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ROLA WAPNIA I CYKLICZNYCH NUKLEOTYDÓW W REGULACJI
RUCHU ORZĘSKÓW

WPROWADZENIE

Orzęski — organizmy jednokomórkowe, podobnie jak i inne pierwotniaki, 
w odpowiedzi na różnorodne oddziaływania zewnętrzne wytwarzają specyficzne 
reakcje ruchowe. Takie zachowanie orzęsków, będące jedną z ważniejszych 
funkcji fizjologicznych komórek, umożliwia im znajdowanie optymalnych wa
runków do wzrostu i rozmnażania się.

Orzęski poruszają się w środowisku wodnym w wyniku skoordynowanego 
uderzenia tysięcy rzęsek pokrywających ich powierzchnię. Typowy dla eukarion- 
ta schemat budowy rzęski, w której 2 mikrotubule centralne otoczone przez 9 par 
mikrotubul obwodowych stanowią podstawę aksonemy (rys. 1), jest również 
charakterystyczny dla orzęsków. Mikrotubule obwodowe połączone ze sobą 
wiązaniami neksynowymi są sprzężone również z otoczką centralną za pośred
nictwem szczebli promienistych, zaś całość jest otoczona błoną rzęskową będącą 
przedłużeniem błony plazmatycznej. Zaznaczone na rysunku ramiona odcho
dzące od podfilamentu A to białko — dyneina posiadające aktywność ATP-az. 
Ślizg mikrotubul względem siebie jest podstawą ruchu rzęski, a energia niezbęd
na dla tego mechanochemicznego procesu jest uwalniana podczas hydrolizy ATP 
przez dyneinę (Satir  1985, Bonini i współaut. 1991, Fabczak  i Fabczak  1994). 
Jeden cykl uderzenia rzęski można podzielić na dwie fazy: fazę uderzenia 
efektywnego i fazę powrotną. Częstotliwość i kierunek efektywnego uderzenia 
rzęsek reguluje charakter ruchu orzęsków. Oba te parametry podlegają modu
lacji, gdy komórka reaguje na różnego rodzaju bodźce, w tym bodźce mechani
czne, świetlne, chemiczne i grawitacyjne (Kung i Saimi 1982, Machem er  i Deitmer  
1985, W ood  1982, 1991, Hellung -Larsen  i współaut. 1986, Van  Houten  1988, 
Matsuoka  i współaut. 1991, 1992, Machem er  i B raucker  1992, Fabczak  i Fab 
czak 1993, 1995). Rzęski są więc ostatnim elementem, efektorem, w skompliko
wanym procesie, jaki zostaje zainicjowany w momencie zadziałania bodźca 
i kończy się zmianą charakteru ruchu.

Komórka orzęska reprezentuje wyjątkowo interesujący obiekt do analizy 
wewnątrzkomórkowych zjawisk zachodzących podczas procesu transdukcji syg-
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nału biorąc pod uwagę możliwość prowadzenia badań interdyscyplinarnych 
z zakresu genetyki, biochemii i elektrofizjologii (Schultz i współaut. 1990, Bonini 
iw spółaut. 1991, S chultz i Klumpp 1993, Pech 1995).

błona rzęskowa
mikrotubula A

mikrotubula B
szczebel promienisty

otoczka centralna

zewnętrzne ramię
wewnętrzne ramię -— /  (dyneina)
(dyneina)

centralna mikrotubula
dublet mikrotubul 
obwodowych

Rys. 1. Schematyczny diagram przedstawiający strukturę aksonemy.

Ca2+ W REGULACJI RUCHU I ELEKTROGENEZY

KANAŁY WAPNIOWE REGULOWANE NAPIĘCIEM BŁONOWYM

Badania elektrofizjologiczne wykazały, że zmiany kierunku i częstotliwości 
efektywnego uderzenia rzęski są ściśle skorelowane ze zmianami elektrycznego 
potencjału błonowego komórki (Kinosita  i współaut. 1964)

