potwierdziły te obserwacje. Komórki 
nerwowe in vitro umieszczone w polu elektrycznym o niewielkim natężeniu (0,7 V/cm) 
wykazywały asymetryczny wzrost. Neuryty wydłużały się szybciej w kierunku katody, co po 
ośmiogodzinnym działaniu pola dało się zaobserwować jako znaczny rozrost eksplantów w 
stronę elektrody ujemnej.

Wiele przeprowadzonych wcześniej doświadczeń nad elektrotaksjami komórek kończyło 
się niepowodzeniem, gdyż stosowano metaliczne elektrody, które w bezpośrednim kontakcie 
z medium hodowlanym wytwarzały szkodliwe dla komórek produkty elektrodowe [15]. 
Dopiero zastosowanie odpowiednich komór, w których komory zawierające elektrody chlo- 
rosrebrowe łączyły się ze środowiskiem komórek za pośrednictwem długich na kilka cen
tymetrów mostków agarowych, pozwoliło wyeliminować szkodliwy efekt produktów 
elektrodowych.

Przepływ medium z prędkością 10-20 pm/s przez komory, który pozwala uniknąć tworze
nia się gradientu stężeń jonów w stałym polu elektrycznym, nie zmienia charakterystycznej 
orientacji komórek nerwowych w polu elektrycznym [33].

Komórki nerwowe naprowadzane polem elektrycznym nie tracą swojej wrażliwości na 
bodziec. Po zmianie biegunowości pola w przeciągu 1 godziny obserwuje się odwróconą 
orientację komórek -  neuryty wydłużają się w kierunku nowej katody [13, 33]. Sugeruje to, 
że zewnętrzne pole elektryczne nie powoduje trwałej zmiany polaryzacji wzrostu komórek 
nerwowych in vitro.

Kierunkowy wzrost komórek nerwowych nie ustaje nawet wówczas, gdy ekspozycja na 
zewnętrzne pole elektryczne przedłuża się do kilku, a nawet kilkunastu godzin [13,33]. Wzrost 
lepkości środowiska do 3000 puazów [13] nie hamuje reakcji neuronów na pole elektryczne.

Jak wynika z doświadczeń Patela i Poo [34], komórki nerwowe reagują kierunkowym 
wzrostem w stronę katody również na impulsowe (nieciągłe) pole elektryczne. Wydłużanie i 
orientacja neurytów w impulsowym polu są podobne do opisanych reakcji na stałe pole 
elektryczne i uzależnione są od czasu trwania impulsu, amplitudy oraz częstotliwości impul
sów. Minimalną amplitudą jest 2,5 V/cm dla długości impulsu 5 ms i częstotliwości 10 
impulsów na sekundę. Obserwacja ta jest o tyle ciekawa, że w żywym organizmie endogenne 
pole elektryczne wytwarzane w tkankach, a związane z różnicą potencjałów ma charakter 
nieciągły.

Innym efektem związanym z kierunkowym wzrostem neuronów w polu elektrycznym jest 
tworzenie rozgałęzień (branching) oraz skręcanie (turning) w stronę katody neurytów, które 
przed zastosowaniem zewnętrznego pola elektrycznego obierały przypadkowe kierunki wzro
stu [33]. Pole elektryczne indukuje pojawianie się większej liczby rozgałęzień neurytów. 
McCaig zaobserwował [23], że ok. 50% neuronów Xenopus laevis w polu elektrycznym
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tworzy rozgałęzienia, przy czym większość z nich pojawia się po katodalnej stronie komórki. 
Po tej stronie zostaje również wytworzonych więcej wypustek przez neurony [33].

Również polaryzacja funkcjonalna i morfologiczna komórek nerwowych zaznacza się w 
ich reakcji na pole elektryczne. Davenport i McCaig [7] zaobserwowali, że inaczej reagują 
wierzchołki dendrytów, a inaczej aksonów w komórkach piramidalnych hipokampu szczurów. 
Wierzchołki wzrostu dendrytów reagują na stymulację wydłużeniem filopodiów po stronie 
katody i powiększeniem się pola lamellipodium, natomiast wierzchołki wzrostu aksonów nie 
wykazują ukierunkowanej odpowiedzi.

MIGRACJA KOMÓREK GRZEBIENI NERWOWYCH 
W KIERUNKU KATODY (ELEKTROTAKSJA)

Grzebienie nerwowe są przejściową strukturą, z której komórki wędrują wzdłuż chara
kterystycznych ścieżek do miejsc docelowych tworząc zwoje międzykręgowe i współczulne 
oraz różnicując się w komórki czuciowe i barwnikowe. Stąd zainteresowanie badaczy zjawi
skiem naprowadzenia tych komórek. Brak jest dostatecznych dowodów rozstrzygających, czy 
endogenne pole elektryczne ukierunkowuje ruch tych komórek in vivo, jednoznaczne są 
jednak obserwacje reakcji komórek grzebieni nerwowych w zewnętrznym polu elektrycznym.

