. KOSMOS
1995, 44 (1): 99-113 ~Towd3ystie

PL ISSN 0023-4249 S ? ES

Wanda Kfopocka

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN
Pasteura 3, 02-093 Warszawa

ROLA WEWNATRZKOMORKOWEGO WAPNIA W RUCHU
AMEBOIDALNYM | W ZJAWISKACH Z NIM ZWIAZANYCH

MECHANIZM | REGULACJA LOKOMOCIJI

W Swiecie zywym wystepuja rézne rodzaje ruchu. Jednym z nich jest bardzo
rozpowszechniony ruch ameboidalny. Poruszajg sie nim nie tylko organizmy
jednokomorkowe, takie jak ameby, ale réwniez zwierzece komorki tkankowe.
Pomiedzy tymi komérkami wystepuja olbrzymie réznice biologiczne i morfologi-
czne. Jednak podczas migracji wszystkie wykazuja polaryzacje ruchowa, to
znaczy majg morfologicznie i funkcjonalnie zréznicowany przedni i tylny rejon
komorki, sa przytwierdzone do podtoza, rozwijajg przejsciowe organy lokomoto-
ryczne, zwane nibynézkami (pseudopodia) i wytwarzaja site motoryczna dzieki
aktywnosci kurczliwej aktomiozynowego cytoszkieletu, zwanego korteksem.
Tworzy on ciggta warstwe podscielajgca wewnetrzng powierzchnie btony komoér-
kowej i ma strukture trojwymiarowej sieci o konsystencji pétsztywnego zelu,
utworzonej z filamentéw F-aktyny powigzanych przez biatka sieciujgce.
W aktynowej sieci nieréwnomiernie sg rozmieszczone krotkie, grube filamenty
miozynowe oraz miozyna oligomeryczna, ktdra réwniez moze reagowac z F-akty-
na. W czasie lokomocji w tylnej strefie komoérki, a u ameb réwniez w wycofywa-
nych pseudopodiach, proces skurczu jest potgczony z zolifikacjg, to jest frag-
mentowaniem sieci (Taylor i WSp()’raut. 1979, Taylor i Fechheimer 1982)
Materiat powstaty w wyniku dezorganizacji aparatu kurczliwego, a wiec: nisko
oligomeryczna aktyna, G-aktyna, czasteczki miozyny oraz biatka regulujace, jest
przenoszony w postaci strumienia endo-
plazmatycznego do strefy frontalnej, gdzie
ulega ponownej zelifikacji (iys. 1) (Grebe-
cki 1986, Sstockem iHoffmann 1986) Pro-
cesy degradacji i rekonstrukcji warstwy
kurczliwej sg wiec rozdzielone pomiedzy
dwa bieguny komorki. Aktywnos¢ kurczli- A ..
wa warstwy kortykalnej pom:edzy mim: Rys. E:lrgforll G(‘Lrﬂaq‘rg'r'\grﬁﬂﬁam%eﬁg’p oF.
jest odpowiedzialna za generowanie sity kowe ektoplazma (ek). endoplazma
motorycznej (Grebecki 1981, 1982). Aby (en), hialoplazma (h). Strzatki wskazujg
mo8§fy powsta¢ mechaniczne efekty dziata- kierunek przeplywu endoplazmy.
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nia takiej sity aktomiozynowa sie¢ musi by¢ potgczona z btong plazmatyczng
bezposrednio badZ poprzez biatka taczace. W komorkach poruszajacych sie
ruchem ameboidalnym potaczenia aktyny z btong sa krétkotrwate, réwnie
szybko sie tworzg, jak i rozpadajg (Bershadsky i Vasiliev 1988). Dzieki swej
dynamice umozliwiajg zmiany ksztaltu komorki, wysuwanie i wycofywanie
pseudopodiow.

Kurczenie sie peryferyjnego cylindra stowarzyszone z jego stopniowa zolifi-
kacja to jeden z dwu najwazniejszych aspektéw ruchu ameboidalnego. Drugim
jest rytmiczne odklejanie sie warstwy mikrofrlamentéw od btony komorkowej,
zachodzace w wierzchotkach wysuwanych nibyndzek. Skurcz catej peryferyjnej
sieci aktynowej przyczepionej do btony podnosi cisnienie hydrostatyczne we-
whnatrz komorki. W miejscach, w ktdérych cytoszkielet jest oderwany od btony
wystepuje lokalny spadek cisnienia. W tym kierunku, zgodnie z prawami
hydrodynamiki, ptynie endoplazma i tam tworzy sie nowy front. Rytmiczne
odklejanie sie zrekonstruowanej warstwy mikrofilamentéw od btony w wierzchot-
kach wysuwanych pseudopodiéw powoduje wiec oscylacje gradientu ciSnienia
hydrostatycznego w komorce. Odbudowa sieci aktynowej potaczonej z btong,
a nastepnie jej skurcz prowadzi do zmniejszenia tego gradientu i zwolnienia lub
zatrzymania przeptywu endoplazmy oraz posuwania sie krawedzi czotowej.
Nastepne rozdzielenie kompleksu btona-cytoszkielet wywotuje kolejny lokalny
spadek cisnienia i przywrocenie albo przyspieszenie przeptywu endoplazmy oraz
progresji strefy wiodgcej (rys. 2) (Grebecki 1990). U Amoeba proteus cykl ten
powtarza sie Srednio co 2 sekundy (Grebecki 1990, 1991, 1994). Rozdzielenie
kompleksu btona-cytoszkielet zachodzi réwniez u Dictyostelium discoideum
(Spudich 1989), a takze w komoérkach tkankowych: frbroblastach (Heath 1983),
keratynocytach (Theriot i Mitchison 1991) i makrofagach (Hartwig iYin 1988).
Sugeruje sie, z e wkasnie strefa frontalna kontroluje zaréwno szybkos$é, jak
i kierunek lokomocji (Grebecki i wspotaut. 1981, Grebecki 1987).