Mechanicznej stymulacji przedniej części orzęska, działaniu bodźców chemi
cznych (np. Paramecium, Stylonychia, Stentor) lub świetlnych (np. Blepharisma, 
Stentor) towarzyszy wzrost częstotliwości uderzenia rzęsek, a kierunek efektyw
nego uderzenia rzęsek zmienia się na przeciwny (rewersja ruchu rzęskowego), 
w konsekwencji czego komórka porusza się do tyłu. Ta modyfikacja ruchu jest 
ściśle związana z generowaniem potencjału czynnościowego, poprzedzonego 
wstępną depolaryzacją błony komórkowej (potencjał receptorowy) (Eckert  1972, 
Doughty i Dryl 1981, Fabczak  i Fabczak  1993, 1995). Potencjały receptorowe 
po stymulacji mechanicznej u orzęsków powstają w wyniku aktywacji kanałów 
wapniowych rozmieszczonych w błonie komórkowej i wpływie jonów wapnia do 
komórki (Ogura  i Machem er  1980, Kung i Saim i 1982). Generacja potencjału 
czynnościowego zachodzi na skutek otwarcia, w wyniku depolaryzacji błony, 
kanałów wapniowych regulowanych napięciem i umiejscowionych w błonie 
otaczającej rzęski. Lokalizację tych kanałów w błonie rzęskowej stwierdzono na 
podstawie klasycznych już dziś rejestracji prądów wapniowych w komórkach 
kontrolnych i braku tych prądów w komórkach odrzęsionych. Typową odpowiedź 
elektryczną (potencjał czynnościowy) na odpowiednio silną stymulację uzyskano 
dopiero po upływie czasu wymaganego do regeneracji aparatu rzęskowego 
(Dunlap 1977).
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W regulację potencjału czynnościowego u Paramecium, oprócz wpływającego 
prądu wapniowego, jest zaangażowanych wiele prądów jonowych. Należy do nich 
pojawiający się podczas depolaryzacji, w obecności jonów sodu w środowisku, 
wpływający prąd sodowy regulowany jonami wapnia i napięciem. Ten wolno 
aktywowany kanał jonowy jest odpowiedzialny za przedłużenie potencjału czyn
nościowego i czasu trwania rewersji rzęskowej (Saimi i Kung 1980, Hennessey 
i Kung 1985). Druga grupa kanałów zaangażowanych podczas potencjału czyn
nościowego to kanały potasowe biorące udział w repolaryzacji potencjału błono
wego. Są to: zależny od napięcia wypływający prąd potasowy (outward delayed 
rectifying K+ current) ( Kung i Saimi 1982) i wypływający prąd potasowy zależny 
od wapnia (outward Ca2+-dependent K+ current) (Satow  i Kung 1980).

Następstwem aktywacji kanałów wapniowych, czułych na napięcie w wyniku 
depolaryzacji błony komórkowej, jest wpływ jonów wapnia do wnętrza komórki. 
Ze wzrostem stężenia tego jonu w cytoplazmie z lO-7 M do lCf6 M jest skorelo
wane odwrócenie kierunku efektywnego uderzenia rzęsek (rys. 2). Zjawisko 
rewersji ruchu rzęskowego jest przejściowe. Po krótkim czasie poruszania się do

błona rzęskowa

Ca
2+

ruch do przodu

aksonema

rewersja ruchu rzęskowego

Rys. 2. Schemat przedstawiający wpływ jonów wapnia na zachowanie orzęsków. Gdy 
wewnątrzkomórkowe stężenie jonów wapnia nie przekracza wartości 1CT7 M orzęski 
poruszają się do przodu. Wzrost stężenia wapnia powyżej 1CT6 M w wyniku otwarcia 
napięciowo-czułych kanałów wapniowych i po zadziałaniu bodźca depolaryzacyjnego 
powoduje zmianę orientacji bicia rzęski, komórka zaczyna pływać do tyłu (rewersja ruchu

rzęskowego).
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tyłu orzęski ponownie rozpoczynają ruch do przodu, a wewnątrzkomórkowy 
poziom jonów wapnia wraca dzięki działaniu ATP-azy wapniowej do wartości 
spoczynkowej (Naitoh  1968, Eckert 1972, Machem er  i Eckert  1975, Ec kert  
i Brehm  1979, Kung  i Saimi 1982, H inrichsen  i współaut. 1985).

Kluczową rolę jonów Ca2+ w regulacji ruchu rzęski i generacji potencjału 
czynnościowego potwierdzają doświadczenia przeprowadzone na komórkach 
zmutowanych. Jednym z przykładów mogą być eksperymenty z niepobudliwymi 
mutantami Paramecium typu Pawn. Mutanty te charakteryzują się brakiem 
występowania wapniowego potencjału czynnościowego i w związku z tym nie 
posiadają zdolności pływania do tyłu. Nie obserwuje się u nich również zmiany 
częstotliwości uderzania rzęsek pomimo tego, że generują wapniowy potencjał 
receptorowy (Satow  i Kung  1980).