Komórki grzebieni nerwowych wykazują zdolności elektrotaktyczne [3, 8] oraz tendencje 
do ustawiania się prostopadle do kierunku linii sił pola elektrycznego. Zastosowanie techniki 
zdjęć poklatkowych i cyfrowej analizy obrazu pozwala na ilościowe opisanie parametrów 
ruchu komórek, dróg ich przemieszczania i kierunków ruchu [8]. Umożliwia również opraco
wanie matematycznych modeli ruchu komórek, co może być przydatne do opisu mechani
zmów naprowadzania komórek i odnajdywania ścieżek migracji (path finding).

JONY WAPNIA REGULUJĄ WYDŁUŻANIE SIĘ NEURYTÓW

Zastosowanie fluorescencyjnego wskaźnika jonów wapniowych Fura - 2 pozwala prześle
dzić zmiany stężeń jonów wapniowych nie tylko w całych komórkach nerwowych, ale także 
w poszczególnych ich częściach, jądrze, wypustkach i wierzchołkach wzrostu. Stężenie jonów 
wapnia jest ponad 2 razy większe w wierzchołkach rosnących niż w nierosnących [2]. 
Ponadto stężenie jonów Ca2+ wzdłuż neurytu jest zróżnicowane, w wierzchołkach wzrostu 
jest większe niż w neurytach w okolicy ciała komórki [2]. Zwiększony poziom jonów wapnia 
wewnętrznego [Ca2+ ]j towarzyszy nie tylko procesom wzrostu i wydłużania się wierzchołków, 
ale także procesom zahamowania wzrostu. Ten napływ jonów wapnia do komórki nerwowej 
może być wywołany przez generowanie potencjału czynnościowego lub występować pod 
wpływem działania niektórych neurotransmiterów [2, 14].

Zmiany stężenia wapnia wewnętrznego [Ca2+]j są ponadto związane z pojawianiem się i 
wydłużaniem filopodiów na wierzchołkach wzrostu [37]. Po stymulacji neuronu mikroele- 
ktrodą ujemną następuje lokalny napływ jonów Ca2+ do wierzchołków. Wytworzony w ten 
sposób gradient jonów Ca2+ utrzymuje się przez ok. 10 min, a towarzyszy mu pojawienie się 
nowych filopodiów na wierzchołkach wzrostu i wydłużenie się już istniejących [6]. Filopodia
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zaczynają się wydłużać już 5 min po stymulacji, a po 25 min długość ich zwiększa się prawie 
dwukrotnie. Napływ jonów Ca2+ do komórek nerwowych wywołany użyciem jonoforu 
wapniowego A23187 powoduje destabilizację filamentów aktynowych w wierzchołkach 
wzrostu neurytów [22], Postuluje się, że zmiany poziomu jonów wapnia w wierzchołkach 
neurytów mogą być konieczne do wywołania zmian w ruchliwości komórek nerwowych.

SUGESTIE DOTYCZĄCE MECHANIZMU ODDZIAŁYWANIA 
POLA ELEKTRYCZNEGO NA KOMÓRKI NERWOWE

Jednym z proponowanych wyjaśnień, w jaki sposób komórki reagują na tak małe pole 
elektryczne, rzędu 0,1 m V w przeliczeniu na ich średnicę, jest odpowiedź komórek na gradient 
potencjału elektrycznego, jaki tworzy się w poprzek komórki [3, 38]. Gradient ten powoduje 
różnicę w swobodnym przepływie jonów wapnia po stronie anodalnej i katodalnej komórki 
(rys. 2 A). Opierając się na wynikach doświadczeń dotyczących przepływu jonów Ca2+ w 
zygocie glonu Pelvetia Chen i Jaffe [1] zaproponowali, że napływ jonów Ca + do komórki 
odbywa się przez niezależne od potencjału membranowego kanały wapniowe. Wówczas 
strona anodalna komórki ulega hyperpołaryzacji, cytoplazma staje się bardziej ujemna i 
wewnętrzne siły wymuszające napływ jonów Ca2+ do komórki od strony anody rosną, a od 
strony katody maleją. Zjawisko to zaobserwowano w niewielu wypadkach, m.in. u Fucus -  
glonu, którego zygota podczas rozwoju w polu elektrycznym wytwarza rhyzoid w stronę 
anody [35].

Robinson [38] sugerował, że napływ jonów Ca2+ odbywa się przez zależne od potencjału 
membranowego kanały wapniowe, które otwierają się po zdepolaryzowanej stronie komórki 
(stronie katody). Zwiększony napływ jonów Ca + (rys. 2 B) powodowałby dalszą depolary
zację i wzmocnienie tego efektu.