Ruch amebowy wymaga niezwykle precyzyjnej kontroli, zaréwno transfor-
macji zol-zel-zol, jak i cyklicznych zmian zachodzgcych w wierzchotkach wysu-
wanych nibynézek. Regulacja interakcji miozyny z aktyna, Teologicznych wia-
Ssciwosci cytoplazmy oraz zjawisk zachodzgcych w strefach frontalnych jest
zalezna od [Ca2+]i. Omoéwiony wiec zostanie kolejno wptyw wapnia na funkcjo-

Rys. 2. Schemat funkcjonowania frontu ameby. A —
obkurczanie cylindra kortykalnego potaczonego z bto-
na: zatrzymanie przeptywu endoplazmy. B —odklejenie
warstwy kurczliwej od btony plazmatycznej: progresja
strefy wiodgcej. Ektoplaznra (ek), endoplazma (en), front
(F) Wedl’ug A. G rebecki 1990.
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nowanie samego cytoszkieletu, a nastepnie rola jakag ca petni w cyklicznych
zjawiskach obserwowanych w strefach czotowych migrujacych komérek.

W procesach zelifikacji biorg udziat biatka sieciujagce F-aktyne. Zolifikacja
natomiast jest konsekwencja dysocjacji tych biatek i dziatania biatek redukuja-
cych dtugos¢ mikrofilamentéw. Wykazano, ze biatka te przeprowadzajg odwra-
calng transformacje zol-zel w sposob zalezny od stezeniaw [Ca2+i. W warunkach
wzglednie wysokiego [Ca2+]i, tojest w uroidzie ameb dziatajg biatka rozluzniajgce
strukture zelu. Jedne z nich moga cig¢ mikrofilamenty, powodujac rozpadanie
sie trojwymiarowej sieci na mate agregaty, inne wigza sie z jednym z koncéw
filamentu aktywnego, zwanym po angielsku barbed-end czy monomerami akty-
nowymi determinujgc stopienn polimeryzacji aktyny. Z komérek tkankowych
wyizolowano bardzo wiele takich biatek (schiiwa 1981, Craig i Porrara 1982).
U ameb zidentyfikowano dotychczas biatka hamujace polimeryzacje G-aktyny.
sa to profilinai cytoplazmatyczna kinaza (Reichstein i Korn 1979, Mockrin
i Korn 1980, sonobe iwspoOtaut. 1986). Jednoczesnie, w warunkach wysokiego
[Ca2+]i, ktore aktywuje kinaze i umozliwia fosfoiylacje lekkiego taricucha miozy-
ny, formuje ona kroétkie, grube filamenty i wchodzi w interakcje z aktyng (c raig
i wspétaut. 1983, Tayior 1986). Proces zolifikacji potaczonej ze skurczem
w tylnej strefie komorki jest stowarzyszony z przechodzeniem frakcji cytoszkie-
letalnej i biatek regulujacych do puli ptynnej endoplazmy. W strefie frontalnej,
gdzie [Ca2Hi jest nizsze, zdepolimeryzowana aktyna, ktéra dociera tu wraz ze
strumieniem endoplazmy, ulega repolimeryzacji (korn 1982). Jest to mozliwe
dzieki uwalnianiu biatek hamujacych polimeryzacje. Jednoczesnie biatka sieciu-
jace, ktére nie wymagaja obecnosci jonéw wapnia formujg z mikrofilamentow
ektoplazmatyczny zel (rys. 3). Grube filamenty miozyny ulegaja dysocjacji.

