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ROLA WEWNĄTRZKOMÓRKOWEGO WAPNIA W RUCHU 
AMEBO ID ALNYM I W ZJAWISKACH Z NIM ZWIĄZANYCH

M ECHANIZM  I R EG U LA C JA  L O K O M O C JI

W świecie żywym występują różne rodzaje ruchu. Jednym z nich jest bardzo 
rozpowszechniony ruch ameboidalny. Poruszają się nim nie tylko organizmy 
jednokomórkowe, takie jak ameby, ale również zwierzęce komórki tkankowe. 
Pomiędzy tymi komórkami występują olbrzymie różnice biologiczne i morfologi
czne. Jednak podczas migracji wszystkie wykazują polaryzację ruchową, to 
znaczy mają morfologicznie i funkcjonalnie zróżnicowany przedni i tylny rejon 
komórki, są przytwierdzone do podłoża, rozwijają przejściowe organy lokomoto
ryczne, zwane nibynóżkami (pseudopodia) i wytwarzają siłę motoryczną dzięki 
aktywności kurczliwej aktomiozynowego cytoszkieletu, zwanego korteksem. 
Tworzy on ciągłą warstwę podścielającą wewnętrzną powierzchnię błony komór
kowej i ma strukturę trójwymiarowej sieci o konsystencji półsztywnego żelu, 
utworzonej z filamentów F-aktyny powiązanych przez białka sieciujące. 
W aktynowej sieci nierównomiernie są rozmieszczone krótkie, grube filamenty 
miozynowe oraz miozyna oligomeryczna, która również może reagować z F-akty
ną. W czasie lokomocji w tylnej strefie komórki, a u ameb również w wycofywa
nych pseudopodiach, proces skurczu jest połączony z zolifikacją, to jest frag
mentowaniem sieci (Ta y l o r  i współaut. 1979, T a y l o r  i F e c h h e im e r  1982). 
Materiał powstały w wyniku dezorganizacji aparatu kurczliwego, a więc: nisko 
oligomeryczna aktyna, G-aktyna, cząsteczki miozyny oraz białka regulujące, jest 
przenoszony w postaci strumienia endo- 
plazmatycznego do strefy frontalnej, gdzie 
ulega ponownej żelifikacji (iys. 1) (G r ę b e - 
c k i  1986, S t o c k e m  i H o f f m a n n  1986). Pro
cesy degradacji i rekonstrukcji warstwy 
kurczliwej są więc rozdzielone pomiędzy
dwa bieguny komórki. Aktywność kurczli- „  , ^, , , , i . , . . Rys. 1. Schemat migracii Amoeba pro-wa warstwy kortykalnej pom.ędzy mm. ^  Urold (u) fron* (F)J Jądr0 ko^ ór.
jest odpowiedzialna za generowanie siły kowe ektoplazma (ek). endoplazma 
motorycznej (G r ę b e c k i  1981, 1982). Aby (en), hialoplazma (h). Strzałki wskazują 
mo§fy powstać mechaniczne efekty działa- kierunek przepływu endoplazmy.
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nia takiej siły aktomiozynowa sieć musi być połączona z błoną plazmatyczną 
bezpośrednio bądź poprzez białka łączące. W komórkach poruszających się 
ruchem ameboidalnym połączenia aktyny z błoną są krótkotrwałe, równie 
szybko się tworzą, jak i rozpadają (Bershadsky i Vasiliev  1988). Dzięki swej 
dynamice umożliwiają zmiany kształtu komórki, wysuwanie i wycofywanie 
pseudopodiów.

Kurczenie się peryferyjnego cylindra stowarzyszone z jego stopniową zolifi- 
kacją to jeden z dwu najważniejszych aspektów ruchu ameboidalnego. Drugim 
jest rytmiczne odklejanie się warstwy mikrofrlamentów od błony komórkowej, 
zachodzące w wierzchołkach wysuwanych nibynóżek. Skurcz całej peryferyjnej 
sieci aktynowej przyczepionej do błony podnosi ciśnienie hydrostatyczne we
wnątrz komórki. W miejscach, w których cytoszkielet jest oderwany od błony 
występuje lokalny spadek ciśnienia. W tym kierunku, zgodnie z prawami 
hydrodynamiki, płynie endoplazma i tam tworzy się nowy front. Rytmiczne 
odklejanie się zrekonstruowanej warstwy mikrofilamentów od błony w wierzchoł
kach wysuwanych pseudopodiów powoduje więc oscylacje gradientu ciśnienia 
hydrostatycznego w komórce. Odbudowa sieci aktynowej połączonej z błoną, 
a następnie jej skurcz prowadzi do zmniejszenia tego gradientu i zwolnienia lub 
zatrzymania przepływu endoplazmy oraz posuwania się krawędzi czołowej. 
Następne rozdzielenie kompleksu błona-cytoszkielet wywołuje kolejny lokalny 
spadek ciśnienia i przywrócenie albo przyspieszenie przepływu endoplazmy oraz 
progresji strefy wiodącej (rys. 2) (Grębecki 1990). U Amoeba proteus cykl ten 
powtarza się średnio co 2 sekundy (Grębecki 1990, 1991, 1994). Rozdzielenie 
kompleksu błona-cytoszkielet zachodzi również u Dictyostelium discoideum 
(Spudich  1989), a także w komórkach tkankowych: frbroblastach (Heath 1983), 
keratynocytach (Theriot i M itchison 1991) i makrofagach (Hartw ig  i Y in 1988). 
Sugeruje się, ż e właśnie strefa frontalna kontroluje zarówno szybkość, jak 
i kierunek lokomocji (Grębecki i współaut. 1981, Grębecki 1987).