Alternatywnym mechanizmem tłumaczącym oddziaływanie pola elektrycznego jest asy
metryczne rozmieszczenie białek błonowych powodowane ich lateralną elektroforezą w 
zewnętrznym polu elektrycznym. W 1977 r. Jaffe [11] przedstawił obliczenia wskazujące, że 
zewnętrzne pole elektryczne może wywołać redystrybucję naładowanych komponentów na 
powierzchni błony komórkowej. Już spadek napięcia rzędu 0,1 mV na komórkę wywołuje 
asymetryczny rozkład białek równy 0,1 współczynnika asymetrii, gdy przyjmie się realne 
wartości współczynników dyfuzji i ruchliwości elektroforetycznej białek w błonach lipido
wych (rys. 2 C i D). Jeżeli tymi białkami byłyby białka budujące kanały jonowe, prowadziłoby 
to do asymetrycznego napływu jonów do komórki.

W komórkach mięśniowych umieszczonych w zewnętrznym polu elektrycznym obserwuje 
się redystrybucję białek błonowych, takich jak receptory konkanawaliny A i acetylocholiny 
[32, 36]. Receptory te gromadzą się po katodalnej stronie komórki. Rezultat ten zaskakuje, 
gdyż większość glikoprotein obdarzonych jest ładunkiem ujemnym w fizjologicznym pH. 
Stwierdzono jednak, że potraktowanie komórek neuramidazą, która usuwa kwasy sjalowe z 
białek i zmienia ich ładunek elektryczny, nie zmienia orientacji mioblastów w polu elektry
cznym [26] ani też elektrotropizmu komórek nerwowych [22].

Stosowanie nieorganicznych blokerów kanałów wapniowych, takich jak jony Co2+ i La3+, 
hamuje prostopadłe ustawianie się mioblastów w stosunku do linii sił pola elektrycznego [25, 
26]. Znosi też efekt naprowadzania i elektrotaksji komórek nerwowych [22] i keratynocytów
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Rys. 2. Mechanizm oddziaływania zewnętrznego pola elektrycznego na komórki: (A) pole elektryczne powoduje 
powstanie gradientu potencjału elektrycznego, który jest przyczyną hyperpolaryzacji błony komórkowej po stronie 
anody i depolaryzacji po stronie katody, w ten sposób powstają siły wymuszające asymetryczny (większy po stro
nie anody) napły w jonów C a2+ do komórki przez potencjałowo niezależne kanały wapniowe; (B) gdyby przyjąć, że 
napływ jonów Ca~+ do komórki odbywa się przez zależne od potencjału kanały wapniowe, wówczas zwiększony 
napływ zachodzi po stronie zdepolaryzowanej komórki (strona katodalna); (C i D) zewnętrzne pole elektryczne po
woduje również redystrybucję naładowanych komponentów błonowych; te obdarzone ładunkiem ujemnym grom a
dzą się po anodalnej stronie komórki (C), natomiast komponenty naładowane dodatnio gromadzą się po katodalnej

stronie (D)

[4] w polu elektrycznym. Onuma i Hui [31 ] badali wpływ blokerów kanałów wapniowych na 
migrujące w polu elektrycznym fibroblasty. Wykazali, że organiczny bloker D-600 hamuje 
efekt polaryzacji kształtu fibroblastów wywołany polem elektrycznym, powoduje zmniejsze
nie się liczby migrujących komórek z 96% do 13% oraz obniżenie się ich prędkości migracji. 
Podobny efekt zachodzi, choć z mniejszym nasileniem, w obecności antagonisty kalmoduliny 
-  trifluoroperazyny. Zaobserwowali oni również, że wywołana zewnętrznym polem elektry
cznym reorganizacją cytoszkieletu jest zahamowana po dodaniu blokerów kanałów wap
niowych (D-600, Co2+) oraz trifluoroperazyny. Takie organiczne blokery jak  diltiazem i 
nifedipina, nie powodują zmiany odpowiedzi komórek nerwowych [22] i mioblastów [26] na 
zewnętrzne pole elektryczne. Również jonofor wapniowy A23187 nie wpływa na zmianę 
orientacji neuronów, ale skojarzony z blokerami nieorganicznymi powoduje przeciwną od
powiedź -  neurony są naprowadzane w stronę anody.
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McCaig w 1989 r. zaproponował następujący mechanizm odpowiedzi komórek nerwo
wych [22] (rys. 3). W polu elektrycznym napływ jonów Ca2+ do rosnących wierzchołków 
neurytów następuje od strony katody, gdyż od tej strony gromadzą się kanały wapniowe w 
wyniku lateralnej dyfuzji. Po zastosowaniu blokerów kanałów (Co +) napływ jonów wapnia 
nie występuje, brak też odpowiedzi komórek nerwowych. Obecność jonoforu A23187 nie 
wpływa na zmianę odpowiedzi, natomiast jonofor w obecności blokerów kanałów wapnio
wych powoduje napływ jonów Ca2+ od strony przeciwnej (od strony anody). Tłumaczyłoby 
to, dlaczego komórki nerwowe są naprowadzane w tych warunkach w stronę elektrody 
dodatniej.