W komérkach niemiesniowych, w przeciwienstwie do komérek miesni, biatka
biorgce udziat w skurczu zmieniajg miejsce w komoérce. Podczas lokomociji stale
przemieszczajg sie w strumieniu endoplazmy w kierunku frontu iwraz z warstwag
kortykalng ku strefie uroidalnej (G rebecki
1984, 1994). U Dictyostelium discoideum
stwierdzono, ze zmiana miejsca filamen-
téw miozyny Il w komércejest kontrolowa-
na przez poziom cytoplazmatycznego wa-
pnia oraz wewnagtrzkomérkowe pH. W mi-
grujacej amebie filamenty te sg skoncen-
trowane w tylnym rejonie komorki (vumu-
rRA iwspotaut. 1984), gdzie [Ca2+]ijest stale
podwyzszone, aw czasie podziatu znajduje
sie je w rejonie bruzdy (Kitanishi-Yumura
i Fukui 1989, Yumura i Fukui 1985) Gro-
madza sie takze w ograniczonych rejonach
korteksu pod skupieniami receptoréw
pOWIGr_ZChnIOWyCh (Condeelis 19_79)' mérki a stopniem polimeryzacji aktyny
Ostatnio Wykazano- ze uwalnianie miozy- odwracalng transformacjag zol — zel.
ny Il z korteksu Dictyosteliwn do endopla- Front (F), G — aktyna (a), F — aktyna
zmy jest hamowane przez jony wapnia i (fa), biatka sieciujace (bs). Wedtug l. H.
kalmodu”ne (Yumura i Kitanishi-Yumura HartwigiH. L. Yin 1988.

Rys. 3. Schemat zaleznosci pomiedzy
stezeniem Ca2+iw réznych strefach ko-
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1993). Podczas chemotaktycznej stymulacji cCAMP, to jest w stadium agregacji
komérek amebowych, wzrasta czasowo poziom cytoplazmatycznego wapnia
(Malchow i wspoétaut. 1987), a filamenty miozyny Il przechodzg z endoplazmy
do rejonu kortykalnego. Liu i Newel1 (1991) sugeruja, ze cGMP reguluje fosfo-
rylacje miozyny, a tym samym jej asocjacje z cytoszkieletem poprzez regulacje
naptywu Ca2+ do komodrki. Wzrost stezenia Ca2+ zaczyna sie w 6 sek. pd
rozpoczeciu stymulacji i maksimum osigga po 30 sek. (Bumann i wspétaut. 1984).
Przemieszczenie miozyny Il z endoplazmy do korteksu zachodzi po okoto 30 sek.
od momentu zadziatania CAMP (Nachmias i wspotaut. 1989), co Scisle odpowiada
maksimum wzrost u [Ca2+]i. W tym samym czasie ma miejsce kurczenie
i zaokraglanie sie komorek (Futrelte i wspétaut. 1982).

Pierwsze badania dotyczgce roli wapnia w regulacji struktury cytoplazmy
byly prowadzone w latach siedemdziesiatych i osiemdziesigtych na modelach
glicerynowych wielkich ameb, takichjak Chaos carolinensis czy Amoeba proteus,
izolowanej cytoplazmie tych ameb (lit. zob. Stockem i Ktopocka 1988), a takze
ekstrakcie z Dictyostelium discoideum (Condeelis i Taylor 1977). Wykazano, ze
dla reaktywacji modeli glicerynowych oraz indukcji strumienia endoplazmaty-
cznego w izolowanej cytoplazmie jest niezbedne stezenie Ca2+réwne temu, ktére
powoduje skurcz miesni, tojest okoto 10F6M (Ebashi | Endo 1968). Manipulujac
stezeniem Ca2+i MgATP mozna zmieniac stan izolowanej cytoplazmy lub ekstra-
ktu komoérkowego. Stezeniem progowym dla skurczu potaczonego z dezorgani-
zacja cytoszkieletu, a przy braku miozyny dla przejscia ze stanu zelu w zol, jest
7,0 x 10-7M. Optimum zelifikacji jest osiggane przy stezeniu okoto 3,0 x 10~8M
(rys. 4) (Taytor iwspotaut. 1973, Taylor i wspotaut. 1976, Hellewell i Taylor
1979, Taylor i Condeelis 1979, Sonobe i wspétaut. 1985). Przypuszcza sie, ze
jednym z mechanizmoéw kontrolujgcych transformacje zol — zel jest fosforylacja
kompleksu profilina/G-aktyna, katalizowana przez kinaze przy wysokim [Ca2Hi
i umozliwiajaca tworzenie F-aktyny (Sonobe i wspétaut. 1986). Badania prowa-
dzone na duzych amebach (Chaos carolinensis i Amoeba proteus) z utyciem
fluorescencyjnych wskaznikéw Ca takich jak ekworyna, czy fura-2 wykazaty
przestrzenne zréznicowanie [Ca2Hi w migrujacych komdrkach i potwierdzity
znaczenie tego jonu w ruchu ameboidalnym i niektérych zjawiskach z nim
zwigzanych (Taylor iwspOtaut. 1980, Kuroda i wspoOtaut. 1988, Gollnick
i wspotaut. 1991). Podczas lokomocji komérek Amoeba proteus [Ca2+]i w rejonie
uroidalnym utrzymuje sie zawsze na poziomie okoto 10" M, podczas gdy w strefie