Ruch amebowy wymaga niezwykle precyzyjnej kontroli, zarówno transfor
macji zol-żel-zol, jak i cyklicznych zmian zachodzących w wierzchołkach wysu
wanych nibynóżek. Regulacja interakcji miozyny z aktyną, Teologicznych wła
ściwości cytoplazmy oraz zjawisk zachodzących w strefach frontalnych jest 
zależna od [Ca2+]i. Omówiony więc zostanie kolejno wpływ wapnia na funkcjo-

Rys. 2. Schemat funkcjonowania frontu ameby. A — 
obkurczanie cylindra kortykalnego połączonego z bło
ną: zatrzymanie przepływu endoplazmy. B —odklejenie 
warstwy kurczliwej od błony plazmatycznej: progresja 
strefy wiodącej. Ektoplaznra (ek), endoplazma (en), front 
(F). Według A. G r ę b e c k i  1990.
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nowanie samego cytoszkieletu, a następnie rola jaką Ca pełni w cyklicznych 
zjawiskach obserwowanych w strefach czołowych migrujących komórek.

W procesach żelifikacji biorą udział białka sieciujące F-aktynę. Zolifikacja 
natomiast jest konsekwencją dysocjacji tych białek i działania białek redukują
cych długość mikrofilamentów. Wykazano, że białka te przeprowadzają odwra
calną transformację zol-żel w sposób zależny od stężenia w [Ca2+]i. W warunkach 
względnie wysokiego [Ca2+]i, to jest w uroidzie ameb działają białka rozluźniające 
strukturę żelu. Jedne z nich mogą ciąć mikrofilamenty, powodując rozpadanie 
się trójwymiarowej sieci na małe agregaty, inne wiążą się z jednym z końców 
filamentu aktywnego, zwanym po angielsku barbed-end czy monomerami akty
nowymi determinując stopień polimeryzacji aktyny. Z komórek tkankowych 
wyizolowano bardzo wiele takich białek (S c h l iw a  1981, C r a ig  i P o l l a r d  1982). 
U ameb zidentyfikowano dotychczas białka hamujące polimeryzację G-aktyny. 
S ą  to profilina i cytoplazmatyczna kinaza (R e ic h s t e in  i K o r n  1979, M o .c k r in  

i K o r n  1980, S o n o b e  i współaut. 1986). Jednocześnie, w warunkach wysokiego 
[Ca2+]i, które aktywuje kinazę i umożliwia fosfoiylację lekkiego łańcucha miozy
ny, formuje ona krótkie, grube filamenty i wchodzi w interakcje z aktyną (C r a ig  

i współaut. 1983, T a y l o r  1986). Proces zolifikacji połączonej ze skurczem 
w tylnej strefie komórki jest stowarzyszony z przechodzeniem frakcji cytoszkie- 
letalnej i białek regulujących do puli płynnej endoplazmy. W strefie frontalnej, 
gdzie [Ca2+]i jest niższe, zdepolimeryzowana aktyna, która dociera tu wraz ze 
strumieniem endoplazmy, ulega repolimeryzacji (K o r n  1982). Jest to możliwe 
dzięki uwalnianiu białek hamujących polimeryzację. Jednocześnie białka sieciu
jące, które nie wymagają obecności jonów wapnia formują z mikrofilamentów 
ektoplazmatyczny żel (rys. 3). Grube filamenty miozyny ulegają dysocjacji.

