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RUCHY BLONY I CYTOSZKIELETU
W KOMORKACH AMEBOIDALNYCH

Weczesne teorie ruchu btony u ameb. Wczesne teorie ruchu btony u komérek tkankowych. Ruchy
biatek btonowych i receptoréw (capping). Hipoteza autonomicznego przeptywu lipidéw. Krytyka
koncepcji ogblnego przeptywu btony lub lipidéow. Holowanie biatek btonowych przez cytoszkielet
i bierny przeptyw lipidow.

Zwigzek biatek btonowych z cytoszkieletem. Ruchy dosrodkowe podbtonowego cytoszkieletu
u ameb. Teoria ogélnego ,,przeptywu” korteksu kurczliwego. Odklejanie sie cytoszkieletu od btony
pod przednig krawedzig komarki. Problem udzialu miozyny w ruchach cytoszkieletu w strefie
czotowej. Repolimeryzacja sieci aktynowej w czole komérki. Regulacja dynamiki btony i cyto-
szkieletu w czotowej krawedzi komorki.

Ruchem ameboidalnym poruszajg sie zarowno liczne organizmy jedno-
komaérkowe, ameby stodkowodne, morskie i pasozytnicze, jak i wiele komorek
tkankowych, fibroblasty, komérki uktadu odpornosciowego, komérki em-
brionalne oraz nowotworowe w stadium inwazyjnym. Komoérki ameboidalne sg
zdolne do przemieszczania sie pod warunkiem kontaktu ze statym poditozem.
W stanie zawiesiny sg one zwykle zaokrgglone i zachowujg sie biernie. Po
przyczepieniu do podtoza mniej lub bardziej sie rozptaszczajg oraz zyskuja
polaryzacje ruchowa, tzn. strukturalne i funkcjonalne wyrdéznienie okolicy
czotowej, ktora przyrasta, zmienia ksztaht i posuwa sie do przodu, oraz tylnej,
ktéra jest obkurczana i wycofywana. Sitg napedowa ruchu .jest aktywno$¢
skurczowa aktomiozynowego cytoszkieletu.

Komérki ameboidalne nie majg narzadéw ruchu o statej strukturze i statym
potozeniu. Zaréwno same wypustki wytwarzane w ich przedniej czesci, zwane
nibyn6zkami, jak ich cytoszkielet, ulegaja stopniowej dezintegracji w miare
wykonywania swych funkcji ruchowych. Muszg byé one zatem zastepowane
nowymi i sg nieprzerwanie odbudowywane w strefie czotowej. Ow stan ciagtej
morfologicznej i molekularnej ptynnosci w komérce ameboidalnej powoduje, ze
komdrka taka w trakcie lokomocji nie tylko przemieszcza sie jako catosé
wzgledem poditoza, lecz wszystkie elementy jej struktury takze przesuwajg sie
wzgledem siebie.Przedmiotem niniejszego artykutu jest udziat w ruchu ameboi-
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dalnym przemieszczeri btony komdrkowej oraz podscielajacej ja cytoszkieletal-
nej warstwy kurczliwej.

WCZESNE TEORIE RUCHU BLONY U AMEB

Podstawowe pytanie, skad sie biorg i w jaki sposéb sg transportowane
rezerwy btony komérkowej niezbedne dla okrycia wcigz przyrastajacych i zmie-
niajgcych ksztatt przednich czesci pelzngcej komérki, postawili sobie — jako
pierwsi — badacze ruchu ameb swobodnie zyjacych.

Na poczatku przyjmowano jako pewnik poglad, ze btona jest strukturg raczej
permanentng. Zatem poruszajgca sie ameba musiataby jg w jaki$ sposob
przenosi¢ na swojej powierzchni do przodu. Tlumaczyta to koncepcja przetacza-
nia btony (z ang. rollingu) sformutowana blisko sto lat temu przezJenningsa
(1904), a potem nadal akceptowana przez najbardziej znane teorie ruchu
amebowego (M a st 1926; Allen 1961). Obrazowo poréwnywano zachowanie
sie btony ameby do ruchu gasienicy czotgu (rys. 1A). Oznaczatoby to, ze btona
jest nieruchoma po stronie brzusznej, gdzie przylega do podtoza, natomiast po
stronie grzbietowej przesuwa sie do przodu dwukrotnie predzej niz cata
komdrka. Potwierdzaly to obserwacje zachowania sie przyczepionych do btony
czastek karminu albo innych podobnych znacznikéw. Na gornej powierzchni
poruszaty sie one do przodu, wyprzedzajac zaréwno struktury cytoplazmatyczne
widoczne pod btong, jak ielementy konturu zewnetrznego wedrujgcej komarki.
Powiedzmy od razu, ze byly to obserwacje poprawne w odniesieniu do czesci
znacznikow i do srodkowych okolic ciata ameby.

Rys. L Hipotetyczne sposoby przenoszenia blony ku przedniej krawedzi ameb) wedtug teorii

przetaczania btony (A), jej stacjonarnosci (B) i rozfaldowywania (C). We wszystkich trzech

przypadkach przemieszczenie btony pokazano w dwéch kolejnych stadiach ruchu postepowego
czotowej strefy komorki

Rewolucyjnie odmienng teorie ogtosit Goldacre(1961). Zauwazyt on, ze
w roztworach barwnikdw przyzyciowych, ktore wigzg sie z glikoproteinami
okrywajgcymi powierzchnie ameby, intensywne zabarwienie pojawia sie w sa-
mym tyle komorki, natomiast $wiezo wysuwane nowe nibynozki wydajg sie
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wolne od barwnika. W tyle zbierajg sie rdwniez niektére znaczniki mechaniczne,
np. wioski szklane, ktére ponadto pozostajg nieruchome, gdy przylegajg do
bocznej powierzchni ameby. Pod wplywem tych obserwacji Goldacre
sformutowal teorie stacjonarnosci btony (rys. IB). Zgodnie z nig btona na
bocznej powierzchni petznacej ameby pozostaje w og6le nieruchoma, jest za$
nieprzerwanie dezintegrowana i pobierana do wnetrza w wycofywanym tyle
komorki, przenoszona do przodu przez strumien ptynacej cytoplazmy, a wresz-
cie wbudowywana ponownie w powierzchnie w strefie czotowej. Zatem transport
materiatu okrywajgcego przyrastajgce przednie okolice ameby nie odbywatby sie
na powierzchni, ale przez cytoplazme. G o 1d a c r e jest wiec whasciwym twodrca
koncepcji obiegu btony pomiedzy powierzchnig komorki ajej wnetrzem, chociaz
liczni wspdtczesni badacze tego zjawiska u komorek tkankowych prawie nigdy
sie na niego nie powotuja.

Teoria btony stacjonarnej poczatkowo pociggneta wielu badaczy swym
nowatorstwem i prostotg, od razu jednak zaczeta budzi¢ watpliwosci innych.
Logiczng jej konsekwencja jest koniecznos¢ catkowitego odnowienia btony na
powierzchni, gdy wedrujgca ameba pokona odlegtos¢ réwng swej wilasnej
dtugosci. Potrzebuje ona na to okoto 3 minut. Czy wymiana miedzy powierzch-
niowymi a wewnetrznymi zasobami btony istotnie moze by¢ az tak szybka?
Wolpert i O’Neill (1962) w jednej z pierwszych na $wiecie prac wykona-
nych metodg immunofluorescencji wykazali, ze okres potowicznego zaniku
fluorescencji na powierzchni ameby wynosi okoto 5 h, wymiana jest wiec o dwa
rzedy wielkoSci powolniejsza, niz nalezatoby sie spodziewac.

We wczesniejszych obserwacjach zachowania sie réznych znacznikow na
powierzchni ameby (czastek statych i barwnikéw) tkwit paradoks — znaczniki
wedrujg do przodu, a ostatecznie zbierajg sie w tyle komorki. Teoria przetacza-
nia blony powoluje sie na to pierwsze, a teoria stacjonarnosci na drugie.
Wyijasnieniem tej sprawy zajeliSmy sie w naszej pracowni (Czarska i Gre-
becki 1966). Okazato sie m.in., ze r6znice w zabarwieniu tylnej czesci ameby
i nowych nibynézek nie powstajg stopniowo w wyniku lokomocji, ale od razu
— zpowodu silnego pofatdowania powierzchni w tyle, ajej gtadkosci w przodzie.
Czastki state na powierzchni ameby istotnie przesuwaja sie do przodu w stosun-
ku do podtoza i do powoli zmieniajacego sie bocznego konturu komarki, ale ich
$rednia predkos$é nie przekracza predkosci przesuwu komorki jako catosci.
Dlatego nie moga gromadzi¢ sie na przodzie. Ruch niektorych jest opdzniony (z
przyczyn wowczas nam nie znanych) i te gromadzg sie w tyle. W zadnym razie ich
ruch na stronie grzbietowej nie jest dwukrotnie szybszy od ruchu komdarki. Ruch
czastek ma natomiast charakter symetryczny — zachodzi réwniez po stronie
brzusznej. Ponadto w warunkach podwyzszonej lepkosci srodowiska wokét
ameby powstajg symetryczne prady cieczy, o rozktadzie i predkosci odpowiada-
jacej przesuwaniu sie catej komorki i wszystkich jej czesci.

Ostatecznie wiec paradoks zostat wyjasniony, ale w sposéb niezgodny ani
z teorig przetaczania biony, ani z teorig stacjonarnosci. ZastgpiliSmy je teorig
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fatdowania i rozfaldowywania, wedtug ktérej btona jest przenoszona do przodu
na powierzchni ameby adekwatnie do zmian ksztattu i potozenia komdrki,
wskutek procesow nieprzerwanego fatdowania w rejonach obkurczanych iwyco-
fywanych, wraz z réwnoczesnym rozfatldowywaniem w okolicach przyras-
tajacych i wysuwanych do przodu (rys. 1C).

Koncepcja ta zostata w krotkim czasie potwierdzona metodami filmowej
analizy ruchu oraz analizy uksztattowania btony w mikroskopie elektronowym
(Habereyiin 1969, Stockem iin. 1969). Wolperti Gingell (1968)
potaczyli jg za$ z koncepcjg ptynnosci btony. Dodajmy tu nawiasem, ze idea
ptynnosci btony byta wysunieta przez Wolpertao kilka lat wczesniej, zanim
do jej sformutowania doszli ci, ktérzy ja potem upowszechnili.