Rys. 4. Schemat pokazujacy zwigzek pomiedzy skur-
czem i zolifikacja zelu aktynowego: A — zel aktynowy:
brak interakcji aktyny z miozyng, [Ca2+h réwne 3,0 x
10~8M; B — zolifikacja zelu aktynowego, interakcja bia-
tek biorgcych udziat w skurczu, [Ca2+]i rowne 7,0 X
10 7M. Filamenty aktynowe (fa), miozyna (m), biatka
sieciujgce (bs). Wedtug S. B. Hettewert i D. L. Tayior
1979.
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frontalnej wynosi okoto 10"8M. Ten stale utrzymujacy sie gradient wapniowyjest
skorelowany z rozktadem przeptywu strumienia cytoplazmy i kierunkiem loko-
mocji.

lJJwaza sie, ze zrédlem Ca2+ kontrolujgcego funkcjonowanie warstwy korty-
kalngj (Conen iDe Vries 1973, Stockem i Kiein 1979) moga by¢ ztogi wapniowe
zwigzane z btong plazmatyczna. Wykryto je u Amoeba proteus (Stockem iKiein
1979), Acanthamoeba castellanii (sobota 1985, sobota iwspotaut. 1977,1978),
a takze u Dictyostelium discoideum (De Chastettier I Ryter 1981, 1982).
U Dictyostelium te lokalnie ograniczone miejsca wigzania Ca2+ sg szczegolnie
liczne w rejonach komorki, w ktérych btona podscielona jest siecig mikrofila-
mentdéw, awiec w filopodiach i kubkach fagocytarnych (pe Chastettier i Ryter
1981). U Amoeba proteus sa obecne w tylnym rejonie komorki, a wiec tam gdzie
poziom wolnego wapniajest stale podwyzszony. Sugeruje sie, ze magazyny te sa
formowane w rejonach ze zwiekszong przepuszczalnoscig btony komérkowej dla
Ca2+ (stockem I Kiein 1979). By¢ moze sg one zwigzane z domenami btony
plazmatycznej, w ktérych zbieraja sie kanaty wapniowe. Badania elektrofizjolo-
giczne wykazaly ciagty naptywjonow Ca2+w tylnej strefie komorki i ich usuwanie
w rejonie przednim (Kontreiber i Jaffe 1990, Nucciterti i wspolaut. 1977) .

Oprécz utrzymujacego sie stale przestrzennego zréznicowania stezenia wol-
nego wapnia, w migrujgcych komorkach obserwuje sie réwniez lokalne, sponta-
niczne zmiany poziomu tego jonu. Wykazano, ze podczas ruchu duzych ameb
[Ca2+i w ich strefach czotowych wzrasta rytmicznie co 1-4 sek. (Tayilor
i wspétaut. 1980). Poniewaz odrywanie sie kolejnych warstw aktynowych spod
btony powtarza sie co okoto 2 sek., sugeruje sie, ze wzrost [Ca2+]i bezposrednio
pod btong frontalng powoduje rozdzielenie kompleksu btona-cytoszkielet (G re-
becki 1994). Powstaje w ten sposéb gradient cisnienia hydrostatycznego, kon-
trolujacy zaréwno kierunek, jak i tempo lokomocji. Gdy stezenie wapnia spada
jest mozliwa reorganizacja cytoszkieletu pod btong frontu. Réznice cisSnienia
zmniejszajq sie wowczas lub zanikaja, endoplazma ptynie wolniej lub zatrzymuje
sie, front przestaje sie posuwac i moze rozpocza¢ sie jego wycofywanie (rys. 2).
Na lokomocje ameb moga mie¢ wptyw rozmaite bodzce zaréwno fizyczne, jak
i chemiczne. Za pomoca pozytywnych bodzcéw chemicznych (Koronoda 1977)
czy swietlnych (G rebecki 1981), dziatajgcych lokalnie na powierzchnie Amoeba
proteus mozliwe jest formowanie nowych frontéw w dowolnym rejonie komorki.
Czynniki te powodujg bowiem destabilizacje potaczen blona-cytoszkielet, po-
przez wzrost [Ca2+]i ograniczony do strefy stymulacji i formowanie w tym miejscu
nowego frontu. Powstanie nowego frontu z kolei reorientuje polaryzacje ameby,
a tym samym zmienia kierunek jej migracji (Grebecka 1988). Wzrost [Ca2+li
obserwowano réwniez pod wpltywem chemotaktycznie pozytywnych bodzcow
przy krawedzi lamellipodiow komérek nabtonkowych (stronmeier i Bereiter-
Hahn 1984, Mittal i Bereiter-Hanhn 1985) oraz w strefach czotowych granulo-
cytéw (Sewyer i wspétaut. 1985, T ruett i wspOtaut. 1988) i fibroblastéw (o numa
i Hui 1988). Pozytywny bodziec chemiczny powoduje wzrost poziomu cytopla-
zmatycznego wapnia u amebowych form Dictyostelium (wick i wspotaut. 1978,
Matchow 1 Wspélaut. 1982, Fukui i Yumura 1986). Sugeruje sie, ze kontrola
ruchu u ameb bazuje wkasnie na lokalnych zmianach [Ca2+4i i zwigzanej z nimi
cyklicznej dezintegracji potaczen btona-cytoszkielet (G rebecki 1992).
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WAPN JAKO WTORNY PRZEKAZNIK W REAKCJACH AMEB
NA BODZCE ZEWNETRZNE