W komórkach niemięśniowych, w przeciwieństwie do komórek mięśni, białka 
biorące udział w skurczu zmieniają miejsce w komórce. Podczas lokomocji stale 
przemieszczają się w strumieniu endoplazmy w kierunku frontu i wraz z warstwą 
kortykalną ku strefie uroidalnej (G r ę b e c k i  

1984, 1994). U Dictyostelium discoideum 
stwierdzono, że zmiana miejsca filamen- 
tów miozyny II w komórce jest kontrolowa
na przez poziom cytoplazmatycznego wa
pnia oraz wewnątrzkomórkowe pH. W mi
grującej amebie filamenty te są skoncen
trowane w tylnym rejonie komórki (Y u m u - 
RA i współaut. 1984), gdzie [Ca2+]i jest stale 
podwyższone, a w czasie podziału znajduje 
się je w rejonie bruzdy (K it a n is h i-Y u m u r a  

i F u k u i  1989, Y u m u r a  i F u k u i  1985). Gro
madzą się także w ograniczonych rejonach 
korteksu pod skupieniami receptorów 
powierzchniowych (C o n d e e l is  1979).
Ostatnio wykazano, że uwalnianie miozy
ny II z korteksu Dictyosteliwn do endopla
zmy jest hamowane przez jony wapnia i 
kalmodulinę (Y u m u r a  i K it a n is h i-Y u m u r a

Rys. 3. Schem at zależności pom iędzy  
stężeniem C a2+i w  różnych strefach ko 
mórki a  stopniem  polimeryzacji aktyny  
i odw racalną transform acją zol —  żel. 
Front (F), G  —  aktyna (a), F —  aktyna  
(fa), b ia łka sieciujące (bs). W ed ług  I. H. 
Hartw ig  i H. L. Y in 1988.
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1993). Podczas chemotaktycznej stymulacji cAMP, to jest w stadium agregacji 
komórek amebowych, wzrasta czasowo poziom cytoplazmatycznego wapnia 
(Malchow  i współaut. 1987), a filamenty miozyny II przechodzą z endoplazmy 
do rejonu kortykalnego. Liu i New ell (1991) sugerują, że cGMP reguluje fosfo- 
rylację miozyny, a tym samym jej asocjację z cytoszkieletem poprzez regulację 
napływu Ca2+ do komórki. Wzrost stężenia Ca2+ zaczyna się w 6 sek. pó 
rozpoczęciu stymulacji i maksimum osiąga po 30 sek. (Bumann i współaut. 1984). 
Przemieszczenie miozyny II z endoplazmy do korteksu zachodzi po około 30 sek. 
od momentu zadziałania cAMP (Nachmias i współaut. 1989), co ściśle odpowiada 
maksimum wzrost u [Ca2+]i. W tym samym czasie ma miejsce kurczenie 
i zaokrąglanie się komórek (Futrelle i współaut. 1982).

Pierwsze badania dotyczące roli wapnia w regulacji struktury cytoplazmy 
były prowadzone w latach siedemdziesiątych i osiemdziesiątych na modelach 
glicerynowych wielkich ameb, takich jak Chaos carolinensis czy Amoeba proteus, 
izolowanej cytoplazmie tych ameb (lit. zob. Stockem  i Kłopocka  1988), a także 
ekstrakcie z Dictyostelium discoideum (Condeelis i Taylor  1977). Wykazano, że 
dla reaktywacji modeli glicerynowych oraz indukcji strumienia endoplazmaty
cznego w izolowanej cytoplazmie jest niezbędne stężenie Ca2+ równe temu, które 
powoduje skurcz mięśni, to jest około 1CF6M (Ebashi i Endo 1968). Manipulując 
stężeniem Ca2+ i MgATP można zmieniać stan izolowanej cytoplazmy lub ekstra
ktu komórkowego. Stężeniem progowym dla skurczu połączonego z dezorgani
zacją cy to szkieletu, a przy braku miozyny dla przejścia ze stanu żelu w zol, jest 
7,0 x 10-7M. Optimum żelifikacji jest osiągane przy stężeniu około 3,0 x 10~8M 
(rys. 4) (Taylor  i współaut. 1973, Taylor i współaut. 1976, H ellew ell i Taylor  
1979, T aylor  i Condeelis 1979, Sonobe i współaut. 1985). Przypuszcza się, że 
jednym z mechanizmów kontrolujących transformację zol — żel jest fosforylacja 
kompleksu profilina/G-aktyna, katalizowana przez kinazę przy wysokim [Ca2+]i 
i umożliwiająca tworzenie F-aktyny (Sonobe i współaut. 1986). Badania prowa
dzone na dużych amebach (Chaos carolinensis i Amoeba proteus) z utyciem 
fluorescencyjnych wskaźników Ca takich jak ekworyna, czy fura-2 wykazały 
przestrzenne zróżnicowanie [Ca2+]i w migrujących komórkach i potwierdziły 
znaczenie tego jonu w ruchu ameboidalnym i niektórych zjawiskach z nim 
związanych (Taylor  i współaut. 1980, Kuroda  i współaut. 1988, Gollnick  
i współaut. 1991). Podczas lokomocji komórek Amoeba proteus [Ca2+]i w rejonie 
uroidalnym utrzymuje się zawsze na poziomie około 10" M, podczas gdy w strefie