WCZESNE TEORIE RUCHU BLONY U KOMOREK TKANKOWYCH

W ciggu nastepnych dwudziestu lat nikt wiecej nie zajmowal sie za-
chowaniem sie btony podczas ruchu ameb swobodnie zyjacych. Natomiast od
samego poczatku lat siedemdziesigtych podjeto te kwestie u ruchliwych komérek
tkankowych, zwiaszcza u fibroblastéw. Fibroblast pod wzgledem budowy i ruchu
znacznie rézni sie od ameb (rys. 2). Nic wiec dziwnego, ze zachowanie sie jego
btony objasniano, przynajmniej na poczatku, w sposéb odmienny.

Rys. 2. Schematy istotnych dla lokomocji cech budowy ameby (A) i fibroblastu (B). U ameby:

ect— zel ektoplazmatyczny, end — endoplazma ptynaca do przodu, hc — hialinowy czepek czotowy,

ap — rosngca nibynézka, cp — nibynézka obkurczana, t — wycofywana cze$¢ zwana ogonowa.

U fibroblastu: cb — wypukie cialo komoérkowe z jadrem, 1 — rozptaszczona lamella,

Ip — lamellipodium, rf — pofatdowania btony (ruffles), ms — mikrokolce (microspikes), sf

— wibkna naprezeniowe (stress fibers), t— wycofywane tylne okolice komérki. Dlajasnosci rysunku
znacznie ograniczono liczbe rf, ms i sf
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W czasie ruchu fibroblastu jego ciato komdérkowe zawierajace jadro wy-
twarza, zamiast ptatowatych nibyndzek, jak u ameb, bardzo silnie sptaszczong
wachlarzowatg wypustke zwang lamellg. Na przodzie lamella przechodzi w tzw.
lamellipodium, majace zaledwie kilka mikrometréow dtugosci i okoto jednej
pigtej mikrometra grubosci. Fibroblast jest przytwierdzony do podtoza za
pomoca przyczepdéw punktowych (focal contacts) tworzonych wzdtuz nasady
lamellipodium. Samo lamellipodium jest wiec strukturag swobodng, ktéra
przyrasta i zmienia ksztalt. Miedzy innymi wytwarza ono pofatldowania zwane
ruffles, ktore stopniowo jedno po drugim usuwajg sie z krawedzi czotowej
i wedrujg po powierzchni lamellipodium do tytu, w kierunku lamelli. Na
krawedzi przedniej sg oczywiscie wcigz zastepowane przez nowe fatdki. Zjawisko
to jest uwazane za jeden z gtdwnych przejawéw motorycznej aktywnosci
fibroblastu.

Wylania sie zatem ta sama kwestia, co w przypadku ameb. Jakie jest zrodto
btony, ktéra ma pokryé wypustki wytwarzane przez krawedz czotowg? Czy
rezerwy btony sg przesuwane po powierzchni komorki w miare jej ruchu, czy
pochodza z pecherzykéw btonowych przenoszonych przez jej wnetrze i wbhudo-
wywanych w skiad powierzchni na przodzie?

Na poczatku dominowata druga hipoteza. Jest ona oczywiscie pokrewna
koncepcji blony stacjonarnej uameb (G o 1d acre 1961). W odrdznieniu od niej
sadzono jednak, ze u fibroblastéw wydajno$é wewnatrzkomérkowego obiegu
btony przewyzsza potrzeby wynikte z ruchu komérki do przodu. Skoro tak, to
btona na powierzchni powinna w trakcie lokomocji komérki przesuwac sie jako
catos¢ do tytu (a wiec przeciwnie, niz to obserwowalismy u ameb). Jest to teoria
ogblnego wstecznego przeptywu btony, ktéra w latach siedemdziesigtych byta
pogladem najbardziej rozpowszechnionym.

Zaznaczmy od razu, ze dzi$ znamy ruchy wsteczne wielu struktur komar-
kowych, biatek btonowych, zewnetrznych znacznikéw powierzchni komorkowej
itp. Zwane sg one réwniez ruchami dosrodkowymi i uwazane za zjawisko
powszechne we wszystkich komdrkach ruchliwych (Bray i White 1988,
Heath i Holifield 1991). Wystepowanie ich niejestjednak samo przez sie
dowodem, ze btona jako cato$¢ przetacza sie po powierzchni komaérki do tytu.

Historycznie pierwszym argumentem za ogo6lnym wstecznym przeptywem
calej btony powierzchniowej byta obserwacja Marcusa (1962), ze biatko
wirusa Newecastle wydostaje sie na powierzchnie komorek HelLa wylgcznie
w przodzie lamelli, po czym rozprzestrzenia sie do tytu.

Teorie ogblnego przeptywu calej btony najbardziej rozpowszechnity badania
ruchu fibroblastow przez Abercrombiego ze wspdtpracownikami (1970,
1971, 1972). Zanalizowat on wspominany juz tutaj wsteczny transport pofat-
dowan lamellipodiow, a takze rozmaitych znacznikéw przywierajacych do
powierzchni komarek, receptoréw btonowych zwigzanych z konkanawalinag,
pod btong za$ ,serii nieokreslonych cieni wcigz uciekajgcych jeden przed drugim
do tylu”. Ruchy te Abercrombie obserwowal na grzbietowej stronie
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lamellipodium i lamelli, a tlumaczyt je wilasnie jako skutek inkorporacji
nadmiaru btony z wnetrza komorki do jej przedniej krawedzi. Sadzit za$, ze po
stronie brzusznej adhezja przeszkadza swobodnemu przeptywowi biony do tytu,
natomiast umozliwia napedzanie lokomocji przez kurczliwy cytoszkielet.

Z tego okresu pochodzg takze powszechnie cytowane badania Harrisa
(1973, 1976), ktéry pierwszy zauwazyt, ze w nie przyczepionym do podioza
przodzie fibroblastu ruchy wsteczne sg symetryczne, tzn. zachodzg réwniez na
brzusznej stronie lamellipodium. Sadzit, ze ten sam ogdlny skurcz cytoszkieletu
ciggnie komdrke do przodu, dziatajagc w miejscach jej adhezji do podtoza,
a w okolicach swobodnych — ciggnie btone do tytu. W przypadku rosngcego
neuronu postulowano (Bray 1970, 1973), ze system aktomiozynowy napedza
transport btonowych pecherzykéw wewnatrz aksonu do przodu, a ich wigczenie
na przodzie w sktad powierzchni powoduje odptyw catej btony zewnetrznej do
tyhu.

RUCHY BIALEK BLONOWYCH | RECEPTOROW (CAPPING)

Nalezy mocno podkresli¢, ze wszystkie wczesne teorie wstecznego przeptywu
btony jako catosci dopatrywaty sie sity napedowej tego ruchu w kurczliwosci
cytoszkieletu. Co prawda w owym czasie o budowie i funkcjach systemu
aktomiozynowego w ruchliwych komdrkach niemiesniowych wiedziano jeszcze
stosunkowo niewiele. Ponadto teorie te budowano zanim zostat ogtoszony tzw.
mozaikowy model btony komoérkowej Singera i Nicholsona (1972).
Zgodnie z tym modelem dwuwarstwa lipidowa jest ptynna w ptaszczyznie btony,
za$ czeSciowo w niej pograzone czasteczki biatkowe moga sie poruszaé w sposob
od niej wzglednie niezalezny. Wobec takiej budowy i Teologicznych wiasciwosci
btony, wydaje sie niemozliwe przyczepienie do niej elementéw kurczliwych
w taki sposéb, aby mogty one poruszaé nig jako catoscia.

Mniej wiecej w tymze czasie zostato ponownie odkryte zjawisko cappingu.
Byto ono najpierw opisane (atermin ,,cap” uzyty) u ameb przez Ray (1951), ale
stato sie powszechnie znane znacznie p6zniej, gdy wykryto je u limfocytéw
(Taylor iin. 1971). Préby jego wyttumaczenia silnie sie splotly z teoriami
ruchu btony komorkowej. Biatkowe lub zwigzane z integralnymi biatkami
btonowymi receptory powierzchniowe mogg by¢ krzyzowo wigzane (,,Sieciowa-
ne”) przez rézne ligandy, szczeg6lnie przeciwciata i lektyny. Utworzone w ten
sposéb kompleksy (patches) rozpoczynaja wsteczng lub dosrodkowa wedrowke
po powierzchni komorki, az zbiorg sie wjeden konglomerat (tzw. cap). Stamtad
moga by¢ zrzucane do $rodowiska, albo pobierane do wnetrza komdrki na
drodze endocytozy.

Najwczesniejsze (De Petris i Raff 1973), a zarazem najpowszechniegj
przyjete (Bourguignon i Bourguignon 1984) wyttumaczenie kierun-
kowego ruchu receptoréw powierzchniowych w trakcie cappingu polega na ich
holowaniu przez cytoszkielet. Istotnie, po paru latach zaczety pojawiaé sie
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pierwsze informacje o potaczeniach podbionowej warstwy aktynowej, tzw.
korteksu kurczliwego, z receptorami powierzchniowymi za posrednictwem
biatek wigzacych aktyne, a mianowicie u fibroblastéw (Ash i in. 1977,
Bourguignon i Singer 1977; Toh i Hard 1977), komé6rek nabton-
kowych (Albertini i Anderson 1977) i limfocytow (Braun iin. 1978;
Flanagan i Koch 1978). Innych dowodéw dostarczyty dos¢ dawno temu
badania cappingu w warunkach upos$ledzenia funkcji cytoszkieletu aktynowego.
Juz odkrywcy cappingu u limfocytéw (Taylor iin. 1971) wykazali, ze jest on
hamowany przez cytochalazyne. Inni szybko to potwierdzili na szerszym
materiale (Lo or 1981). Ostatnio wyprodukowano u Dietyostelium ($luzowiec
komérkowy majagcy amebowe stadium rozwoju) mutanta nie zawierajgcego
klasycznej miozyny (De Lozanne i Spudich 1987); okazat sie on
niezdolny do cappingu (Pasternak i in. 1989).

A zatem ruchy na powierzchni bylyby istotnie spowodowane aktywnoscia
skurczowg cytoszkieletu, lecz przeciez nie mogtby on ciggna¢ wstecz catej btony.
Ciagnatby tylko ,wyspy” biatkowe, a otaczajace je ,,morze” lipiddw prze-
ptywatoby wokot nich w sposdb niezalezny, zapewne wymuszony przez zmiany
ksztattu i potozenia frontu petznacej komérki.