Nie tylko migracja ameb jest kontrolowana w sposob zalezny od stezenia
wolnego wapnia. Jest on zaangazowany w regulacje wszystkich zjawisk zwigza-
nych z aktywnoscia kurczliwg cytoszkieletu ameb, to jest endo- i egzocytozy,
cytokinezy, transportu receptoréw powierzchniowych, czy kontaktéw miedzyko-
morkowych. Wapn jest réwniez wtérnym przekaznikiem w reakcjach ameb
wywolywanych przez rozmaite bodzce, zaréwno czynniki chemotaktyczne, jak
Swiatto (UVj, czy induktoiy pinocytotyczne. Dla tych komérek bowiem reakcjg
jest zwykle zmiana kierunku lub szybkos$ci ruchu, zahamowanie lub podjecie
lokomaocji, czy pinocytoza. Zwigzane z Ca2+ reakcje na bodzce sg badane od
ponad stu lat. Wyniki dotyczace biochemicznej strony tych zjawisk pochodza
gtownie z badan na komérkach tkankowych. Ameby pozostajg przede wszystkim
obiektem eksperymentoéw fizjologicznych.

Dziatanie bodzZzca powoduje zwykle przejsciowy wzrost poziomu cytopla-
zmatycznego wapnia. Jest on wynikiem uwalniania Ca2+ z wewnatrzkomérko-
wych magazynoéw do cytoplazmy oraz naptywu tegojonu do komorki przez kanaty
wapniowe w blonie plazmatycznej. Mobilizacja wapnia we wszystkich typach
komoérek jest zwigzana z dziataniem trisfosfoinozytolu (inozytolo (I,4,5)trisfosfo-
ran, w skrécie InsP3) bedgcego produktem rozpadu fosfolipidéw inozytolowych
(wedtug Baranska 1992, Putney 1993). Ten wtorny przekaznik informacji poja-
wia sie w cytoplazmie w wyniku aktywacji okreslonej grupy receptoréw powie-
rzchniowych. Wzrostowi stezenia trisfosfoinozytolu towarzyszy zawsze wzrost
poziomu wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie poniewaz InsP3 uwalnia wapn
z cystern endoplazmatycznego retikulum (ER) poprzez wigzanie sie do specyfi-
cznych receptoréw w btonie tej organelli (wedtug Kwiatkowska 1986, Berridge
i Irvine 1989, Poddana i Baranska 1991). Receptor InsPR jest jednoczesnie
kanatem WapniOWym (Ferris 1989, Poddana | Baranska 1991) W Wyniku
konformacyjnych zmian, powodowanych przytaczeniem czasteczki przekaznika
(i 1989), otwiera sie i uwalnia Ca + do cytosolu (rys. 5).

Oproéznianie organelli magazynujgcych wapn jest sygnatem, ktory inicjuje
naptyw zewnatrzkomoérkowego Ca2+ do cytoplazmy. W komérkach pobudliwych
wapn naptywa zaréwno przez kanaty napieciowo-zalezne, jak i receptorowe; w
komérkach niepobudliwych, ktére nie posiadajg kanatéw wapniowych, regulo-
wanych przez zmiany potencjatu btonowego — przezjonowe kanaty receptorowe
(Tsien i Tsien 1990)

Mechanizm kontrolowania przepuszczalnosci btony plazmatycznej dlajonéw
wapnia pozostaje nadal kontrowersyjny. Badania prowadzone na limfocytach
(Khan | wspoOtaut. 1992) i zakonczeniach nerwowych komoérek wechowych
(Restrepo iWSpél'aUt. 1990, Katlinoski iWSpé’raut. 1992) Wykaza’ry, ze InsPR
stymuluje naptyw Ca2+ do komorki przez interakcje ze specyficznymi receptora-
mi zlokalizowanymi w btonie plazmatycznej. W 1990 roku putney sugerowat
istnienie dyfundujgacego przekaznika, uwalnianego z opréznionych magazynéw
wapniowych, ktéry inicjowatby naptyw Ca2+ do komdérki. Taki przekaznik wyizo-
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lowano ostatnio z limfocytOw (Randriamampita i Tsien 1993). Jest on uwalniany
do cytoplazmy i w mniejszym stopniu do srodowiska (rys. 5). Poniewaz powoduje
naptyw Ca2+ nie tylko do komérek, w ktérych jest produkowany, ale réwniez do
nieaktywowanych makrofagow i flbroblastéw, nazwano go Ca2+-influx factor
(CIF).
Rys. 5. Schemat mobilizacji Ca®"
w komorce spowodowany aktywa-
cjg receptora powierzchniowego
(R). Dziatanie agonisty prowadzi do
powstania InsPs. taczy sie on
z receptorem — kanatem (R InsP3)
w btonie endoplazmatycznego reti-
kulum (ER) i powoduje uwolnienie
Ca2+ z cystern ER do cytoplazmy
(C). Opr6zniony magazyn uwalnia
przekaznik (CIF), ktéry inicjuje na-
ptyw Ca2+ do komoérki przez kanaty
wapniowe (K). Cytoplazmatyczny
wapnjest ponownie transportowa-
ny do ER przez pompe wapniowg
(P). Btona plazmatyczna (BP). We-
d}ug J. W. Putney 1990.