Rys. 4. Schemat pokazujący związek pomiędzy skur
czem i zolifikacją żelu aktynowego: A — żel aktynowy: 
brak interakcji aktyny z miozyną, [Ca2+h równe 3,0 x 
10~8M; B — zolifikacja żelu aktynowego, interakcja bia
łek biorących udział w skurczu, [Ca2+]i równe 7,0 x 
10_7M. Filamenty aktynowe (fa), miozyna (m), białka 
sieciujące (bs). Według S. B. H e l l e w e l l  i D. L. T a y l o r  

1979.
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frontalnej wynosi około 10"8M. Ten stale utrzymujący się gradient wapniowy jest 
skorelowany z rozkładem przepływu strumienia cytoplazmy i kierunkiem loko
mocji.

Uważa się, że źródłem Ca2+ kontrolującego funkcjonowanie warstwy korty- 
kalnej (C o h e n  i D e  V r ie s  1973, S t o c k e m  i K l e in  1979) mogą być złogi wapniowe 
związane z błoną plazmatyczną. Wykryto je u Amoeba proteus (S t o c k e m  i K l e in  

1979), Acanthamoeba castellanii (S o b o t a  1985, S o b o t a  i współaut. 1977,1978), 
a także u Dictyostelium discoideum (D e  C h a s t e l l ie r  i R y t e r  1981, 1982). 
U Dictyostelium te lokalnie ograniczone miejsca wiązania Ca2+ są szczególnie 
liczne w rejonach komórki, w których błona podścielona jest siecią mikrofila- 
mentów, a więc w filopodiach i kubkach fagocytarnych (D e  C h a s t e l l ie r  i R y t e r  

1981). U Amoeba proteus są obecne w tylnym rejonie komórki, a więc tam gdzie 
poziom wolnego wapnia jest stale podwyższony. Sugeruje się, że magazyny te są 
formowane w rejonach ze zwiększoną przepuszczalnością błony komórkowej dla 
Ca2+ (S t o c k e m  i K l e in  1979). Być może są one związane z domenami błony 
plazmatycznej, w których zbierają się kanały wapniowe. Badania elektrofizjolo- 
giczne wykazały ciągły napływ jonów Ca2+ w tylnej strefie komórki i ich usuwanie 
w rejonie przednim (KO h t r e ib e r  i J a f f e  1990, N u c c it e l l i  i współaut. 1977) .

Oprócz utrzymującego się stale przestrzennego zróżnicowania stężenia wol
nego wapnia, w migrujących komórkach obserwuje się również lokalne, sponta
niczne zmiany poziomu tego jonu. Wykazano, że podczas ruchu dużych ameb 
[Ca2+]i w ich strefach czołowych wzrasta rytmicznie co 1-4 sek. (Ta y l o r  

i współaut. 1980). Ponieważ odrywanie się kolejnych warstw aktynowych spod 
błony powtarza się co około 2 sek., sugeruje się, że wzrost [Ca2+]i bezpośrednio 
pod błoną frontalną powoduje rozdzielenie kompleksu błona-cytoszkielet (G r ę - 
b e c k i  1994). Powstaje w ten sposób gradient ciśnienia hydrostatycznego, kon
trolujący zarówno kierunek, jak i tempo lokomocji. Gdy stężenie wapnia spada 
jest możliwa reorganizacja cytoszkieletu pod błoną frontu. Różnice ciśnienia 
zmniejszają się wówczas lub zanikają, endoplazma płynie wolniej lub zatrzymuje 
się, front przestaje się posuwać i może rozpocząć się jego wycofywanie (rys. 2). 
Na lokomocję ameb mogą mieć wpływ rozmaite bodźce zarówno fizyczne, jak 
i chemiczne. Za pomocą pozytywnych bodźców chemicznych (K o r o h o d a  1977) 
czy świetlnych (G r ę b e c k i  1981), działających lokalnie na powierzchnię Amoeba 
proteus możliwe jest formowanie nowych frontów w dowolnym rejonie komórki. 
Czynniki te powodują bowiem destabilizację połączeń błona-cytoszkielet, po
przez wzrost [Ca2+]i ograniczony do strefy stymulacji i formowanie w tym miejscu 
nowego frontu. Powstanie nowego frontu z kolei reorientuje polaryzację ameby, 
a tym samym zmienia kierunek jej migracji (Grębecka 1988). Wzrost [Ca2+li 
obserwowano również pod wpływem chemotaktycznie pozytywnych bodźców 
przy krawędzi lamellipodiów komórek nabłonkowych (S t r o h m e ie r  i B e r e it e r - 
H a h n  1984, M it t a l  i B e r e it e r -H a h n  1985) oraz w strefach czołowych granulo- 
cytów (Sewyer i współaut. 1985, T r u e t t  i współaut. 1988) i fibroblastów (O n u m a  