HIPOTEZA AUTONOMICZNEGO PRZEPLYWU LIPIDOW

Przyjecie mozaikowego modelu btony spowodowato jednak takze pojawienie
sie krancowo odmiennej koncepcji jej zachowania sie u komérek ruchliwych.
Wysunat jg i podtrzymuje Bretscher (1976, 1982, 1984). Zastapit on dawne
teorie ogo6lnego wstecznego przeptywu biony jako catosci teorig wstecznego
przeptywu samej warstwy lipidowej. Postuluje nastepujacy cigg zjawisk: en-
docytoza receptorowa zachodzi w tylnych czesciach komorki; lipidy przechodza
w sktad pecherzykéw endosomalnych; w tej postaci sg przenoszone ku frontowi
komoérki; zostajg wbudowane na drodze egzocytozy w dwuwarstwe lipidowa
przedniej krawedzi zewnetrznej; powoduje to wsteczny przeptyw lipidow na
powierzchni spowrotem ku miejscom ich endocytozy. Zachowanie sie biatek jest
natomiast bierne, zalezne od wypadkowej trzech czynnikéw: ich swobodnej
dyfuzji w lipidach,unoszenia przez ptynace lipidy, ewentualnego zakotwiczenia
w strukturach podbtonowych. Motoryczna rola cytoszkieletu jest przez Bret-
scher a catkowicie odrzucana. Autonomiczny przeptyw lipidow stuzy mu
réowniez do logicznego, a bardzo prostego objasnienia lokomocji i cappingu.
Zatrzymanie lipidowej gasienicy po stronie brzusznej, wskutek adhezji do
podtoza, automatycznie spowoduje przesuniecie komérki do przodu. Gdy za$
chodzi o capping, biatka receptorowe bedg unoszone do tytu przez ptynace
lipidy, jesli ich wspdtczynnik dyfuzji nie jest zbyt wysoki.
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KRYTYKA KONCEPCJI OGOLNEGO PRZEPLYWU BLONY LUB LIPIDOW

W tej sytuacji rozpatrzmy argumenty, ktére byty i sg podnoszone przeciw
teorii og6lnego przeptywu btony, a poéZniej w szczeg6lnosci przeciw teorii
autonomicznego przeptywu lipidow.

Zdania co do tego, czy wydajno$¢ wewngtrzkomorkowego obiegu btony
moze sprosta¢ zapotrzebowaniu wyniktemu z lokomocji i zmian ksztattu, sg co
najmniej podzielone. Wedtug Abercrombiego (1980) u fibroblastow
»moznaje uwazac za adekwatne”, a w rosngcym neuronie jest to pewne (Bray
1970, 1973). Natomiast u ameb wydajnos$¢ takiego obiegu btony jest niewystar-
czajagca (Stockem 1972). Zapewne jest takze niedostateczna u granulocytéw.

Wspomnijmy, ze materiat powierzchniowy po internalizacji nie zawsze wraca
na powierzchnie wytgcznie w przodzie. Na przykitad receptory konkanawaliny sg
ponownie wbudowywane w powierzchnie wzdtuz catej komorki (Vasiliev
i in. 1976). Inny wczesny kontrargument podali Erickson i Trinkaus
(1976). Wykazali oni, ze powierzchnia fibroblastéw rozptaszczonych i wed-
rujgcych wcale nie jest wieksza niz fibroblastow oderwanych od podioza
i zaokraglonych, a to dlatego, ze w tej drugiej sytuacji jest ona o wiele silnigj
sfatdowana. W sposéb oczywisty przypomina sie wcze$niej omawiana teoria
fatdowania i rozfatldowywania btony w ruchu ameb.

Najnowsze badania wskazaty na trudno$¢ innego rodzaju. Zarowno w czoto-
wej strefie fibroblastow (Heath 1981; Fisher i in. 1988), jak i ameb
(Grebecki i Kwiatkowska 1988 Grebecki 1990) poja-
wiajg sie odsuwajace sie spod bitony warstwy sieci aktynowej, ktore tworzg filtr
nie dopuszczajacy wiekszych elementéw strukturalnych, a w tej liczbie pecherzy-
kéw btonowych do wihasciwej krawedzi czotowej. Sie¢ aktynowa w fibroblastach
zatrzymuje juz elementy o $rednicy 24 nm (Luby-Phelps i Taylor 1988).
U makrofagéw rozmiary oczek w sieci aktynowej okreslono na 100 nm
(Hartwig iYin 1988; Yin i Hartwig 1988).

Rozwazmy teraz specyficzne konsekwencje teorii autonomicznego prze-
ptywu lipidéw wedtug Bretschera. Jego objasnienie lokomocji komorek,
logicznie tak atrakcyjne, jestjednak fatszywe. Stwierdzono (Geiger iin. 1982),
ze w miejscach punktowej adhezji podlega unieruchomieniu okoto 50% biatek
btonowych, natomiast lipidy nadal poruszajg sie swobodnie. Oczywiscie, bez
unieruchomienia warstwy lipidowej w miejscu przyczepu do podfoza, poglad ze
lipidy sa odpowiedzialne za przesuw komorki do przodu musi upa$¢ auto-
matycznie.

Za teoriag Bretschera ma przemawia¢ m.in. to, ze cappingowi moga
réwniez podlega¢ glikolipidy, ktdre przeciez nie majg bezposredniego potaczenia
zcytoszkieletem. Mogg one jednak by¢ z nim potaczone za posrednictwem biatek
transmembranowych, co niedawno udowodniono u limfocytéow (Turner
iShollon 1987).

Wedtug koncepcji Bretschera faczenie receptoréw przez ligandy w wiek-
sze kompleksy tylko dlatego wywotuje capping, ze znacznie obniza ich wspoét-
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czynnik dyfuzji, wobec czego zaczynajg one ulegac przeptywowi lipidow. Zatem
capping powinien by¢ niespecyficzny, niezalezny od innych wiasciwosci recep-
torébw. W rzeczywistosci capping jest wzglednie specyficzny. Tym samym
argument okazuje sie mato warto$ciowy, bo obosieczny. Bretscher powotuje
sie na przypadki niespecyficzno$ci cappingu, a jego przeciwnicy na przejawy
specyficznos$ci tego zjawiska.

Bardzo wazny kontrargument wysuwajg Heath i Holi field (1991).
Empirycznie mierzone wspoétczynniki dyfuzji wiekszosci biatek btonowych sg
zbyt niskie, by mogtly sie one przeciwstawi¢ przeptywowi lipidow z predkoscig
postulowang przez Bretschera. Receptory powierzchniowe powinny wiec
by¢ unoszone do tytlu zawsze, bez koniecznosci ich sieciowania w wieksze
kompleksy. W rzeczywistosci za$§ sa one rozproszone réwnomiernie, dopdéki
odpowiednie ligandy nie indukujg cappingu.

Wreszcie kontrargument bardzo bezpos$redni. Badano rozmieszczenie na
powierzchni fibroblastdw dwdéch integralnych biatek btonowych: PGP ijednej
z hemaglutynin, ktére majg prawie identyczne wspétczynniki dyfuzji. Mimo to,
po dodaniu specyficznych przeciwciatjedno z nich (PGP) podlegato cappingowi,
a drugie (hemaglutynina) pozostawato w rozproszeniu (H o lifie 1d iin. 1990).
Mozemy podsumowac stwierdzeniem, ze objasnianie cappingu jako interakcji
swobodnej dyfuzji biatek w btonie z hipotetycznym wstecznym przeptywem
lipidow nie wytrzymuje krytyki do$wiadczalne;j.

HOLOWANIE BIALEK BIONOWYCH PRZEZ CYTOSZKIELET
| BIERNY PRZEPLYW LIPIDOW

W przypadku ameb zyjacych swobodnie juz kilka lat wczesniej sformutowalis-
my whniosek, ze nie autonomiczny przeptyw lipidow, ale holowanie biatek przez
cytoszkielet jest przyczyng wstecznego ruchu znacznikéw zwigzanych z recep-
torami powierzchniowymi (Grebecki 1986, 1987a, 1988). DoszliSmy do tego
za pomocg stosunkowo prostych metod, dzieki szczeg6lnym zaletom ameb jako
modelu do badania ruchéw komérkowych.

Metodg kinematografii poktatkowej analizowano ruch na powierzchni
Amoebaproteus i Saccamoeba limax czastek lateksu, szkta i zawiesiny stragconego
btekitu alcjanowego (barwnika specyficznego dla glikoprotein powierzchni
komorkowej). Jednocze$nie utrzymywano pod kontrolg ruchy ziarnistosci
ektoplazmatycznych po drugiej stronie btony. Dodajmy od razu, ze ruchy tych
ostatnich sg wskaZnikiem zachowania sie podbtonowej sieci aktynowej, ktéra
jak dowiedlismy nieco wczedniej (G rebecki 1984, 1985, 1987h), obkurcza sie
u tych ameb dosrodkowo ku miejscom adhezji do podtoza (a wiec w przedniej
czesci komarki przesuwa sie wstecznie).

Wykazano wsp@tistnienie na powierzchni ameb dwoch zupetnie réznych
ruchow badanych czastek (Rys. 3). Czastki zwigzane adhezyjnie przemieszczajg
sie zgodnie z ruchami ziarnistosci ektoplazmatycznych po przeciwlegtej stronie
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btony; odlegtosci miedzy nimi pozostajg niezmienne. Sg wiec one przenoszone
dos$rodkowo, ruchem wstecznym w przodzie komorki, a postepowym wjej tylnej
czesci. Natomiast czastki luzno przylegajace do powierzchni, a nawet pozos-
tajgce w zawiesinie w jej bezpo$rednim sasiedztwie, ptyng nieprzerwanie do
przodu wzdtuz catej komérki. Przeptyw ich jest zupetnie nie skoordynowany
z zachowaniem sie ektoplazmy z drugiej strony btony, og6lnie za$ zalezny od
zmian potozenia i ksztattu czota petznacej ameby.