U Dictyostelium discoideum stymulowanego cAMP {Cao ‘liwzrasta 2,6X (Saran
i wspotaut. 1994). Ze stymulacjg cyklicznym AMP jest zwigzane przechodzenie
komorek ze stanu wegetatywnego do stanu agregacji, wapn jest wiec zaangazo-
wany prawdopodobnie zaréwno w adhezje, jak i lokomocje matych ameb,
konieczng dla uformowania pseudoplazmodium. Poniewaz opisane doswiadcze-
nia prowadzono w $rodowisku pozbawionym Ca2+, wzrost poziomu tego jonu
w cytoplazmie musiat odbywac sie dzieki uwalnianiu go z magazynéw wewnatrz-
komérkowych (saran i wspoOtaut. 1994). Jednocze$nie wykazano, ze wzrost
[Ca2+]i rozpoczyna sie wczesniej niz naplyw tego jonu do komoérek. U
Amoeba proteus gwattowny, przejsciowy wzrost poziomu cytoplazmatycznego
Ca2+ wywotujg induktory pinocytotyczne, takie jak jony sodu (rys. 6) i potasu
oraz czynniki powodujgce powstawanie rozet: acetylcholina i chlorek choliny
(Ktopocka | Pomorski w przygotowaniu). Wzrost {Ca2+t jest zawsze skore-
lowany w czasie z zahamowaniem lokomocji, utratg adhezji i stopniowym
zaokraglaniem sie komorki (rys. 7). Zmiany te sg spowodowane silnym kurcze-
niem sie calej warstwy kortykalnej. Poniewaz pinocytoza u wielkich ameb
moze zachodzi¢ w Srodowisku bezwapniowym (Johansson | Josefsson 1978,
Stockem I Kiein 1988, Ktopocka | Grebecka 1985), wydaje sie, ze podobnie jak
u stymulowanego cAMP Dictyostelium i tutaj sygnat wapniowy jest wynikiem
uwalniania Ca2+ z wewnatrzkomérkowych magazynéw. Sugeruje sie, ze spadek
[Ca2Hi do poziomu sprzed stymulacji jest wynikiem ponownej sekwestracji
wapnia. W wielu typach komoérek niepobudliwych wykazano, ze przejsciowy
wzrost [Ca2+] } moze zachodzi¢ niezaleznie od naptywu Ca2+ (Rooney i WspOtaut.
1990, Lechieiter iWSpé‘I'aUt. 1991, Miyazaki 1991, DeListe | Welsh 1992)
Natomiast przy braku InsP3, sam naptyw Ca2+ do cytoplazmy nie generuje
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sygnatu wapniowego (Girard i Crapham 1993). Okazato siejednak, ze wewnatrz-
komadrkowe sygnaty wapniowe, ktére trwaja dtuzej niz kilka minut od momentu
stymulacji zaleza wkasnie od naptywu Ca + (Randriamampita i Tsien 1993).

Rys. 6. Wykres zmian stezenia cytoplazmatycznego wapnia w komérce Amoeba prote-
us wywotanych 125mM NacCl. Grot strzatki pokazuje moment podania induktora.