Nie można jednak wykluczyć udziału receptorów w naprowadzaniu komórek nerwowych 
w polu elektrycznym. Dodatniemu elektrotropizmowi w stronę katody towarzyszy asymetry-

Rys. 3. Model wyjaśniający mechanizm oddziaływania zewnętrznego pola elektrycznego na komórki nerwowe: 
(A) napływ jonów Ca"+ do wierzchołka wzrostu w polu elektrycznym odbywa się przez kanały wapniowe (O ) gro

madzące się głównie po stronie katody; (B) po zablokowaniu kanałów wapniowych jonami Co2+ ( • )  napływ jo 
nów wapniowych nie zachodzi i brak jest odpowiedzi komórek; (C) wbudowanie jonoforu wapniowego A23187

(O) nie zakłóca odpowiedzi neuronów; (D) zablokowanie kanałów przez jony Co2+ oraz wbudowanie jonoforu po
woduje odwróconą reakcję komórek nerwowych (wg [17] zmodyfikowane)
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czna dystrybucja receptorów, a związanie ich z konkanawaliną A hamuje efekt naprowadzania 
[22, 24, 33].

Cykliczny AMP może mieć także udział w regulacji ruchliwości wierzchołków wzrostu 
neurytów i ich odpowiedzi na czynniki stymulujące [16]. Forskolina, która aktywuje cyklazę 
adenylową, przyspiesza niemal dwukrotnie wydłużanie się wierzchołków neurytów [24]. 
Sugeruje to współdziałanie systemów zależnych od cAMP i Ca2+ w odpowiedzi komórek 
nerwowych na czynniki naprowadzające.
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FOTOREAKCJE U ORZĘSKÓW 
BLEPHARISMA  I STENTOR

PHOTOREACTIONS IN BLEPHARISMA AND STENTOR CILIATES

Stanisław FABCZAK, Hanna FABCZAK 

Zakład Biologii Komórki Instytutu Biologii Doświadczalnej PAN w Warszawie

Streszczenie. Orzęski Blepharisma japonicum  i Stentor coeruleus unikają światła i gromadzą się w zacienionych 
miejscach (fotodyspersja). Zjawisko to zachodzi dzięki występowaniu rewersji ruchu rzęskowego na przemian z 
płynięciem komórki do przodu, co w rezultacie powoduje zmianę kierunku płynięcia komórki i ucieczkę z oświetlo
nego obszaru (reakcja fotofobowa). Reakcji fotofobowej u obu orzęsków towarzyszy przejściowa depolaryzacja błony 
komórkowej (potencjał fotoreceptorowy). Potencjał ten jest zapoczątkowany przez procesy fotochemiczne zachodzą
ce w barwniku komórki. W ielkość tej depolaryzacji rośnie wraz ze wrostem natężenia bodźca. Potencjał receptorowy 
o odpowiednio wysokiej amplitudzie może wywołać błonowy potencjał czynnościowy, który przy bodźcach o 
wyższym natężeniu i dłuższym czasie trwania może przejść w przedłużoną depolaryzację błony. Potencjał czynno
ściowy i depolaryzacja skorelowane są odpowiednio z momentem wystąpienia i czasem trwania reakcji fotofobowej. 
Jonowy mechanizm powstawania potencjału fotoreceptorowego nie jest wyjaśniony, natomiast za potencjał czynno
ściowy u obu omawianych orzęsków są odpowiedzialne jony wapnia.

Summary. Blepharisma japonicum  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. W hen 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 o f the photoreceptor potentials in both cells is not clear yet, whereas action 
potentials are generated mainly by influx of calcium ions.

I. FOTOREAKCJE KOMÓREK

Reakcje organizmów żywych na działanie bodźców zewnętrznych stanowią jedną z 
ważniejszych funkcji fizjologicznych, umożliwiających im stały kontakt ze środowiskiem 
zewnętrznym. Zjawisko reakcji na działanie światła wśród komórek pierwotniaczych jest 
znane od dosyć dawna. Jennings [18] i niezależnie Mast [23] jako pierwsi obserwowali, że 
orzęski Stentor znajdujące się w nierównomiernie oświetlonym środowisku, gromadzą się 
głównie w miejscach zacienionych. Później podobne zjawisko, nazywane fotodyspersją,
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opisane zostało przez Giese [12] dla komórek Blepharisma. Na zjawisko fotodyspersji u obu 
pierwotniaków składają się trzy specyficzne reakcje ruchowe, tj. reakcje fotofobowa, fotota- 
ktyczna oraz fotokinetyczna. Reakcja fotofobowa składa się, z kolei, z trzech etapów (rys. 1):

(a) występującego, z pewnym opóźnieniem, zatrzymania się komórki,
(b) płynięcia komórki przez krótki czas do tyłu (rewersja ruchu rzęskowego),
(c) ponownego ruchu komórki do przodu w nowym kierunku w stosunku do kierunku 

pierwotnego [22,25,35,43].