i Hui 1988). Pozytywny bodziec chemiczny powoduje wzrost poziomu cytopla- 
zmatycznego wapnia u amebowych form Dictyostelium (W ic k  i współaut. 1978, 
M a l c h o w  i współaut. 1982, F u k u i  i Y u m u r a  1986). Sugeruje się, że kontrola 
ruchu u ameb bazuje właśnie na lokalnych zmianach [Ca2+]i i związanej z nimi 
cyklicznej dezintegracji połączeń błona-cytoszkielet (G r ę b e c k i  1992).
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W A PŃ  JAK O  W T Ó R N Y  PRZEKAŹNIK  W  REAKCJACH  A M E B  
N A  B O D Ź C E  ZEW N ĘT R ZN E

Nie tylko migracja ameb jest kontrolowana w sposób zależny od stężenia 
wolnego wapnia. Jest on zaangażowany w regulację wszystkich zjawisk związa
nych z aktywnością kurczliwą cytoszkieletu ameb, to jest endo- i egzocytozy, 
cytokinezy, transportu receptorów powierzchniowych, czy kontaktów międzyko
mórkowych. Wapń jest również wtórnym przekaźnikiem w reakcjach ameb 
wywoływanych przez rozmaite bodźce, zarówno czynniki chemotaktyczne, jak 
światło (UVj, czy induktoiy pinocy to tyczne. Dla tych komórek bowiem reakcją 
jest zwykle zmiana kierunku lub szybkości ruchu, zahamowanie lub podjęcie 
lokomocji, czy pinocytoza. Związane z Ca2+ reakcje na bodźce są badane od 
ponad stu lat. Wyniki dotyczące biochemicznej strony tych zjawisk pochodzą 
głównie z badań na komórkach tkankowych. Ameby pozostają przede wszystkim 
obiektem eksperymentów fizjologicznych.

Działanie bodźca powoduje zwykle przejściowy wzrost poziomu cytopla- 
zmatycznego wapnia. Jest on wynikiem uwalniania Ca2+ z wewnątrzkomórko
wych magazynów do cytoplazmy oraz napływu tego jonu do komórki przez kanały 
wapniowe w błonie plazmatycznej. Mobilizacja wapnia we wszystkich typach 
komórek jest związana z działaniem trisfosfoinozytolu (inozytolo (l,4,5)trisfosfo- 
ran, w skrócie InsP3) będącego produktem rozpadu fosfolipidów inozytolowych 
(według B a r a ń s k a  1992, P u t n e y  1993). Ten wtórny przekaźnik informacji poja
wia się w cytoplazmie w wyniku aktywacji określonej grupy receptorów powie
rzchniowych. Wzrostowi stężenia trisfosfoinozytolu towarzyszy zawsze wzrost 
poziomu wolnych jonów wapnia w cytoplazmie ponieważ InsP3 uwalnia wapń 
z cystern endoplazmatycznego retikulum (ER) poprzez wiązanie się do specyfi
cznych receptorów w błonie tej organelli (według K w ia t k o w s k a  1986, B e r r id g e  

i Ir v in e  1989, P o d d a n a  i B a r a ń s k a  1991). Receptor InsPß jest jednocześnie 
kanałem wapniowym (F e r r is  1989, P o d d a n a  i B a r a ń s k a  1991). W wyniku 
konformacyjnych zmian, powodowanych przyłączeniem cząsteczki przekaźnika 
(G il l  1989), otwiera się i uwalnia Ca + do cytosolu (rys. 5).

Opróżnianie organelli magazynujących wapń jest sygnałem, który inicjuje 
napływ zewnątrzkomórkowego Ca2+ do cytoplazmy. W komórkach pobudliwych 
wapń napływa zarówno przez kanały napięciowo-zależne, jak i receptorowe; w 
komórkach niepobudliwych, które nie posiadają kanałów wapniowych, regulo
wanych przez zmiany potencjału błonowego — przez jonowe kanały receptorowe 
(T s ie n  i T s ie n  1990).

Mechanizm kontrolowania przepuszczalności błony plazmatycznej dla jonów 
wapnia pozostaje nadal kontrowersyjny. Badania prowadzone na limfocytach 
(K h a n  i współaut. 1992) i zakończeniach nerwowych komórek węchowych 
(R e s t r e p o  i współaut. 1990, K a l in o s k i i współaut. 1992) wykazały, że InsPß 
stymuluje napływ Ca2+ do komórki przez interakcję ze specyficznymi receptora
mi zlokalizowanymi w błonie plazmatycznej. W 1990 roku P u t n e y  sugerował 
istnienie dyfundującego przekaźnika, uwalnianego z opróżnionych magazynów 
wapniowych, który inicjowałby napływ Ca2+ do komórki. Taki przekaźnik wyizo
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lowano ostatnio z limfocytów (R a n d r ia m a m p it a  i T s ie n  1993). Jest on uwalniany 
do cytoplazmy i w mniejszym stopniu do środowiska (rys. 5). Ponieważ powoduje 
napływ Ca2+ nie tylko do komórek, w których jest produkowany, ale również do 
nieaktywowanych makrofagów i flbroblastów, nazwano go Ca2+-influx factor 
(CIF).