Klasyczna reakcjg komérek niepobudliwych na wiele bodZcéw jest czasowy,
gwattowny wzrost [Ca2+]i, po ktérym przez czasjakis utrzymuje sie podwyzszony
nieco poziom cytoplazmatycznego wapnia. Reakcja jest wiec dwufazowa — za
pik sg odpowiedzialne jony wapnia, uwalniane z magazynéw wewngtrzkomor-
kowych, utrzymujace sie plateau to wynik naptywu Ca2+ do komorki (Jacob
1990a) spowodowany wzrostem przepuszczalnosci btony plazmatycznej dla tego
jonu. Taki przebieg ma reakcja Amoeba proteus na induktory pinocytotyczne
(Na+i K4 (rys. 6). Utrzymujacy sie bardzo dtugo po indukcji podwyzszony poziom
wolnego wapnia w amebie jest prawdopodobnie odpowiedzialny za formowanie
pinocytotycznych pseudopodiéw. W niektérych komérkach efektem dziatania
pewnych agonistéw na receptory powierzchniowe jest lokalny wzrost [Ca2+]i,
falowo rozprzestrzeniajacy sie w komoérce. Uwaza sie, ze lokalne zmiany poziomu
wolnego Ca sg ograniczone do obszaréw cytoplazmy sasiadujacych z kanatami
wapniowymi w btonie plazmatycznej i ER (Jacon 1990a, Tsien | Tsien 1990).
Zjawisko falowego rozprzestrzeniania sie sygnatu wapniowego obserwowano po
raz pierwszy w komoérkach jajowych szkartupni (garre 1983). Wystepuje réwniez
w komorkach tkankowych (Tsien iPoenie 1986, Jacon 1990b), a takze u Amoeba
proteus (Ktopocka i Pomorskiw przygotowaniu) jako efekt dziataniajonéw sodu
(rys. 7) i chlorku choliny. Fale wapniowe mogg by¢ poprzedzane przez lokalny
wzrost [Ca2+i w jednym lub kilku miejscach inicjacji (Rooney i Thomas 1993).
Obecnie wiadomo, ze rozprzestrzenianie sie fal wapniowych nie jest wynikiem
dyfuzji Ca2+w cytoplazmie (wspotczynnik dyfuzji tego jonu jest zbyt niski). Ich
przenoszenie jest raczej wynikiem dyfuzji INsSP3 (Aribritton | Meyer 1993).
Wydaje sie, ze najbardziej prawdopodobnym mechanizmem propagowania fal
jest indukowane przez Ca2+ uwalnianie wapnia (wittiams 1993, Jaffe 1993).
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Wiele agonistow moze w komoérkach niepobudliwych, takich jak: hepatocyty
(Woods i wspétaut. 1986, 1987), komorki endotelialne (Jacob i wspétaut. 1988),
makrofagi (Kruskal i Maxfield 1987), czy oocyty (Cuthberson i Cobbold 1985,
Miyazaki | wspoétaut. 1987) indukowaé oscylacje wapniowe. Sg one w tym
przypadku konsekwencjg zjawisk zachodzacych w samej komorce, a nie jak
w komérkach pobudliwych wynikiem periodycznych depolaryzacji btony pla-
zmatycznej. Spontaniczne pulsacje wapniowe wystepujg w strefach czotowych
migrujacych ameb (Taylor i wspétaut. 1980). Uwaza sie, ze sg one wynikiem
cyklicznego uwalniania zwigzanego z btong wapnia.

Rys. 7. llustracje pokazujgce zmiany w rozmieszczeniu cytoplazmatycznego Ca u Amoeba
proteus po podaniu 125mM NaCl. Widoczne falowe rozprzestrzenianie sie sygnatu
wapniowego (c i d). Wzrost [Ca2+h skorelowany w czasie ze zmiang ksztattu komorki.

Mechanizmy zwigzane z powrotem poziomu Ca do stanu sprzed zadziatania
bodZca sg automatycznie uruchamiane przez podwyzszenie [Ca2+]i. Obejmuja
one usuwanie Ca2+ przez btone plazmatyczng na zewnatrz i zamykanie tegojonu
w magazynach wewnatrzkomoérkowych. Transport wapnia do wnetrza magazy-
néw i na zewnatrz komorek jest regulowany przez zalezng od jonéw Mg ATP-aze
(Ca2+Mg2+ATPaze), zwang pompa wapniowa. U ameb wapn jest akumulowany
w gltadkim ER przy [Ca2+le rownym 1CIBM (Reinold i Stockem 1972) oraz
w magazynach zlokalizowanych na cytoplazmatycznej stronie btony komorkowe;j.

Odebranie sygnatu wapniowego i uruchomienie proceséw odpowiedzialnych
za reakcje komorki jest funkcja wigzacych wapn biatek regulujacych. Wykryto
okoto 200 rodzajéw takich biatek (Heizmann 1991). Podzielono je na grupy
w zaleznosci od struktury i funkcjonowania (Kuznicki I Kordowska 1992).
Wszystkie one wigzg Ca2+w granicach stezen fizjologicznych i inicjuja réznorod-
ne reakcje komorek. Czytelnikow zainteresowanych dziataniem tych biatek
odsytam do ksigzki A. Tretyna (1994).

Reakcje komorek, ktérych podstawag jest skurcz, sg zwigzane zawsze
z aktywnoscig aktyny i miozyny. Znane sg dwa mechanizmy, za posrednictwem
ktorych Ca2+ reguluje interakcje tych biatek. W miesniach szkieletowych
i komoérkach miesnia serca Ca2+ inicjuje skurcz przez wigzanie sie do biatka
regulujacego — tropomiozyny C, znoszac hamujacy wptyw kompleksu troponi-
na-tropomiozyna na interakcje aktyny z miozyng (Greaser i Gergely 1971).
W komérkach miesni gtadkich i komérkach niemiesniowych regulacja ta jest
zwigzana z odwracalng fosforylacja lekkiego taricucha miozyny (Szent-Gyorgyi
i wspotaut. 1973), katalizowana przez specyficzne enzymy: kinaze i fosfataze
lekkiego tancucha (Adelstein | Conti 1976). Niezaleznie od mechanizmu regu-



108 W anda Ktopocka

lacji, interakcja aktyny z miozynag jest inicjowana przez [Ca2+]i w granicach od
1CT7 do 10 6M w obecnosci MgATP (Adelstein i wspotaut. 1977).