Rys. 1. Schematyczna ilustracja reakcji fotofobowej u orzęsków (A) Blepharisma i (B) Stentor, swobodnie porusza
jące się w ciemności komórki (komórki zakropkowane) poddane działaniu światła (komórki niekropkowane) przez 
określony czas (od strzałki a do strzałki b) reagują, z opóźnieniem (top), zatrzymaniem się, rewersją ruchu rzęskowe- 
go (trew) i ponownym, w nowym kierunku, ruchem do przodu; pozycje obu orzęsków zostały naszkicowane według 
oryginalnych zapisów magnetowidowych ruchu komórek w środowisku hodowlanym w temperaturze ok. 10 °C, re

gularne odstępy czasowe pomiędzy poszczególnymi pozycjami komórek wynoszą ok. 0,3 s

Opóźnienie reakcji fotofobowej i rewersja ruchu rzęskowego są zależne od natężenia 
bodźca i im wyższe jest natężenie światła, tym krótsze jest opóźnienie i przez dłuższy czas 
komórki poruszają się do tyłu. Rewersja ruchu rzęskowego, występująca podczas odpowiedzi 
fotofobowej, jest reakcją typową dla orzęsków i może być wywołana szeregiem innych 
bodźców. Jennings [18] nazwał ten charakterystyczny sposób zachowania się komórek 
"reakcją ucieczki". Przebieg reakcji fotofobowej u Blepharisma i Stentor różni się znacznie 
od ich odpowiedzi na działanie bodźca mechanicznego, przede wszystkim wielkością o- 
późnienia, z jakim występuje reakcja. U Stentor i Blepharisma, podobnie jak u orzęsków nie 
wykazujących zdolności do fotorecepcji, "reakcja ucieczki" wywołana bodźcem mechani-
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Rys. 2. Oscyloskopowy zapis zmian potencjału błonowego (EHon) u (A) Blepharisma i (B) Stentor podczas stym u
lacji komórek impulsami światła (Istim); (A): potencjały receptorowy (a-c) i receptorowy łącznie z potencjałem 
czynnościowym (d-f) wywołane impulsami światła monochromatycznego (580 nm, 45 s) o następujących natęże
niach (1018 fotonów • n f  ): (a) 1,39, (b) 2,09, (c) 3,64, (d) 6,76, (e) 10,36, (f) 15,39; spoczynkowy potencjał błono
wy w płynie hodowlanym: -5 8  mV, pH 5,8, 12°C; (B): zmiany błonowego potencjału spoczynkowego w pojedyn
czej komórce Stentor były indukowane impulsami światła monochromatycznego (610 nm) trwającego 4 s (f) i na
tężeniach (1018 fotonów • m-2): (a) 0,32, (b) 0,72, (c) 1,04, (d) 1,75, (e) 3,23; zapisy od (a) do (b) przedstawiają od
powiedź błony w postaci tylko potencjału receptorowego; zapis w (e) -  potencjał czynnościowy łącznie z poten
cjałem receptorowym o aplitudzie ok. 12 mV; spoczynkowy potencjał błonowy w płynie hodowlanym: -5 3  mV, 
pH 7,2, 9,2°C; (C) -  schematyczna ilustracja przebiegu w czasie potencjału błonowego (EHon) podczas stymulacji 
impulsem światła (Istim) z zaznaczeniem opóźnienia potencjału czynnościowego (t ) i czasem trwania opóźnionej

depolaryzacji ( t ^ )
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cznym pojawia już po kilku milisekundach od momentu zapoczątkowania tej stymulacji [27, 
30, 44]. Natomiast opóźnienie reakcji fotofobowej dla komórek Stentor wynosi 0,1-0,2 s, a 
u Blepharisma -  ok. 1 s [17,22,43]. Tak duże różnice między opóźnieniem reakcji na bodźce 
świetlny i mechaniczny, pomimo że końcowa reakcja komórki jest taka sama (rewersja ruchu 
rzęskowego), sugerują, że fototransdukcja może mieć odmienny przebieg niż mechanotrans- 
dukcja.

Reakcje fototaktyczne obserwowano, jak dotychczas, tylko w komórkach Stentor [36]. 
Komórki poruszające się w zogniskowanej wiązce światła płyną od źródła światła, wzdłuż 
linii jego rozchodzenia się zarówno w obszarach, gdzie wiązka jest zbieżna, jak i w tych, gdzie 
jest rozbieżna. Mechanizm reakcji fototaktycznej nie jest dokładnie zbadany, lecz istnieje 
przypuszczenie, że reakcja ta może składać się z szeregu kolejnych krótkotrwałych rewersji 
rzęskowych [40].

Fotokineza występuje u obu orzęsków i polega na zmianie szybkości poruszania się 
komórek w zależności od natężenia światła; im komórki są silniej oświetlone, tym wyższa jest 
średnia szybkość ich pływania [16,22,25].