Rys. 3. Objasnienie du ukierunkouego ruchu materiatdw pr/y legajacych / zewnatrz do powierzchni
ameby: ich wsteczny transport (na lewo) wraz z biatkami btonowymi holowanymi w tym kierunku
przez cytoszkielet, albo unoszenie ku przodowi komérki (na prawo) wraz z przeptywem lipidéw. Dla
czytelnosci schematu pominieto ztozony charakter potgczenia integralnych biatek btonowych
zaroéwno z siecig aktynowa, jak z materiatami pozakomorkowymi na powierzchni

Ruchy obu tych rodzajow wspotwystepujg w tym samym czasie na tym
samym bardzo niewielkim obszarze powierzchni komorki. Na przyktad, czastki
transportowane do tytu oraz ptynace do przodu czesto mijaja sie w odlegtosci
okoto 1/im. Ponadto, ta sama czgstka moze zmieni¢ charakter ruchu przecho-
dzac z jednej kategorii do drugie;j.

Mozna skonstatowaé ogolnie, ze ruch czastek zwigzanych z powierzchnig
ameby adhezyjnie ma taki sam charakter, jak ruch receptoréw powigzanych
ligandami w trakcie cappingu u komorek tkankowych (De Petris i Raff
1973), natomiast ruch czastek luzno przylegajagcych doktadnie odpowiada
przeptywowi zawiesin wokot komorki, ktory wykryliSmy dawniej w zwigzku
z rozfatldowywaniem sie powierzchni petzngcej ameby (Czarska i Grebe-
cki 1966). Pierwszy typ ruchu trzeba wiec interpretowac jako wynik holowania
receptoréw powierzchniowych przez cytoszkielet, czyli odzwierciedlenie czyn-
nego zachowania sie podbtonowego systemu kurczliwego, drugi zas jako przejaw
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biernego przeptywu lipidow btonowych do przodu wymuszonego przez przesu-
niecia i rozbudowe przedniej krawedzi migrujacej komorki.

Whnioski te, ktére wysunelisSmy kilka lat temu badajgc stosunkowo prostymi
metodami ameby, znajdujg obecnie potwierdzenie w wyniku zastosowania
najnowoczesniejszych technik badawczych do komorek tkankowych. Na przy-
ktad grupa Sheetza analizowala, korzystajagc z aparatury wideo o rozdziel-
czosci siegajacej nanometréw, ruchy czastek ztota o srednicy 40 nm, pokrytych
konkanawaling, na powierzchni makrofagow i keratocytdw ryb (Sheetz iin.
1989; Kucik iin. 1989, 1990). W granicach tego samego bardzo niewielkiego
obszaru niektére czastki wykazywaty przypadkowa dyfuzje, a inne ruch
kierunkowy zar6wno postepowy, jak wsteczny; ponadto ta sama czastka mogta
w trakcie obserwacji przechodzi¢ od jednego typu ruchu do innego. Zdaniem
autoréw ruch jednych czastek jest przejawem cappingu, a inne biernie dryfuja
zgodnie z ruchem catej komorki. Zgodnos$¢ tych rezultatow i ich interpretacji
z prawidtowosciami zaobserwowanymi wczesniej u ameb jest wiec stuprocen-
towa.

Czastki koloidalnego ztota pokrywano takze poly-L-lizynami o réznej
dtugosci tancucha (4 kD i 240 kD), po czym badano ich ruch na powierzchni
fibroblastow (De Brabander iin. 1991). Pierwsze wykazywaly tylko ruchy
Browna i dyfuzje , a drugie podlegaty transportowi wstecznemu (hamowanemu
przez cytochalazyne). Pierwsze wiec odzwierciedlaty bierne zachowanie sie
lipidow w btonie, a drugie ruchy podbtonowego cytoszkieletu.

Wreszcie, nasze obserwacje wskazujace, ze u ameb lipidy btony nie ptyng do
tytu, lecz przesuwajg sie do przodu ruchem wymuszonym przez przyrost
czotowej strefy komorki, znalazty ostatnio bezposrednie potwierdzenie na
granulocytach (Lee i in. 1990). Po wiaczeniu fluorescencyjnego analogu
lipidowego do btony granulocytu wygaszono za pomoca wigzki laserowej
Swiecenie matego prostokatnego obszaru najego powierzchni. W ciggu 5 sekund
zanim powrdcita fluorescencja obszar ten przesuwat sie do przodu z takg samg
predkoscig, jak czotowa krawedz komorki.

Wszystkie badania ruchow na powierzchni komdrek ameboidalnych, zardw-
no swobodnie zyjacych jak tkankowych, dowodzg wiec zgodnie, ze ich sitg
napedowg sg ruchy podbtonowego cytoszkieletu, a nie hipotetyczny wsteczny
przeptyw lipidow. Dodajmy, ze po zignorowaniu motorycznej roli cytoszkieletu
braktoby sity napedowej takze dla wewngtrzkomdérkowego ramienia obiegu
lipidéw, przede wszystkim dla ich transportu przez cytoplazme ku przodowi
komérki, ale takze dla ich endocytozy i egzocytozy. Dowody na motoryczne
funkcje systemu aktomiozynowego w komdrkach ameboidalnych sg tak wazkie
i obfite, ze podjeta ostatnio izolowana préba szukania zrodta ich sity napedowe;j
w potencjatach btonowych (Dotowy 1987) zapewne nie ma szans powodzenia.



18 Andrzej Grebecki

ZWIAZEK BIALEK BLONOWYCH Z CYTOSZKIELETEM

Do tej pory wielekroé, ale raczej dos¢ ogolnikowo odwotywaliSmy sie do
odpowiedzialnosci cytoszkieletu za ruchy powierzchni komaérki. Aby konkret-
niej uzasadnié i wyjasni¢ te jego funkcje, trzeba wykazaé po pierwsze, ze
peryferyjna sie¢ aktynowa jest potgczona z btong, a Scislej moéwigc, z biatkami
btonowymi; po drugie, ze sama wykonuje ruchy lateralne w ptaszczyznie btony;
wreszcie po trzecie, nalezatoby przedstawi¢ wspotczesne poglady na molekularne
mechanizmy tej funkcji cytoszkieletu.

Oczywiscie, zwiazek ruchow zachodzacych na powierzchni komorki z rucha-
mi cytoszkieletu wymaga mechanicznego potgczenia biatek btonowych z pod-
btonowg siecig aktynowag. Nie jest to potgczenie bezposrednie. Posrednikami sg
niektore sposréd biatek wigzacych aktyne, te ktére majg ponadto inne specyficz-
ne miejsca wigzania pozwalajace im przytaczaé sie z drugiej strony do biatek
transmembranowych, albo wchodzi¢ w sktad ztgcz bardziej ztozonych. Opisano
juz co najmniej dziesigtki takich biatek (por. Tilney 1983; Schli wa 1986;
Bershadsky i Vasiliev 1983; Mangeat 1988). Sposréd wazniejszych
i szeroko rozpowszechnionych w réznych komérkach wymienimy spektryne
i biatka do niej podobne, jak fodryna, ankiryne, winkuline, a-aktynine.

Ameby swobodnie zyjace, ktore tak czesto okazywaly sie znakomitym
obiektem eksperymentu fizjologicznego, sg przeciwnie, bardzo trudnym mate-
riatem dla prac biochemicznych, a nawet immunocytochemicznych. Z tego
powodu dopiero w ostatnim czasie zaczety sie pojawiaé¢ pierwsze informacje
0 biatkach wiagzacych ich aktyne z btong komérkowg. Znamy juz jednak
pontikuline, ktora peini te role w amebowym stadium $luzowca Dictystelium
(Wuestehube i Luna 1987). Stosunkowo niezZle jest poznana pod wzgle-
dem biochemicznym niewielka Acanthamoeba; u tej ameby znane sg analogi
spektryny (Pollard 1984; Kwiatkowska i Sobota 1990). U Amoeba
proteus, ktora jest najczesciej uzywana jako obiekt w fizjologii ruchu, znaleziono
a-aktynine i winkuline. Stosujgc metody immunofluorescencyjne, Brix i in.
(1990) stwierdzili obecno$¢ bardzo cienkiej warstwy a-aktyniny pomiedzy btong
a warstwg aktynowag, winkulina za$ skupiata sie w miejscach przyczepu ameby
do podtoza.

Nie ma wiec zadnych watpliwosci, ani w przypadku komoérek tkankowych,
ani ameb swobodnie zyjacych, co do samego istnienia i natury potgczen warstwy
aktynowej z btona komdrkowa. O ich funkcjonalnym znaczeniu zaswiadczyto
zastosowanie do komérek bedacych w toku cappingu metody podwdéjnej
immunofluorescencji lub technik pokrewnych. Réwnoczesnie stosowano z jed-
nej strony oznakowane ligandy wiazace receptory powierzchniowe, a z drugiej
oznakowane przeciwciata specyficzne dla poszczeg6lnych biatek cytoszkieletu.
Przede wszystkim ujawniono tym sposobem, ze aktyna (Gabbiani i in.
1977, Toh i Hard 1977) albo aktyna i miozyna (Bourguignon i Sin-
ger 1977) skupiajag sie pod kompleksami powiagzanych receptoréw oraz
przesuwajg sie wraz z nimi w trakcie cappingu (Heath 1983b). Inni wykazali
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skupianie sie w tych samych miejscach biatek wigzacych aktyne oraz uczest-
niczacych w jej potgczeniach z biatkami btonowymi (np. a-aktyniny, spektryny,
fodryny, ankiryny). Te transmembranowe potgczenia miedzy receptorami
powierzchniowymi a cytoszkieletem sg na tyle trwale, ze nie zrywajg sie po
ekstrakcji lipidowej frakcji btony z uzyciem detergentow. Mato tego, nawet
wtedy moga zachowac zdolno$¢ dziatania. Mianowicie, wedlug Bershads-
kiegoiVasilieva (1988) limfocyty poddane ekstrakcji saponing moga nadal
dokonywac cappingu konkanawaliny po podaniu ATP. W dos$wiadczeniu tym
capping powierzchniowych komplekséw biatkowych zostaje zatem wykonany
przez sam ,wypreparowany” cytoszkielet.

RUCHY DOSRODKOWE PODBLONOWEGO CYTOSZKIELETU U AMEB

Przejdzmy z kolei do drugiego z uprzednio postawionych pytan: czy
peryferyjny cytoszkielet komoérek ameboidalnych sam przesuwa sie pod biong
w sposéb mogacy objasni¢ ruchy obserwowane na powierzchni komorki.