Od okoto 25 lat sg identyfikowane i badane biatka, ktore posrednicza
w zaleznej od Ca2+ regulacji interakcji aktyny z miozyna. Grupe takich bialek,
bardzo podobnych w strukturze i funkcjonowaniu, okresla sie wspo6lng nazwag
kalmoduliny (CaM). Kalmodulina jest najpowszechniej wystepujgcym biatkiem
wigzacym wapn. Zidentyfikowano jg w wielu zwierzecych komérkach tkanko-
wych i komoérkach roslinnych (wedtug T retyn 1994). Od lat prowadzi sie badania
nad specyfika dziatania tego biatka w komérkach r6znych gatunkéw pierwotnia-
kéw. Sa wsrod nich zaréwno wiciowce, orzeski, jak i zarodziowe (Kuznicki 1986).
Obecnos¢ CaM stwierdzono réwniez u Sluzowca Physarum polycephalum
(Kuznicki iwspotaut. 1977, 1979). Kompleks kalmodulina-wapn (CaM.Ca) akty-
wuje w sposob zalezny od Ca2+, bezposrednio albo posrednio wiele enzymatycz-
nych biatek. Moduluje wiec réznorodne funkcje komoérkowe: skurcz miesni
gtadkich, ruchy wici i rzesek, endocytoze, egzocytoze i kariokineze; odgrywa tez
waznag role w migracji komérek poruszajgcych sie ruchem ameboidalnym (patrz
U Hinrichsen 1993). Kalmodulina jest wlgczona w zalezng od Ca2+ regulacje
ruchliwosci polimorfonuklearnych neutrofili (Marks i wspétaut. 1991, Chatila
i wspotaut. 1989) i fibroblastow (Hahn i wspdtaut. 1992). Jest biatkowym
posrednikiem wigczonym w regulacje interakcji aktyny z miozyng u Amoeba
proteus (Kuznicki | wspotaut. 1977, 1979) i Acanthamoeba castellanii (Brzeska
i wspoétaut. 1992) co sugeruje, ze ma wplyw na zjawiska ruchowe w tych
komoérkach. U Dietyostelium discoideumwykazano jednak ostatnio, ze obnizenie
poziomu CaM powoduje zaburzenia w cytokinezie, ale nie hamuje lokomocji (Liu
i wspotaut. 1992). Moze to oznaczac, ze w tych komorkach kalmodulina niejest
bezposrednio wlgczona w procesy zwigzane z migracjg. Z drugiej strony jednak
wiadomo, ze w komdrkach Dictyostelium, podobnie jak w zwierzecych komér-
kach tkankowych, znajduja sie liczne biatka, ktére wchodzg w interakcje z CaM
(Maruta i wspotaut. 1983, Bennett i Condeelis 1988, Fukui i wspotaut. 1989,
Stul1 1988). Obecnie uwaza sie, ze CaM.Ca reguluje aktywnos$¢ kazdej komorki
eukariotycznej. Sugeruje sie réwniez, ze najwczesniejsza funkcjg kalmoduliny
w ewolucji Eukaryota byta. regulacja ruchliwosci (Means i wsp6taut. 1982). Ta
z kolei jest, jak wiadomo, integrujagcym komponentem wielu zjawisk biologicz-
nych od rozwoju do onkogenezy.

THE ROLE OF INTRACELLULAR CALCIUM IN AMEBOID MOVEMENT
AND RELATED PHENOMENA

Summary

Itis generally accepted that calcium is an essential factor in complicated movement phenomena
in amoebae, and that it controls sol-gel-sol transformations and triggers contraction. The internal
concentration of Ca2+ above 10”7M induces contraction and transformation of ectoplasmic gel into
endoplasmic sol at the uroid and in retracting pseudopodia. In the frontal aera where [CaZ2+]i is below
10”8M the reconstruction ofthe rigid gel occurs. The intracellular [Ca2+ligradients always correspond
to the direction of cytoplasmic streaming and to the characteristic pattern of ameboid movement. In
large amoebae, calcium ions are involved in controlling the reversible equilibrium between G- and
F-actin via profilin and cytoplasmic kinase.

External application of different stimuli abolishes the intracellular Ca2+ gradients existing
previously and, in consequence, influences the motor behaviour ofamoeba. The stimulation usually
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leads to a transient increase in cytoplasmic calcium level which triggers different responses of
amoebae.

Elevation of [Ca2+]i automatically actuates the mechanisms that pump Ca2+ out of the cytosol,
either out of the cell across the plasma membrane or into intracellular stores. In giant amnebae two
Ca2+ stores have been descried: internal plasma membrane-attached binding sites and elements of
the smooth endoplasmic reticulum.
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