2+Rys. 5. Schemat mobilizacji Ca 
w komórce spowodowany aktywa
cją receptora powierzchniowego 
(R). Działanie agonisty prowadzi do 
powstania InsP3 . Łączy się on 
z receptorem — kanałem (R InsP3) 
w błonie endoplazmatycznego reti- 
kulum (ER) i powoduje uwolnienie 
Ca2+ z cystern ER do cytoplazmy 
(C). Opróżniony magazyn uwalnia 
przekaźnik (CIF), który inicjuje na
pływ Ca2+ do komórki przez kanały 
wapniowe (K). Cytoplazmatyczny 
wapń jest ponownie transportowa
ny do ER przez pompę wapniową 
(P). Błona plazmatyczna (BP). We
dług J. W. P u t n e y  1990.

O  ,
U Dictyostelium disco ideum stymulowanego cAMP {Ca ]i wzrasta 2,6x (S a r a n  

i współaut. 1994). Ze stymulacją cyklicznym AMP jest związane przechodzenie 
komórek ze stanu wegetatywnego do stanu agregacji, wapń jest więc zaangażo
wany prawdopodobnie zarówno w adhezję, jak i lokomocję małych ameb, 
konieczną dla uformowania pseudoplazmodium. Ponieważ opisane doświadcze
nia prowadzono w środowisku pozbawionym Ca2+, wzrost poziomu tego jonu 
w cytoplazmie musiał odbywać się dzięki uwalnianiu go z magazynów wewnątrz
komórkowych (S a r a n  i współaut. 1994). Jednocześnie wykazano, że wzrost 
[Ca2+]i rozpoczyna się wcześniej niż napływ tego jonu do komórek. U 
Amoeba proteus gwałtowny, przejściowy wzrost poziomu cytoplazmatycznego 
Ca2+ wywołują induktory pinocytotyczne, takie jak jony sodu (rys. 6) i potasu 
oraz czynniki powodujące powstawanie rozet: acetylcholina i chlorek choliny 
(K ł o p o c k a  i P o m o r s k i w  przygotowaniu). Wzrost {Ca2+]t jest zawsze skore
lowany w czasie z zahamowaniem lokomocji, utratą adhezji i stopniowym 
zaokrąglaniem się komórki (rys. 7). Zmiany te są spowodowane silnym kurcze
niem się całej warstwy kortykalnej. Ponieważ pinocytoza u wielkich ameb 
może zachodzić w środowisku bezwapniowym (J o h a n s s o n  i J o s e f s s o n  1978, 
S t o c k e m  i K l e in  1988, K ł o p o c k a  i Grębecka 1985), wydaje się, że podobnie jak 
u stymulowanego cAMP Dictyostelium i tutaj sygnał wapniowy jest wynikiem 
uwalniania Ca2+ z wewnątrzkomórkowych magazynów. Sugeruje się, że spadek 
[Ca2+]i do poziomu sprzed stymulacji jest wynikiem ponownej sekwestracji 
wapnia. W wielu typach komórek niepobudliwych wykazano, że przejściowy 
wzrost [Ca2+] } może zachodzić niezależnie od napływu Ca2+ (R o o n e y  i współaut. 
1990, L e c h l e it e r  i współaut. 1991, M iy a za k i 1991, D e L is l e  i W e l s h  1992). 
Natomiast przy braku InsP3, sam napływ Ca2+ do cytoplazmy nie generuje
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sygnału wapniowego (G ir a r d  i C l a p h a m  1993). Okazało się jednak, że wewnątrz
komórkowe sygnały wapniowe, które trwają dłużej niż kilka minut od momentu 
stymulacji zależą właśnie od napływu Ca + (R a n d r l a m a m p it a  i T s ie n  1993).

Rys. 6. Wykres zmian stężenia cytoplazmatycznego wapnia w komórce Amoeba prote- 
us wywołanych 125mM NaCl. Grot strzałki pokazuje moment podania induktora.