W orzęskach Blepharisma i Stentor nie cała powierzchnia komórki jest jednakowo 
wrażliwa na działanie światła. Punktowe oświetlanie różnych rejonów komórki pozwoliło 
stwierdzić, że z większą łatwością reakcję fotofobową można wywołać oświetlając część 
frontalną komórki. Natomiast przy posuwaniu się ku tyłowi czułość na światło obniża się, a 
oświetlanie jej tylnego końca nie wywołuje reakcji fotofobowej [11,22,24,45]. W przeciwień
stwie do powyższych obserwacji fotokineza może być wywołana z jednakowym skutkiem bez 
względu na to, jaka część komórki Blepharisma jest oświetlana [22,24]. Wydaje się więc, że 
procesy powstawania reakcji fotofobowej i fotokinetycznej mająodmienny przebieg. Ponadto, 
doświadczenia spektroskopowe dostarczyły dowodów na to, że prawdopodobnie inny fotore- 
ceptor jest odpowiedzialny za fotokinezę w komórkach Stentor [16]. Analiza widma czynno
ściowego fotokinezy dla tych orzęsków wykazuje, że maksymalna aktywność fotokinetyczna 
występuje przy oświetlaniu komórek światłem o długości fali 680 nm. Występowanie reakcji 
fotofobowych przy tej długości fali u Blepharisma i Stentor jest znacznie zredukowane (rys.
3) [5,6].

Widmo czynnościowe reakcji fotofobowej dla komórek Stentor, wyznaczone z zależności 
częstotliwości występowania tej reakcji od natężenia bodźca dla różnych długości światła 
monochromatycznego, wykazuje, że komórki te są najbardziej czułe na światło czerwone, 
gdzie występuje obszerne maksimum przy 610 nm [35]. Podobne jest również widmo 
określone dla reakcji fototaktycznej u tego orzęska [36] jak i widmo absorpcyjne zawiesiny 
całych komórek Stentor, czy też preparatów wodnych zawierających wyizolowany pigment 
-  stentorinę [21]. Dla komórek Blepharisma zachodzi również analogiczna korelacja, z jednej 
strony między charakterem widma czynnościowego reakcji fotofobowej i widma określonego 
dla opóźnienia rewersji ruchu rzęskowego, a z drugiej, z widmem absorpcyjnym pigmentu 
komórkowego -  blefarisminy [13, 34]. Obserwowane więc wyraźne podobieństwa powy
ższych widm czynnościowych i absorpcyjnych są zgodne z hipotezą, że pigment komórkowy, 
blefarismina u Blepharisma, a stentorina w komórkach Stentor są komórkowymi fotorecep- 
torami, zapoczątkowującymi procesy, które w końcowym efekcie wywołują obserwowane w 
tych orzęskach fotofobowe reakcje [11,37]. Pigment komórkowy w obu pierwotniakach jest 
zlokalizowany w specyficznych granulach i jak stwierdzono w badaniach spektroskopowych, 
zawiera chromofor, będący pochodną hiperycyny [11,37]. Te pigmentowe organelle mają 
średnicę ok. 0,3 firn i nadają komórkom Stentor niebieskozielony, a Blepharisma -  różowy
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kolor. Granule znajdują się tuż pod ich pellikulą 
w pobliżu rzęskowych ciałek bazalnych i są roz
mieszczone w całej komórce w regularnych rzę
dach leżących na przemian z rzędami kinet 
[12,14,20,28,32].

W doświadczeniach z preparatami wodnymi 
zawierającymi wyizolowane granule pigmento
we z obu orzęsków, zaobserwowano, że w tra
kcie naświetlenia barwnika następuje wyraźne 
zakwaszanie roztworu [26,41]. Zjawisko to 
związane jest z uwalnianiem jonów wodoro
wych do roztworu podczas fotoaktywacji pig
mentu [37,39]. Pokazano także dla całych 
komórek, że obniżanie pH w środowisku lub 
wprowadzenie do środowiska protonoforów,
FCCP lub TPMP, silnie hamuje fotoreakcje za
równo u Blepharisma, jak i u Stentor [8,35,36].
Powyższe dane doprowadziły do powstania hi
potezy, że deprotonacja barwnika może być 
wstępnym krokiem w procesie komórkowej 
transdukcji sygnału świetlnego w tych komór
kach i wywołania reakcji fotofobowej w końco
wym etapie tego procesu [29,37,40].

Szereg doświadczeń z udziałem blokerów 
kanałów wapniowych lub wapniowych jonofo- 
rów w środowisku wskazuje na istotną rolę rów
nież jonów Ca2+ w procesie fototransdukcji u 
Stentor i Blepharisma. Inkubacja komórek w 
roztworach o niskim stężeniu Ca~+ lub zawiera
jących verapamil, pimozyd czy diltiazem, hamuje występowanie reakcji fotofobowych w 
badanych orzęskach, a także reakcję fototaktyczną u Stentor [2,8]. Odwrotny efekt wywiera 
obecność w środowisku jonoforu wapniowego, A23187, lub jonomycyny [2,8,31].