U ameb swobodnie zyjacych cytoszkielet jest zbudowany z tréjwymiarowej
sieci aktynowej podscielajacej wewnetrzng strone btony komérkowej warstwa
0 grubosci okoto 1 pm. Jest to przejrzysty zel nazywany hialoplazmg, nie
zawierajacy innych struktur poza filamentami aktyny. Nastepna warstwa
ektoplazmy, o grubosci co najmniej kilku pm, jest takze zzelifikowana, zawiera
jednak liczne inne organelle widoczne w mikroskopie swietinym jako drobne
ziarnistos$ci; z tego wzgledu jest nazywana granuloplazma. Ziarnistosci granulo-
plazmy sg wiec naturalnymi znacznikami pozwalajgcymi $ledzi¢ w mikroskopie
Swietlnym zachowanie sie ektoplazmatycznego zelu, ktéry odzwierciedla ruchy
kurczliwej podbtonowej warstwy aktynowe;j.

W dawniejszej literaturze zwykle opisywano ektoplazme ameby jako nieru-
chomg wzdluz bocznych krawedzi komorki. Wyrézniano natomiast dwa
niezalezne zjawiska ruchowe w zamknietym tylnym oraz w otwartym przednim
koiAcu cylindra ektoplazmatycznego. W tylnym koncu ameby ektoplazma
porusza sie do przodu w zwigzku z wycofywaniem sie strefy ogonowej. Na
samym przodzie natomiast moze ona ruchem wstecznym odsuwac sie od
krawedzi czotowej, pod kt6rg jest nieprzerwanie odtwarzana na drodze zelifika-
cji endoplazmy (tzn. polimeryzacji aktyny). Zjawisko to nazwano
ruchem fontannowym, bo istotnie naptywajgca srodkiem endoplazma, a wokdét
niej powracajgca ektoplazma, razem tworzg przestrzenng petle w ksztatcie
fontanny.

Tradycyjny poglad, ze peryferyjna warstwa kurczliwa pozostaje nieruchoma
wzdtuz prawie calej komorki sprawdzaliSmy za pomocag filmowej analizy
zachowania sie granuloplazmy u dwoch gatunkdéw i kilku form morfologicznych
ameb swobodnie zyjacych (Gre beck i 1984, 1985, 1987b). Ameby te byly
badane w warunkach réznego kontaktu z podtozem oraz — catkowitego braku
przyczepu.
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Ameba oczywiscie nie moze posuwac sie wzdtuz podtoza, jesli jest po-
zbawiona kontaktu z nim. Wewnatrz unieruchomionej w ten sposéb komorki
cytoszkieletalny motor jednak nadal pracuje, chociaz ,,na jatowym biegu”.
Endoplazma jak zwykle srodkiem ptynie do przodu, wobec czego zzelifikowana
ektoplazma wycofuje siejako catos¢, wzdtuz bokéw ameby az do samego jej tytu,
a nie tylko w strefie czotowej (rys. 4A). Analiza rozktadu predkosci tego
wstecznego ruchu pod blong ameby dowiodta, ze cala peryferyjna warstwa
kurczliwa funkcjonuje réwnomiernie — nie ma odcinkéw biernie wleczonych,
lecz wszystkie w trakcie wycofywania same sie skracajg. A wiec, whbrew
dawniejszym opisom, caty podbtonowy cytoszkielet ameby jest kurczliwy
i zdolny do skoordynowanego przesuwu wstecznego, wiasnie takiego, jaki moze
powodowaé wsteczne ruchy wystepujace po drugiej stronie btony, na powierz-
chni komarki.

Rys. 4. Przesuwanie sie catego zelu cklopla/mutyeznego do lytu komorki u ameby zawieszonej

w Srodowisku bez kontaktu z podtozem (A), oraz jego doSrodkowe obkurczanie si¢ ku miejscom

adhezji u ameby przyczepionej do podtoza po $rodku swej brzusznej powierzchni (B), w strefie

ogonowej (C) albo w strefie czotlowej (D). Diugosci strzatek pokazujg, ze szybko$¢ przesuwu
przyrasta w miare oddalania sie¢ od miejsca przyczepu

Obraz ten ulega tylko wtérnym modyfikacjom, gdy ameba pozostaje
w warunkach naturalnych i petznie do przodu. Zwykle jest ona woéwczas
przyczepiona do podtoza gdzie$ w Srodkowo-przedniej okolicy ciata. Wtedy cata
peryferyjna warstwa cytoplazmy obkurcza sie dosrodkowo, od obu swobodnych
biegunéw komorki ku strefie przyczepu (rys. 4B). Analiza predkosci wskazuje
ponownie, ze jest to ruch zwigzany z réwnomiernym skurczem wzdtuz calej
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komorki, cho¢ kierunki przesuwu materiatu sg przeciwne w jej przedniej i tylnej
czesci. Zatem od dawna niezaleznie opisywane wycofywanie strefy ogonowej
iruch fontannowy w strefie czotowej wcale nie sg dwoma ré6znymi zjawiskami; sg
to tylko lokalne przejawy tego samego wspolnego procesu — nieprzerwanego
dosrodkowego obkurczania sie catego cytoszkieletu. U normalnie petznacej
ameby wsteczny ruch cytoszkieletu obserwuje sie wiec w nie przytwierdzonym do
podtoza przednim odcinku komérki, doktadnie tam gdzie réwniez rozmaite
znaczniki powierzchni komérkowej sg transportowane do tytu.

W trakcie lokomocji ameby zdarza sie, ze chwilowo przylega ona do podtoza
tylko przednim, albo tylko tylnym kohAcem swej strony brzusznej. Oczywiscie
w takich przypadkach cytoszkielet przesuwa sie jako catos¢ albo wytgcznie do
przodu, albo wytacznie do tytu (rys. 4C, D). We wszystkich sytuacjach przesuw
podbtonowej warstwy kurczliwej jest catkowicie zgodny z ruchami na powierz-
chni tych znacznikéw, ktére przylegaja do niej adhezyjnie.

Opisane tu zjawiska postuzyty do opracowania modelu i komputerowej
symulacji dynamiki cytoszkieletu u ameb (D em b o 1989).

TEORIA OGOLNEGO ,PRZEPLYWU” KORTEKSU KURCZLIWEGO

Wykrycie przez nas wstecznego, czy $cislej dosrodkowego ruchu peryferyjnej
warstwy kurczliwej u ameb swobodnie zyjacych, wraz z interpretacjg tego
zjawiska, czeSciowo przyczynity sie takze do sformutowania przez Braya
i Whitea (1988) teorii ogo6lnego ,przeptywu kortykalnego” w komorkach
zwierzecych. Autorzy przypominaja, ze w najrozmaitszych komérkach struk-
tury zawierajace cytoszkielet aktynowy nieprzerwanie przemieszczaja sie do tytu.

Tak sie zachowujg np. wypustki przedniej krawedzi granulocytéw oraz
bogate w aktyne pierScieniowe przewezenia ich ciata, zwane po angielsku
constriction rings (por. Lackie 1986). W przedniej czesci fibroblastow, wraz
z opisywanym juz wcze$niej wstecznym transportem pofaldowan zwanych
ruffles, synchronicznie wycofujg sie pod btong tuki skondensowanej sieci
aktynowej (Heath 1983a), a na powierzchni — mikrokolce (microspikes),
zwane tez, z uwagi na swdj skiad, zebrami aktynowymi (Fisher i in. 1988;
lzzard 1988). Staty dosrodkowy przesuw tych samych lub podobnych struktur
cytoszkieletalnych wykryto rowniez w ptytkach krwi (Behnke i Bray 1988)
i w rosngcych neuronach (Bray i Chapman 1985 Forscher i Smith
1988).

Zgodnie z koncepcja ogdlnego przeptywu kortykalnego aktywno$¢ skurczowa
podbtonowej sieci aktynowej nie jest rownomierna. W jednych okolicach bywa
onawzmozona, a gdzie indziej zachodzi lokalna relaksacja. Od tego zalezy rozktad
ruchéw warstwy kortykalnej pod powierzchnig komaorki. Przesuwa sie ona zawsze
od o$rodkow relaksacji ku okolicom silniej sie kurczacym. Jest to w istocie ta sama
zasada, ktorg wczesniej stosowaliSmy do ameb, ttumaczac wycofywanie sie ich
peryferyjnej warstwy kurczliwej ze zrelaksowanej strefy przedniej.
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Teoria Braya i White’a oczywiscie odwotuje sie do potgczen pomiedzy
biatkami cytoszkieletu a biatkami integralnymi btony i receptorami powierzch-
niowymi (rys. 5A). Zatem, jezeli gdzie$ w korteksie komorki zachodzi miejscowa
relaksacja, warstwa aktynowa musi ptyna¢ do przeciwnego bieguna i holowac za
sobg receptory powierzchniowe; w sytuacji takiej komdérka moze nie by¢ jeszcze
ani przytwierdzona do podfoza, ani spolaryzowana morfologicznie, bedzie
jednak wykonywac capping (rys. 5B). W komoérce za$ z rozwinietg polaryzacja
ruchowa, ale bez kontaktu z podtozem, peryferyjny cytoszkielet musi ,,na
jatowym biegu” wycofywaé sie az do tylnego kranca komérki (rys. 5C). Po
przytwierdzeniu do podfoza wsteczny ruch warstwy kurczliwej spowoduje
automatycznie przesuwanie komarki do przodu, a sam roztozy sie wokét strefy
adhezji (rys. 5D). Przypomnijmy, ze te dwie ostatnie sytuacje przewidziane
w teorii Braya i White a bylyjuz wczedniej zarejestrowane w rzeczywisto-
sci u ameb (por. rys 4).

Rys. 5. Schemat og6lnego przeptywu kortykalnego wedtug BrayaiW hite ’a (zmodyfikowany).

Komérka nie spolaryzowana (A), dokonujgca cappingu (B), spolaryzowana ruchowo, lecz nie

przyczepiona do podtoza (C), poruszajgca si¢ po podtozu (D) oraz w trakcie podziatu (E-G).

W kompleksie kortykalnym zaznaczono btone (cm), receptory powierzchniowe (sr), sie¢ aktynowa

(an); nie sg zachowane rzeczywiste proporcje rozmiaré6w tych elementéw. RP — biegun zrelak-

sowany, strzatki oznaczajg spodziewane kierunki przesuwania sie kortykalnej warstwy kurczliwej.
Szczego6towe objasnienia w tekscie
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Wedlug Braya i White’a wsteczny przeptyw uformowanego cyto-
szkieletu pod btong wedrujgcej komorki musi by¢ zawsze skompensowany
przeptywem przez cytoplazme zdepolimeryzowanego materiatu kurczliwego ku
przodowi. Teoria przeptywu kortykalnego odwotuje sie wiec do istnienia pradu
cytoplazmatycznego od dawna doskonale poznanego u ameb, lecz wciaz
dyskusyjnego u komoérek tkankowych.