Klasyczną reakcją komórek niepobudliwych na wiele bodźców jest czasowy, 
gwałtowny wzrost [Ca2+]i, po którym przez czas jakiś utrzymuje się podwyższony 
nieco poziom cytoplazmatycznego wapnia. Reakcja jest więc dwufazowa — za 
pik są odpowiedzialne jony wapnia, uwalniane z magazynów wewnątrzkomór
kowych, utrzymujące się plateau to wynik napływu Ca2+ do komórki (J a c o b  

1990a) spowodowany wzrostem przepuszczalności błony plazmatycznej dla tego 
jonu. Taki przebieg ma reakcja Amoeba proteus na induktory pinocytotyczne 
(Na+ i K+) (rys. 6). Utrzymujący się bardzo długo po indukcji podwyższony poziom 
wolnego wapnia w amebie jest prawdopodobnie odpowiedzialny za formowanie 
pinocytotycznych pseudopodiów. W niektórych komórkach efektem działania 
pewnych agonistów na receptory powierzchniowe jest lokalny wzrost [Ca2+]i, 
falowo rozprzestrzeniający się w komórce. Uważa się, że lokalne zmiany poziomu 
wolnego Ca są ograniczone do obszarów cytoplazmy sąsiadujących z kanałami 
wapniowymi w błonie plazmatycznej i ER (J a c o b  1990a, T s ie n  i T s i e n  1990). 
Zjawisko falowego rozprzestrzeniania się sygnału wapniowego obserwowano po 
raz pierwszy w komórkach jajowych szkarłupni (Ja f f e  1983). Występuje również 
w komórkach tkankowych (Ts ie n  i P o e n ie  1986, J a c o b  1990b), a także u Amoeba 
proteus (K ł o p o c k a  i P o m o r s k i  w  przygotowaniu) jako efekt działania jonów sodu 
(rys. 7) i chlorku choliny. Fale wapniowe mogą być poprzedzane przez lokalny 
wzrost [Ca2+]i w jednym lub kilku miejscach inicjacji (R o o n e y  i Thomas 1993). 
Obecnie wiadomo, że rozprzestrzenianie się fal wapniowych nie jest wynikiem 
dyfuzji Ca2+ w cytoplazmie (współczynnik dyfuzji tego jonu jest zbyt niski). Ich 
przenoszenie jest raczej wynikiem dyfuzji InsP3 (A l l b r it t o n  i M e y e r  1993). 
Wydaje się, że najbardziej prawdopodobnym mechanizmem propagowania fal 
jest indukowane przez Ca2+ uwalnianie wapnia (W il l ia m s  1993, J a f f e  1993).
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Wiele agonistów może w komórkach niepobudliwych, takich jak: hepatocyty 
(W oods i współaut. 1986, 1987), komórki endotelialne (Jacob  i współaut. 1988), 
makrofagi (Kruskal  i Maxfield  1987), czy oocyty (Cuthberson  i Cobbold  1985, 
M iyazaki i współaut. 1987) indukować oscylacje wapniowe. Są one w tym 
przypadku konsekwencją zjawisk zachodzących w samej komórce, a nie jak 
w komórkach pobudliwych wynikiem periodycznych depolaryzacji błony pla- 
zmatycznej. Spontaniczne pulsacje wapniowe występują w strefach czołowych 
migrujących ameb (Taylor i współaut. 1980). Uważa się, że są one wynikiem 
cyklicznego uwalniania związanego z błoną wapnia.

Rys. 7. Ilustracje pokazujące zmiany w rozmieszczeniu cy toplazmatycznego Ca u Amoeba 
proteus po podaniu 125mM NaCl. Widoczne falowe rozprzestrzenianie się sygnału 
wapniowego (c i d). Wzrost [Ca2+h skorelowany w czasie ze zmianą kształtu komórki.

Mechanizmy związane z powrotem poziomu Ca do stanu sprzed zadziałania 
bodźca są automatycznie uruchamiane przez podwyższenie [Ca2+]i. Obejmują 
one usuwanie Ca2+ przez błonę plazmatyczną na zewnątrz i zamykanie tego jonu 
w magazynach wewnątrzkomórkowych. Transport wapnia do wnętrza magazy
nów i na zewnątrz komórek jest regulowany przez zależną od jonów Mg ATP-azę 
(Ca2+-Mg2+-ATPazę), zwaną pompą wapniową. U ameb wapń jest akumulowany 
w gładkim E R  przy [Ca2+]e równym 1CT6M (Reino ld  i Sto c k e m  1972) oraz 
w magazynach zlokalizowanych na cytoplazmatycznej stronie błony komórkowej.

Odebranie sygnału wapniowego i uruchomienie procesów odpowiedzialnych 
za reakcję komórki jest funkcją wiążących wapń białek regulujących. Wykryto 
około 200 rodzajów takich białek (Heizmann 1991). Podzielono je na grupy 
w zależności od struktury i funkcjonowania (Kuźnicki i Kordow ska  1992). 
Wszystkie one wiążą Ca2+ w granicach stężeń fizjologicznych i inicjują różnorod
ne reakcje komórek. Czytelników zainteresowanych działaniem tych białek 
odsyłam do książki A. T retyna  (1994).