Rys. 3. Zestawienie widm dla (a) potencjału foto- 
recepcyjnego, (b) występowania reakcji fotofobowej 

u (A) Blepharisma i (B) Stentor, strzałkami ozna
czono długość fali, przy której czułość komórek na 

działanie światła jest największa

II. ZM IA N Y  ELEK TR Y CZN E NA BŁO N IE

Pierwsze próby badania jonowych mechanizmów reakcji fotofobowej podjęte były w 
komórkach Stentor przy wykorzystaniu wewnątrzkomórkowych mikroelektrod szklanych 
wprowadzonych do dużej wakuoli [43]. Doświadczenia te pozwalały na rejestrację względ
nych zmian elektrycznych na błonie komórki i wykazały powstawanie przejściowej depola
ryzacji błony (potencjał fotoreceptorowy) podczas skokowego wzrostu natężenia światła. 
Odpowiednio silna stymulacja światłem mogła wywołać potencjał czynnościowy i rewersję 
ruchu rzęskowego. Podobne próby pomiarów elektrofizjologicznych przeprowadzono dla 
komórek Blepharisma, jednakże uzyskane wyniki nie były wystarczająco dokładne ze wzglę
du na proces szybkiego izolowania mikroelektrody od cytoplazmy oraz intensywnej wakuo-
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lizacji cytoplazmy podczas pomiarów [1]. Usiłowano później ominąć powyższe trudności z 
rejestracją potencjału błonowego u Blepharisma, określając pośrednio ten potencjał na pod
stawie rozkładu jonów TPP+ (tetrafenylofosfonianu) na błonie cytoplazmatycznej [15]. TPP+ 
łatwo przenika przez tę błonę i rozkład TPP+ zachodzi zgodnie z formułą Nemsta [19]. Zmiany 
poziomu tego kationu w środowisku były mierzone za pomocą zewnętrznej elektrody sele
ktywnej dla TPP+. Otrzymane rezultaty wskazują jednakże, że metoda ta w przypadku 
komórek pierwotniaczych nie jest zbyt precyzyjna. Obliczony w tej pracy potencjał spoczyn
kowy błony komórkowej (ok. -140 mV) u Blepharisma wydaje się być zbyt wysoki, a jego 
zmiany w czasie zbyt wolne. Potencjał błonowy, jak wynika z wcześniejszych pomiarów 
elektrofizjologicznych u Blepharisma [4], nie przekracza, w typowych warunkach doświad
czalnych, wartości -6 0  mV, co również jest obserwowane u Stentor [44] i u innych orzęsków 
[3,27,30].

Dokładniejsze dane dotyczące zmian elektrycznych na błonie u Stentor i Blepharisma 
uzyskano ostatnio stosując pomiary elektrofizjologiczne w zmodyfikowanych warunkach 
doświadczalnych [4,44]. Rejestrację przeprowadzano za pomocą typowych mikroelektrod 
wewnątrzkomórkowych wprowadzonych bezpośrednio do cytoplazmy komórki znajdującej 
się w środowisku o obniżonej temperaturze. Adaptowane do ciemności orzęski Blepharisma 
i Stentor mają błonowy potencjał spoczynkowy wynoszący ok. -50  mV, generowany głównie 
przez jony potasu [4,8,44]. Impuls świetlny w takich komórkach wywołuje potencjał fotore- 
ceptorowy, którego amplituda wzrasta wraz z wielkością bodźca aż do wartości nasycenia 
przy ok. 25 mV [5, 6 , 9 ,10] (rys. 2). Generacja potencjału receptorowego zachodzi zawsze z 
opóźnieniem w stosunku do początku impulsu. Opóźnienia w stosowanych warunkach do
świadczalnych wynoszą dla Stentor średnio ok. 0,5 s (10°C), a dla Blepharisma -  2-5  s (12°C). 
Jeżeli stosowany bodziec świetlny jest wystarczająco silny, to amplituda potencjału recep
torowego może przekroczyć wartość progową depolaryzacji błony komórki (próg pobudzenia 
błony) i wywołać potencjał czynnościowy. Szybkość narastania potencjału czynnościowego 
jest również zależna od siły bodźca i jego opóźnienie względem początku impulsu zmniejsza 
się wraz ze wzrostem intensywności tego bodźca. W przypadku krótkotrwałych impulsów 
świetlnych u obu komórek repolaryzacyja potencjału czynnościowego jest natychmiastowa. 
Natomiast bodźce o wydłużonym czasie działania powodują dłuższe w czasie zmiany elektry
czne na błonie komórkowej. W tym ostatnim przypadku elektryczna reakcja składa się z 
potencjałów receptorowego, czynnościowego, a dodatkowo ma jeszcze miejsce tzw. o- 
późniona depolaryzacja, której czas trwania jest także uzależniony od amplitudy i czasu 
trwania bodźca. Oświetlenie komórek światłem ciągłym wywołuje podobne odpowiedzi 
elektryczne błony, jak w przypadku dłuższych impulsów światła z tym, że amplituda o- 
późnionej depolaryzacji maleje w czasie mimo trwania stymulacji. Zjawisko to jest prawdo
podobnie związane z procesem adaptacji komórki do światła ciągłego. Orzęski adaptowane 
do silnego światła nie generują potencjału fotoreceptorowego i tym samym brak jest reakcji 
fotofobowej nawet przy stymulacji komórek silnym światłem [8 ]. Podobne zjawisko adaptacji 
obserwuje się także w komórkach fotoreceptorowych kręgowców [33].