Teorig ogdlnego przeptywu kortykalnego autorzy starajg sie objasni¢ nawet
zachowanie sie peryferyjnej warstwy kurczliwej w trakcie podziatu komor-
kowego, czyli cytokineze. Wychodzg z zalozenia, ze powstajg wowczas dwa
bieguny relaksacji (rys. 5E). Poglad taki nie jest powszechny, ale byt juz
wysuwany w przesztosci (W o 1p ert 1960) i wsp6tcze$nie (Devore iin. 1989;
Fukui ilnoue 1991). Znajduje on m.in. oparcie w badaniach Hiramoto
(1963) swiadczacych, ze w jajach jezowca przed bruzdkowaniem naprezenie
warstwy kortykalnej najpierw ogélnie rosnie, a potem raptownie spada w miejs-
cach dwoch przysztych biegunéw. Wobec tego kortykalna sie¢ aktynowa
powinna przesuwa¢ sie od obu biegunéw w kierunku rownika (rys. 5F)
i utworzy¢ tam, pod bruzdag podziatowa pierécien materiatu kurczliwego (rys.
5G). Takie pierscienie kurczliwe i ich aktynowy charakter znane sa od dawna.
Wiadomo tez, ze w ich sktad wchodzi réwniez miozyna (Yumura i Fukui
1985; Schroeder 1987; Schroeder i Otto 1988; Fukui i Inoue
1991). Zgodnie z przewidywaniami przesuwajacy sie cytoszkielet holuje w kieru-
nku réwnika kompleksy receptoréw powierzchniowych. Na przyktad dzielace
sie makrofagi potraktowane konkanawaling wykonujg capping do bruzdy
podziatowej (Koppel iin. 1982). To samo obserwuje sie w innych komadrkach
i przy uzyciu innych ligandéw.

Zatem wedtug teorii og6lnego przeptywu kortykalnego aktomiozynowy
cytoszkielet nie rozwija sie wskutek polimeryzacji biatek kurczliwych na miejscu
pod bruzda podziatowg, ale w postaci juz uformowanej nasuwa sie od strony obu
biegundéw. Komputerowa symulacja takiego mechanizmu (W hite i Borisy
1983) wykazata duzg zgodnos$¢ z rzeczywistym przebiegiem cytokinezy. Jest to
koncepcja niewatpliwie pociggajgca dla badaczy ruchéw amebowych, bo
zaktada odtwarzanie sie cytoszkieletu na drodze polimeryzacji w zrelaksowa-
nych okolicach dzielgcej sie komorki (tak jak w czole petznacej ameby), a nie
odwrotnie.

ODKLEJANIE SIE CYTOSZKIELETU OD BLONY
POD PRZEDNIA KRAWEDZIA KOMORKI

Na czym polega relaksacja czota ameby w toku lokomocji i jakie jest jej
funkcjonalne znaczenie? O samym jej istnieniu Swiadczg eksperymenty fizjo-
logiczne. Lokalne anestetyki przyktadane mikropipetkg do bocznej powierzchni
ameby wywotujg powstawanie w tych miejscach nowych stref czotowych,
a przyktadane do czesci przedniej intensyfikujg przyrost i ruch szczytow juz
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istniejacych tam nibynézek (Go Id acre 1952; Korohoda 1972, 1977,
Kaliszi Korohoda 1976). W ten sam sposdb dziata miejscowe zacienianie
szczytow nibyndzek, natomiast draznienie waska wigzka Swiatta odwrotnie,
prowadzi do ich zatrzymania, obkurczania i wycofywania; takie same bodzZce
Swietlne przyktadane do bocznych i tylnych okolic ameby wywierajg przeciwne
skutki — bodziec skurczowy przyspiesza, a rozkurczowy zwalnia ruch calej
komérki (Grebecki 1980, 1981). Zatem og6lnie cata warstwa peryferyjna
zachowuje sie jakby byta w stanie skurczu, z wyjatkiem czota bedacego w stanie
relaksacji.

Z drugiej strony jednak, opisywalismy juz tutaj intensywny ruch wsteczny
cytoszkieletu wiasnie w czotowej strefie ameby, zwanej z tego powodu strefg
fontannowag, a takze pod przednig krawedzig ameboidalnych komorek tkan-
kowych. Nie moze wiec tam zachodzi¢ relaksacja samego systemu aktomiozyno-
wego, bo woweczas ustatyby ruchy cytoszkieletu. Jest natomiast co$, co powoduje
nieefektywnos$¢ tych ruchéw z punktu widzenia lokomocji komorki. Uktad
pozostaje biochemicznie funkcjonalny, ale staje sie mechanicznie niesprawny.

Juz ponad dziesie¢ lat temu wykazano w mikroskopie elektronowym, ze pod
samg przednig krawedzig wedrujagcej ameby peryferyjna sie¢ aktynowa nie
przylega bezposrednio do btony, lecz jest od niej znacznie odsunieta (Grebec-
ka i Hrebenda 1979; Weh land i in. 1979; Stockem i in. 1982).
Powstatg wolng przestrzen zajmuje przejrzysta cytoplazma (tz. czepek hialino-
wy), z ktorej wszystkie wieksze elementy strukturalne zostaty odfiltrowane przez
sie¢ aktynowg. Wiadomo zas$ przeciez, ze warstwa kurczliwa nie przytwierdzona
do btony nie moze przekazaé sity napedowej, choCby sie sama poruszata.

Wspomnijmy przy okazji, ze funkcjonalna relaksacja czota ameby spowodo-
wana lokalnym zerwaniem kontaktu miedzy blong a cytoszkieletem lezy
u podstawy wspdtczesnej koncepcji ruchu amebowego, zwanej teorig ogdlnej
kurczliwosci kortykalnej (Grebecki 1981,1982,1987c; Grebecka 1988;
Stockem i Ktopocka 1988). Peryferyjny skurcz calej sieci aktynowej
przyczepionej do btony podnosi ci$nienie hydrostatyczne wewnatrz komorki,
zwyjatkiem strefy czotowej, gdzie cytoszkielet jest od btony oderwany. Cisnienie
w przodzie jest wiec nizsze, co powoduje przeptyw cytoplazmy w tym Kierunku.
Strefy czolowe, w ktdrych zwigzek btony z cytoszkieletem jest zerwany (lub
odbudowywany), petnig wiec role zawordw, ktérych otwieranie i przymykanie
reguluje kierunek i intensywnos$¢é przeptywu wewnatrzkomérkowego, a tym
samym steruje ruchem catej ameby.

W ostatnich latach, m.in. dzieki zastosowaniu najnowszych technik wideo-
mikroskopii i komputerowego wzmacniania kontrastu, udato sie zaobserwowac
u zywych ameb o blonie zdestabilizowanej szokiem cieplnym (Grebecki
i Kwiatkowska 1988, Ktopocka i in. 1988), a takze w trakcie
normalnego ruchu i endocytozy (Grebecki 1990, 1991), jak dochodzi do
zrywania i odtwarzania kontaktu cytoszkieletu z blong. Oba te procesy
nieprzerwanie zachodzg w przodzie ameby i majg charakter cykliczny. Mniej
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wiecej co 2 s odrywa sie warstwa sieci aktynowej, powodujac uwypuklenie
krawedzi czotowej i jej raptowne przesuniecie do przodu. Oderwana warstwa
cytoszkieletu wedruje w tym czasie do tytu z predkos$cia kilku pm na sekunde.
Pod btong zas$ nastepuje repolimeryzacja sieci aktynowej, juz wczesniej pokazana
metodami immunofluorescencyjnymi (G aw lilla iin. 1980b; Stockem iin.
1983), ktdéra prowadzi do jej odbudowy, nastepnego odklejenia i nastepnego
»Kroku” do przodu (rys. 6A). BodZce dodatnie przyspieszajg postepowy ruch
czota ameby, bo wzmagajg odrywanie sie warstw cytoszkieletu od btony. Ujemne
natomiast hamuja to zjawisko, wobec czego sie¢ aktynowa, wcigz przesuwajgc
sie wstecz, ciggnie za soba btone krawedzi przedniej i powoduje wycofanie sie
dawnego czofa.

Rys. 6. Schematy ilustrujace fazy odrywania sie podbtonowe;j sieci aktynowej (an) ijej wycofywania
sie w strefie czotowej ameby (A) oraz dwa stadia wstecznego ruchu tzw. tukédw aktynowych w lamelli
fibroblastéw (B)

Koniecznos$¢ rozerwania zwigzku warstwy aktynowej z btong w przedniej
krawedzi komorki wynika réowniez z komputerowej symulacji dynamiki cyto-
szkieletu u ameb przeprowadzonej przez Dem bo (1989).

Takze w przypadku makrofagow odklejenie sig btony od cytoszkieletu
wskutek rozrywania filamentdéw jest uwazane za warunek wysuwania pseudo-
podiow (HartwigiYin 1988). Podobne znaczenie funkcjonalne zapewne ma
brak fodryny, jednego z biatek wigzacych aktyne z btong, obserwowany pod
przednig krawedzig pobudzonych komorek nabtonkowych tarczycy (Gab-
rion iin. 1990).

Zjawisko bardzo podobne do odsuwania sie kolejnych warstw kurczliwych
od przedniej krawedzi czota ameby byto juz wczesniej opisane u fibroblastéw
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(Heath 1981,1983a; Soranno i Bell 1982). Jest ono widoczne w lamelli
(rys. 6B). Pod jej powierzchnia grzbietowga seryjnie przesuwajg sie ku tytowi
koncentryczne tuki skondensowanej sieci aktynowej. Ruch ich jest skoor-
dynowany z wycofywaniem receptorow powigzanych ligandami (Heath
1983b) oraz innych struktur powierzchniowych icytoplazmatycznych (Fisher
iin. 1988). Przesuw tukéw aktynowych w lamelli fibroblastéw jest kilkadziesiat
razy wolniejszy (0,1-0,2 pm-s*1) niz w strefie czotowej ameb, podobnie jednak
réznig sie miedzy soba predkosci lokomocji tych komérek. Na razie nie wiemy,
czy warstwa kurczliwa w fibroblastach odkleja sie od samej ich przedniej
krawedzi, bo do tej pory wedrowke tukéw aktynowych obserwowano jedynie na
terenie lamelli, a nie w lamellipodium. W zwigzku z tym o wiele jest trudniej
zinterpretowac znaczenie tego zjawiska dla mechaniki ruchu fibroblastow, niz
dla ameb. Na pewno jednak og6lny obraz wstecznego przeptywu kortykalnego
wzdtuz catej komarki nakreslony w teorii Braya i White’a (1988) warto
uzupetni¢ niecigglym, seryjnym wycofywaniem kolejnych warstw sieci ak-
tynowej ze strefy czotowej. Moze to, jak u ameb, powodowac stan funkcjonalnej
relaksacji czota, ktora jest postulowana zaréwno przez nas, jak przez Braya
i White’a.