Reakcje komórek, których podstawą jest skurcz, są związane zawsze 
z aktywnością aktyny i miozyny. Znane są dwa mechanizmy, za pośrednictwem 
których Ca2+ reguluje interakcję tych białek. W mięśniach szkieletowych 
i komórkach mięśnia serca Ca2+ inicjuje skurcz przez wiązanie się do białka 
regulującego — tropomiozyny C, znosząc hamujący wpływ kompleksu troponi- 
na-tropomiozyna na interakcję aktyny z miozyną (Greaser i G ergely 1971). 
W komórkach mięśni gładkich i komórkach niemięśniowych regulacja ta jest 
związana z odwracalną fosforylacją lekkiego łańcucha miozyny (Szent-Gyorgyi 
i współaut. 1973), katalizowaną przez specyficzne enzymy: kinazę i fosfatazę 
lekkiego łańcucha (Adelstein  i Conti 1976). Niezależnie od mechanizmu regu
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lacji, interakcja aktyny z miozyną jest inicjowana przez [Ca2+]i w granicach od 
1CT7 do 10_6M w  obecności MgATP (Adelstein i współaut. 1977).

Od około 25 lat są identyfikowane i badane białka, które pośredniczą 
w zależnej od Ca2+ regulacji interakcji aktyny z miozyną. Grupę takich białek, 
bardzo podobnych w strukturze i funkcjonowaniu, określa się wspólną nazwą 
kalmoduliny (CaM). Kalmodulina jest najpowszechniej występującym białkiem 
wiążącym wapń. Zidentyfikowano ją w wielu zwierzęcych komórkach tkanko
wych i komórkach roślinnych (według T retyn 1994). Od lat prowadzi się badania 
nad specyfiką działania tego białka w komórkach różnych gatunków pierwotnia
ków. Są wśród nich zarówno wiciowce, orzęski, jak i zarodziowe (Kuźnicki 1986). 
Obecność CaM stwierdzono również u śluzowca Physarum polycephalum 
(Kuźnicki i współaut. 1977, 1979). Kompleks kalmodulina-wapń (CaM.Ca) akty
wuje w sposób zależny od Ca2+, bezpośrednio albo pośrednio wiele enzymatycz
nych białek. Moduluje więc różnorodne funkcje komórkowe: skurcz mięśni 
gładkich, ruchy wici i rzęsek, endocytozę, egzocytozę i kariokinezę; odgrywa też 
ważną rolę w migracji komórek poruszających się ruchem ameboidalnym (patrz 
u H inrichsen  1993). Kalmodulina jest włączona w zależną od Ca2+ regulację 
ruchliwości polimorfonuklearnych neutrofili (Marks i współaut. 1991, Chatila  
i współaut. 1989) i fibroblastów (Hahn i współaut. 1992). Jest białkowym 
pośrednikiem włączonym w regulację interakcji aktyny z miozyną u Amoeba 
proteus (Kuźnicki i współaut. 1977, 1979) i Acanthamoeba castellanii (Brzeska  
i współaut. 1992) co sugeruje, że ma wpływ na zjawiska ruchowe w tych 
komórkach. U Dietyostelium discoideum wykazano jednak ostatnio, że obniżenie 
poziomu CaM powoduje zaburzenia w cytokinezie, ale nie hamuje lokomocji (Liu 
i współaut. 1992). Może to oznaczać, że w tych komórkach kalmodulina nie jest 
bezpośrednio włączona w procesy związane z migracją. Z drugiej strony jednak 
wiadomo, że w komórkach Dictyostelium, podobnie jak w zwierzęcych komór
kach tkankowych, znajdują się liczne białka, które wchodzą w interakcję z CaM 
(Maru ta  i współaut. 1983, Bennett i Condeelis 1988, Fukui i współaut. 1989, 
Stu ll  1988). Obecnie uważa się, że CaM.Ca reguluje aktywność każdej komórki 
eukariotycznej. Sugeruje się również, że najwcześniejszą funkcją kalmoduliny 
w ewolucji Eukaryota była. regulacja ruchliwości (Means i współaut. 1982). Ta 
z kolei jest, jak wiadomo, integrującym komponentem wielu zjawisk biologicz
nych od rozwoju do onkogenezy.

T H E  R O L E  O F  INTRACELLULAR CALCIUM  IN A M EBO ID  M O V EM EN T 
AND R ELA TED  PH EN O M EN A

S u m m a r y

It is 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 [Ca2+]i is below 
10”8 M the reconstruction of the rigid gel occurs. The intracellular [Ca2+]i gradients 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 of amoeba. 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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