Analogicznie jak w przypadku widma czynnościowego reakcji fotofobowej widmo czyn
nościowe określone dla potencjału fotoreceptorowego obu komórek wykazuje, że najwyższa 
czułość komórki występuje przy świetle czerwonym (rys. 3). Maksymalne amplitudy poten
cjału receptorowego można uzyskać w komórkach Stentor i Blepharisma, stymulując je, 
odpowiednio, światłem monochromatycznym o długości fali 610 lub 580 nm. W podobnym
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widmie czynnościowym dla Blepharisma występują również trzy wartości maksymalne przy 
540, 580 i 600 nm [5, 6 ].

Analiza przebiegu reakcji fotofobowej obu komórek dokonana w identycznych warunkach 
jak doświadczenia elektrofizjologiczne (obniżona temperatura) wykazała, że wielkość o- 
późnienia potencjału czynnościowego i rewersji ruchu rzęskowego są zbliżone, należy więc 
przypuszczać, że moment generacji potencjału czynnościowego odpowiada początkowi re
akcji fotofobowej, a koniec rewersji ruchu rzęskowego -  zakończeniu opóźnionej depola
ryzacji błony [5,6]. Porównanie widma czynnościowego reakcji fotofobowej z widmem 
czynnościowym dla reakcji elektrycznej u Stentor i Blepharisma pozwala stwierdzić, iż 
obserwowane zmiany w zachowaniu się ruchowym komórek w wyniku działania światła są 
poprzedzone, jak w przypadku i innych rodzajów stymulacji, zmianą potencjału błonowego 
komórki.

III. M ECH A N IZM  JON OW Y REAKCJI FO TO FO B O W EJ

Rezultaty wstępnych doświadczeń za pomocą techniki potencjostatycznej oraz jonowej 
substytucji wykazują, że błonowy potencjał czynnościowy określany jest u obu orzęsków 
głównie przez jony wapnia i nie wykazuje zależności od zmian w stężeniu jonów K+ lub CT 
w środowisku [8,44]. Podobne mechanizmy warunkują generację potencjału czynnościowego 
również u innych orzęsków pozbawionych zdolności fotorecepcyjnych [3,30]. Do tej pory 
nie udało się jednak wyjaśnić jonowego mechanizmu odpowiedzialnego za wytwarzanie 
fotoreceptorowego potencjału błonowego u tych pierwotniaków. Wiadomo jedynie, że ten 
potencjał, generowany przez komórki Stentor i Blepharisma, charakteryzuje się innymi 
właściwościami niż typowe potencjały receptorowe obserwowane u orzęsków w odpowiedzi 
na stymulację mechaniczną. U Blepharisma i Stentor, jak wspomniano wcześniej, czas 
poprzedzający generację potencjału receptorowego podczas fotorecepcji jest znacznie dłuższy 
niż podczas generacji potencjału mechanoreceptorowego. Pokazano również, że komórki 
Stentor stymulowane mechanicznie w warunkach ustalonego potencjału błonowego wytwa
rzają skierowany do komórki prąd o amplitudzie do 40 n A, podczas gdy oświetlenie komórki 
indukuje maksymalny prąd ok. 1 nA [45]. Tak niski prąd, w warunkach stałego potencjału, 
występujący podczas fotorecepcji nie może więc tłumaczyć stosunkowo dużego potencjału 
fotoreceptorowego. Ponadto, kierunek prądu mechanoreceptorowego w komórkach Stentor 
może być zmieniony na przeciwny przy depolaryzacji błony powyżej 20 mV, natomiast prąd 
fotoreceptorowy jest całkowicie niezależny od poziomu jej depolaryzacji. U Blepharisma 
również nie obserwuje się wyraźnej zależności wielkości potencjału fotoreceptorowego od 
zmian stężenia szeregu testowanych jonów [8 ]. Powyższe fakty wykazują więc, że potencjał 
fotoreceptorowy badanych organizmów jednokomórkowych, Stentor i Blepharisma, nie jest 
wytwarzany przez wzrost przewodnictwa błonowego, tak jak to ma miejsce w przypadku 
potencjału mechanoreceptorowego, lub też procesu transdukcji sygnałów w komórkach 
fotoreceptorowych kręgowców [33]. Przypuszczalnie, u tych orzęsków, jak  sugeruje się 
ostatnio, indukowany światłem potencjał receptorowy jest wytwarzany w rezultacie stymula
cji aktywnego mechanizmu transportującego jony (pompy jonowej) [45]. Działalność pompy 
jonowej polegałaby na wymianie jednego H+, uwalnianego w wyniku aktywacji chromoforu 
[37,39], na jeden Ca2+ pochodzący ze środowiska. Takie przepływy jonów, w wyniku
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działania pompy, wytwarzałyby w efekcie wypadkowy prąd jonowy skierowany do komórki 
i tym samym następowałaby depolaryzacja błony komórkowej, co faktycznie jest obserwo
wane w obu omawianych komórkach pierwotniaczych, Blepharisma i Stentor.
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