Staty dosrodkowy przesuw cytoszkieletu pod btong komdérek ameboidalnych
thumaczy wiec zrodto sity napedowej wstecznych ruchéw na ich powierzchni.
OdpowiedzZ ta jednak rodzi nastepne, glebiej siegajace pytania o molekularne
mechanizmy ruchu samej kortykalnej warstwy kurczliwej.

PROBLEM UDZIALU MIOZYNY W RUCHACH CYTOSZKIELETU
W STREFIE CZOLOWEJ

Przede wszystkim wytania sie kwestia motoru. Raczej nie ma watpliwosci, ze
dosrodkowy przeptyw kortykalnego cytoszkieletu jest wynikiem interakcji
aktyny z miozyng. Ale rozmieszczenie w komaorkach miozyny Il tzn. ,,konwenc-
jonalnej” miozyny dwugtéwkowej analogicznej do miozyny miesniowej, nie jest
zgodne z topografig obserwowanych ruchéw. Wsteczny przesuw aktynowego
cytoszkieletu zaczyna sie bowiem juz od przedniej krawedzi komérki, gdzie

z reguty nie znajduje sie miozyny Il, ani w postaci grubych filamentéw
widocznych w mikroskopie elektronowym, ani metodami immunofluorescencyj-
nymi.

W fibroblastach miozyna Il jest obecna w tyle komorki, wzdtuz bocznych
peryferii oraz w lamelli, ale nie w lamellipodium (Heath 1983a). U ameb
swobodnie zyjacych grube filamenty miozynowe sg skoncentrowane w obkur-
czajacych sie i wycofywanych okolicach ciata, a nieobecne w strefie czotowej
(Stockemiin. 1982), co ostatnio potwiedzity badania immunocytochemiczne
(Brix i in. 1990). Zgodnie z tym, w warstwach aktynowych szeregowo
odklejajacych sie spod przedniej krawedzi ameby brakuje miozyny 11, a pojawia
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sie ona dopiero po ich wycofaniu w gigb komorki (Ktopocka iin. 1988).
Réwniez w amebowym stadium Dictyostelium miozyna Il zostata wykryta
immunologicznie tylko w tylnych okolicach komérki (Y um ur a i in. 1984;
Fukui i Yumura 1986). W toku podziatu Dictyostelium miozyna Il jest
rozmieszczona rownikowo w pierscieniu kurczliwym, natomiast po stronie obu
biegundw, tzn. na terenie przysztych czét komoérek potomnych, jest nieobecna
(Fukui i Inoue 1991).

W zwigzku z tym ostatnio czesto przypisuje sie naped intensywnych ruchow
cytoszkieletu w przedniej strefie komorek ameboidalnych innej miozynie,
obecnej tylko w komdrkach niemie$niowych, miozynie I. Prawie dwadzie$cia lat
temuPollardiKorn (1973) wykryli jg u swobodnie zyjacej Acanthamoeba,
zidentyfikowano jg takze u Dictyostelium, obecnie za$ uwaza sie ja za rozpow-
szechniong rowniez w komdrkach tkankowych. Miozyna | nie tworzy filamen-
tow oraz jest jednogtowkowa. Ma wiec tylko jedno miejsce wigzania z aktyng
wrazliwe na ATP i zdolne do przesuwania sie wzdtuz filamentu aktynowego.
Wystepuja w niej natomiast jedno albo dwa inne miejsca wigzania — na ATP
niewrazliwe, ale zdolne do statycznego zakotwiczenia czasteczki bezposrednio
do btony do innego filamentu aktynowego. Dzieki temu miozyna | wywotuje
w odpowiednich warunkach przesuwanie sie jednego filamentu aktynowego
wzgledem drugiego, albo wzgledem btony, w eksperymentach in vitro (Adams
iPollard 1989).

Pewne fakty Swiadczg o roli petnionej przez nig in vivo. Wspominany juz tutaj
mutant Dictyostelium pozbawiony miozyny Il (De Lozanne i Spudich
1987) jest jednak zdolny do lokomocji i fagocytozy, a zawiera on miozyne I.
U genetycznie normalnych komorek Dictyostelium, u ktdrych miozyna Il jest
skoncentrowana z tylu, miozyne | wykryto przy krawedzi przedniej (Fukui
i in. 1989). Przypuszcza sie, ze takze w komdrkach tkankowych, np. w strefie
czotowej rosngcego neuronu albo w lamellipodiach fibroblastéw miozyna | moze
zastepowac nieobecng tam ,konwencjonalng” miozyne Il (Smith 1988:
AdamsiPollard 1989: HeathiHolifield 1991). Rozwigzywatoby to
zagadkowga kwestie motoru napedzajacego intensywny wsteczny transport
warstwy aktynowej spod przedniej krawedzi komérek ameboidalnych.

Istniejg co prawda hipotezy proponujace alternatywne rozwigzania. Na
przyktad Heath (1983a) dopuszczat mozliwos$¢ ciggniecia sieci aktynowej
w lamellipodium przez skurcz zachodzgcy poza nim, na obszarze lamelli gdzie
juz wystepuje miozyna Il. Ale w taki razie cata warstwa kortykalna w strefie
czotowej powinna by¢ wleczona zjednakowg predkoscia, jak jeden bierny blok.
U ameb taki mechanizm zostat wykluczony. Pomiary predkosci przesuwu
cytoszkieletu wzdtuz catej komarki (G rebecki 1984, 1987a) wskazaty, ze sie¢
aktynowa pod krawedzig przednig wycofuje sie aktywnie, bo po drodze sama sie
kurczy.
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REPOLIMERYZACJA SIECI AKTYNOWEJ W CZOLE KOMORKI

Istnieje jeszcze inne objasnienie wstecznego ruchu aktyny w przodzie komorki.
Jest ono oparte na sposobie polimeryzacji fllamentéw aktynowych przylegajacych
do btony. Filamenty utozone prostopadle do btony zawsze sa do niej zwrdcone
jednym ze swych koncéw, zwanym po angielsku barbed end. Jest tak m.in.
u Acanthamoeba (Pollard i Korn 1973) i w lamellipodiach fibroblastow
(Smali 1981). Ten wiasnie skierowany do btony koniec filamentu jest zarazem
odpowiedzialny zajego wydtuzanie sie wskutek przytaczania nowych monomeréw
aktyny. Filament rosnie wiec, jak paznokie¢ — od nasady. A zatem wszystkie
czasteczki wchodzgce wcezesniej wjego sktad muszg odsuwac sie od btony w miare
wbudowywania nowych monomeréw. Czy zjawisko to (po angielsku zwane
treadmilling) moze postuzy¢ zamiast skurczu do wyttumaczenia wstecznego ruchu
warstwy aktynowej w lamellipodiach fibroblastéw i w strefie czotowej ameb?

Prébowano kwestie te rozstrzygna¢ doswiadczalnie. W a n g (1985) wstrzyki-
wat do migrujagcych fibroblastéw fluorescencyjnie oznaczong aktyne mono-
meryczng, a gdy rozpoczeto sie jej wbudowywanie w cytoszkielet przedniej
krawedzi komorki, wygaszat wigzka laserowg Swiecenie na matym jej obszarze.
Obszar ten rzeczywiscie odsuwat sie do tytu z predkos$cig 0,013 /im-s"1. W ten
spos6b samo wystepowanie zjawiska treadmilling zostalo u fibroblastéw
potwierdzone in vivo. Z drugiej strony okazato sie ono jednak okoto dziesieciu
razy zbyt powolne dla objasnienia wycofywania sie warstwy aktynowej w strefie
czotowej (0,1-0,2 jan-s"1u fibroblastow).

Dodatkowy ktopot sprawia to, ze filamenty aktynowe moga by¢ przytwier-
dzone do blony nie koncami, lecz bocznie. Spotyka si¢ to zar6wno u ameb
(Stockem i in. 1982) i Dictyostelium (Bennet i Condeelis 1984,
Goodloe-Hollandi Luna 1984), jak i w niektorych komdérkach tkan-
kowych (Tilney 1983). Obecnie uwaza sie oba te sposoby potgczenia
fllamentéw aktynowych z btong za wspotistniejace.

Alternatywne ttumaczenia odsuwania sie¢ warstwy aktynowej od przedniej
krawedzi komarki sg wiec watpliwe. Zdecydowana wiekszos¢ badaczy przychyla
sie do jego objasniania mechanizmem miozynowym (Fisheri Smith 1988;
Smith 1988; Mitchison i Kirschner 1983, AdamsiPollard 1989;
Heath i Holifield 1991, Theriot i Mitchison 1991).

Chociaz repolimeryzacja aktyny pod przednig krawedzig komérki sama
raczej nie stanowi sity napedowej wstecznego ruchu cytoszkieletu w tej strefie, to
jednak oczywiscie musi byé z nim skoordynowana. Sie¢ aktynowa winna byé
odbudowywana w tempie adekwatnym do jej wycofywania. W zwigzku z tym
czestotliwo$¢ odrywania sie kolejnych warstw w szczytach nibyn6zek ameb
(mniej wiecej co 2 s— Grebecki 1990) moze wydawaé sie bardzo wysoka.
Rowniez matematyczne modelowanie dynamiki cytoszkieletu ameby wskazuje
najego ogromna labilno$¢ — $redni czas pozostawania w nim kazdego elementu
w stanie spolimeryzowanym powinien wynosi¢ tylko okoto 12s (D em b o 1989).
Nie sg to jednak warto$ci nieprawdopodobne w zestawieniu np. z reorganizacjg
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cytoszkieletu aktynowego u Dictyostelium dokonujgca sie pod wptywem bodzca
chemotaktycznego w ciagu zaledwie 3 do 5 sekund (McRobbie i Newell
1983), albo okoto 10 s u granulocytow po indukcji fagocytozy (Shetterline
i in. 1984). Heath i Holifield (1991) obliczajag, ze dla kompensacji
wycofywania aktyny w fibroblastach z predkoscig 0,2 /.tm-s-1 kazdy filament pod
przednig krawedzig powinien przytagcza¢ 66 monomerdéw na sekunde. W mikro-
kosmkach nabtonka jelitowego stwierdzono przytgczanie okoto 70 monomerow
na sekunde, co odpowiadatoby przyrostowi filamentu o0 0,24 /mrs-1 (Pollard
iMooseker 1981). Aktyna moze wiec repolimeryzowa¢ w tempie adekwat-
nym do jej wycofywania si¢ z czota komaérki.

REGULACJA DYNAMIKI BLONY | CYTOSZKIELETU
W CZOLOWEJ KRAWEDZI KOMORKI

Rozszczepienie kompleksu btona—cytoszkielet w przedniej krawedzi komo-
rki ameboidalnej najprawdopodobniej jest powodowane miejscowym wzrostem
stezenia wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie. Mozna tego sie domysla¢ juz
dlatego, ze aktynowy zel cytoplazmatyczny ameb swobodnie zyjacych — zaréw-
no in vitro, jak i na miejscu w komérce — ulega uptynnieniu, jezeli stezenie
wolnego wapnia osigga wartosci mikromolarne (Tayloriin. 1973; Taylor
1977). Iniekcja do wnetrza ameby aequoryny, naturalnego luminoforu Swiecace-
go w obecnosci wolnych jonéw wapnia pokazata, ze podczas ruchu komérki
stezenie wapnia wzrasta rytmicznie w strefie czotowej co 1-4 s (Tayloriin.
1980). Nadmiar wolnych jonéw wapnia pojawia sie wiec w tym samym rytmie, co
odrywanie kolejnych warstw aktynowych spod btony. Bardzo silnie to przema-
wia za przypuszczeniem, ze wiasnie wapn wyzwala procesy prowadzgce najpierw
do rozszczepienia kompleksu cytoszkielet—btona w czole ameby, a w konsek-
wencji — do przesuniecia warstwy aktynowej w giab cytoplazmy, a przedniej
krawedzi komorki do przodu.

U amebowych form Dictyostelium reakcja na pozytywny bodziec chemiczny
i tworzenie nowych nibynézek sg zwigzane z podniesieniem poziomu wapnia
wewnatrzkomérkowego (Wick i in. 1978; Malchow i in. 1982; Fukui
i Yumura 1986). Podobnie jest u poruszajgcych sie komdrek tkankowych.
W zrost stezenia wolnego wapnia przy przedniej krawedzi komérek nabtonkowych
aktywizuje ich lamellipodia (Strohmeieri Bereiter-Hahn 1984; Mit-
tal i Bereiter-Hahn 1985). Wolne jony wapnia pojawiajg sie w nadmiarze
w strefach czotowych granulocytéw podczas fagocytozy (Sawyer iin. 1985)
i w toku ich reakcji na bodZzce chemiczne (Truett i in. 1988), a takze
u fibroblastow draznionych pradem elektrycznym (Onumai H ui 1988).

Wapn petni w tych reakcjach raczej tylko role sygnatu. Samo zas rozluznianie
lub rozrywanie warstwy kortykalnej we frontach komérek ruchliwych zapewne
zalezy od biatek regulujgcych polimeryzacje aktyny albo zwarto$¢ sieci ak-
tynowej. Tak np. cytochalazyna B, ktdra blokuje dalszg polimeryzacje aktyny na
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koncach filamentow przylegajacych do btony, powoduje gwattowne wycofywa-
nie sie warstwy kurczliwej spod krawedzi stozkéw wzrostu neuronéw (Fors-
cher i Smith 1988). Taki sam efekt wywotuje cytochalazyna u ameb
(Grebecka, dane niepubl)). DNAaza |, ktéra wigze sie z aktyng mono-
meryczng uniemozliwiajac tym samym jej repolimeryzacje, powoduje u ameb
w miejscu iniekcji rozszczepienie kompleksu btona — cytoszkielet i wytworzenie
tam nowego czota lokomocji (Weh land i in. 1979.). Innym biatkiem
blokujagcym monomery aktyny jest profilina, szeroko rozpowszechniona w roz-
nych komdrkach tkankowych (C arl1sson iin. 1977). Wystepuje ona réwniez
u ameb isluzowcow (Reichstein i Korn 1979; Ozaki i Hatano 1984;
Sonobe iin. 1986) i moze uczestniczy¢ w regulacji dynamiki ich cytoszkieletu
w strefach czotowych.

Na najwieksza uwage zastugujg te biatka zwigzane z aktyng, ktére moga
rozrywac filamenty aktynowe, a spo$rod nich przede wszystkim zelsolina i biatka
z nig blisko spokrewnione. Dla swego dziatania wymagajg one wiasnie wzrostu
wewngatrzkomadrkowego stezenia wapnia do poziomu kilku mikromoli. Zdaniem
Hartwiga i Yin (1988) zelsolina jest obok profiliny gtéwnym regulatorem
dynamiki aktynowego cytoszkieletu u makrofagéw. Pod wptywem dodatniego
bodzca zewnetrznego w cytoplazmie makrofaga zostaja uwolnione jony wap-
niowe. W ich obecnosci zelsolina wigze sie do bokow filamentéw aktynowych
i rozcina je na krotsze odcinki. W podraznionej okolicy komorki nastepuje wiec
rozluznienie sieci aktynowej, a wreszcie jej oderwanie od btony i wysuniecie
nibynézki.

Zelsolina jest obecna w znacznych ilosciach w rozmaitych komoérkach
tkankowych. Biatka do niej podobne, réwniez rozcinajace filamenty aktynowe
w obecno$ci nadmiaru jonéw wapnia, sg znane u $luzowcoéw bezkomoérkowych
i komorkowych: fragmina u Physarum (Hasegawa iin. 1980; Hinssen
1981) iSewerynau Dietyostelium (Brown iin. 1982). Na razie niewiadomo, czy
wystepujg one takze w cytoplazmie ameb swobodnie zyjacych. Ale fragmina ze
Sluzowca wstrzyknieta pod powierzchnie ameby powoduje lokalne odsuniecie
warstwy kurczliwej od btony i powstanie nowego czota lokomocji (G aw lilla
iin. 1980a). Wolno wiec przypuszczaé, ze byé moze u ameb tez jest obecne jakie$
biatko lub biatka z grupy zelsoliny, ktére rozrywajac strukture sieci aktynowej
pod przednig krawedzig komérki umozliwiajg wsteczny ruch catego cyto-
szkieletu wraz ze zwigzanymi z nim strukturami powierzchniowymi.

PODSUMOWANIE

Wspobtczesne informacje o zachowaniu sie aparatu kurczliwego ameb
swobodnie zyjacych i ameboidalnych komdérek tkankowych pozwalajg sadzié, ze
ich peryferyjny cytoszkielet znajduje sie w stanie skurczu powodujgcego jego
ciggte i rownomierne przesuwanie sie pod btong od krawedzi przedniej ku tytowi
komorki, albo ku miejscom jej przyczepu do podioza. Za motor tego ruchu
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najpowszechniej uwaza sie interakcje aktyny z miozyng Il lub I. Pod sama
krawedzig przednig kolejne warstwy aktynowe cyklicznie odrywajg sie od btony,
a nastepne sg rekonstruowane na drodze polimeryzacji aktyny. Oba te zjawiska
sgq regulowane przez zmiany wewnatrzkomérkowego stezenia jonéw wapnia,
zapewne za sprawg biatek organizujacych i dezorganizujacych sie¢ aktynowa.

Filamenty aktynowe tworzace podbtonowy cytoszkielet sg, za posrednict-
wem innych biatek, potgczone z wieloma biatkami integralnymi btony. Kom-
pleksy biatek btonowych sg wiec holowane przez cytoszkielet i powtarzajg
wiernie jego przesuw, wsteczny lub dosrodkowy. Wskutek tego zwigzane z nimi
kompleksy receptorow powierzchniowych z ligandami czgsteczkowymi albo
z czastkami obcymi adherujagcymi do powierzchni réwniez powtarzajg ruchy
cytoszkieletu zachodzace po przeciwlegtej stronie btony komérkowej. Sa wiec
takze transportowane wstecznie lub dosrodkowo (zjawisko cappingu). Cyto-
szkielet moze w ten sposdéb transportowaé powigzang z nim cze$¢ biatek
btonowych, lecz nie calg btone. Jej frakcja lipidowa zapewne ptynie do przodu
wzdtuz powierzchni komorki ruchem wymuszonym przez translokacje strefy
czotowej (a czeSciowo jest unoszona do przodu przez cytoplazme).

MEMBRANE AND CYTOSKELETAL MOVEMENTS IN AMOEBOID CELLS

Summary

Behaviour of the cortical layers of free-living amoebae and amoeboid tissue cells indicates
a steady contraction state within the cytoskeletal network around the cell periphery. That results in
a continuous and uniform cytoskeleton sliding beneath the plasma membrane from the frontal edge
to the rear body end, or centripetally toward the cell-to-substratum attachment sites. Generation of
the force needed for this retrograde transport of cytoskeleton is most commonly attributed to the
interaction of myosin Il or | with actin network. Under the leading edge successive actin layers are
rhythmically detached from the plasma membrane and retracted. The submembrane network is
simultaneously reconstructed by actin polymerization. Both phenomena depend on the filament
severing and cross-linking proteins operating under control of the cytoplasmic Ca concentration.

Actin filaments building the submembrane network in amoebae are, like in other cells, indirectly
connected to some of the integral membrane proteins. Patches of membrane proteins are therefore
hauled by the cytoskeleton and replicate its retrograde or centripetal movement. As a further
consequence, the surface receptors carried by them and cross-linked by soluble ligands or adhering
particles, also repeat movements of the cytoskeleton on the opposite side of cell membrane.
Eventually, the contractile network withdraws them toward the cell’s centre or rear pole (the
phenomenon of capping). In that way the cytoskeleton may transport those membrane proteins
which are connected to the actin network, but not the whole surface material. The membrane lipids
move in amoebae independently forwards, along the cell surface (though a part of them are re-cycled
through the cytoplasm). Lipids on the surface are probably forced to a forward flow by tensions
created by the advancement of cell’s leading edge.
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