Wapń wpływa niezależnie na dwa parametry; zarówno na kierunek, jak 
i reguluje częstotliwość pracy rzęsek u Paramecium. Otóż komórkowe modele 
Paramecium, to jest orzęski, które pozbawiono błony komórkowej w wyniku 
traktowania ich detergentem, w obecności jonów wapnia w stężeniu poniżej 1CT6 
M, jonów magnezu i ATP pływają do przodu, natomiast w środowisku, gdzie 
stężenie jonów wapnia jest wyższe niż 1CT6 M, następuje zmiana orientacji 
uderzenia rzęski i pantofelki zaczynają poruszać się do tyłu, bez wzrostu 
częstotliwości ich bicia (Naitoh  i Kaneko  1972, Nakaoka  i współaut. 1983). Te 
doświadczenia wykazują dodatkowo, że regulacja funkcji aksonemy u orzęsków 
następuje bezpośrednio w odpowiedzi na wzrost stężenia wapnia wewnątrz 
rzęski, a nie poprzez zmiany potencjału błonowego (sygnał elektryczny). W mu
tantach behawioralnych Paramecium typu Atalanta, które posiadają funkcjonal
ne kanały wapniowe lecz w wyniku mutacji struktury szkieletu aksonemy nie 
mogą pływać do tyłu, wykazano, że wapń może powodować przyspieszenie bicia 
rzęsek bez rewersji ruchu rzęskowego w odpowiedzi na bodziec depolaryzujący 
błonę (H inrichsen  i Kung 1984, H inrichsen  i współaut. 1984).

Na podstawie dotychczasowych badań trudno jest ustalić molekularne pro
cesy regulujące ruch aksonemy i rolę jaką jony wapnia odgrywają w tych 
zjawiskach. Można przypuszczać, że jedną z form regulacji ruchu rzęski jest 
zmiana stopnia fosforylacji białek aksonemy.

Dwie immunologicznie różne, zależne od wapnia, kinazy białkowe (CaPK-1 
i CaPK-2) zlokalizowano u Paramecium. Pierwsza z nich o masie cząsteczkowej 
52 kDa jest niezależna od kalmoduliny i diacyloglicerolu. Obecność drugiej 
stwierdzono w rozpuszczalnej frakcji komórkowej, jest ona aktywowana przez 
mikromolarne stężenie wapnia i również nie wymaga obecności kalmoduliny, 
diacyloglicerolu oraz fosfatydyloseryny (Bonini i współaut. 1991). Zależna od 
wapnia fosforylacja białek ( 155 kDa, 58 kDa, 25 kDa, 14 kDa) ma miejsce 
zarówno w rzęskach, jak i w komórkach poddanych działaniu Tritonu X-100 
(Travis i N elson  1988, B onini i współaut. 1991).

ROLA KALMODULINY W REGULACJI RUCHU RZĘSKI

Pisząc o roli wapnia w regulacji ruchu rzęski nie można pominąć roli, jaką 
pełnią w tym procesie białka wiążące wapń, a szczególnie kalmodulina. Kalmo- 
dulina — niskocząsteczkowe, kwaśne i monomeryczne białko o masie cząstecz
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kowej około 16,7 kDa posiada 4 miejsca wiązania wapnia. Lokalizacja tego białka 
na zewnętrznym dublecie mikrotubul w rzęskach Paramecium i Tetrahymena 
(Walter  i Schultz 1981, Ohnishi i współaut. 1982, Evans i Nelson  1989, 
Takem asa  i współaut. 1989, 1990) sugeruje, że białko to może być zaangażowane 
w regulację i kontrolę ruchu aksonemy. Obserwowany wpływ działania inhibi
torów kalmoduliny na modele komórkowe orzęsków oraz trójfluoroperazyny 
(TFP), antagonisty kalmoduliny, potwierdza to przypuszczenie (Rauh  i współaut. 
1980, Otter  i współaut. 1984, Izumi i Nakaoka  1987). W rzęskach Tetrahymena 
stwierdzono aż 36 białek wiążących kalmodulinę w obecności wapnia (H irano 
i W atanabe  1985, H irano-Ohnishi i W atanabe 1988). U Paramecium wykazano 
obecność 9 białek specyficznie wiążących kalmodulinę z Paramecium z wysokim 
nanomolarnym powinowactwem (Evans i Nelson 1989). Wśród tych białek wiele 
jest ściśle związanych z aksonemą, a dwa z nich 95 kDa i 105 kDa wiążą 
kalmodulinę w stężeniu wapnia poniżej 1CT6 M.

Kalmodulina jest białkiem regulatorowym, po związaniu co najmniej trzech 
jonów wapnia zmienia swoją konformację i łączy się z białkami docelowymi 
(często enzymami) modyfikując ich aktywność. Przykładem takiego działania 
może być, zależna od kalmoduliny, fosforylacja białek w aksonemie Tetrahyme
na. Spośród 200 polipeptydów, których obecność była wykazana w aksonemie 
Tetrahymena, 60 z nich było fosforylowanych niezależnie od obecności kalmo
duliny i wapnia z wyjątkiem jednej ß-tubuliny, która wydaje się być specyficznym 
substratem dla kinazy białkowej zależnej od kalmoduliny i wapnia (Watanabe  
i współaut. 1990).

Ponadto kalmodulina może pełnić funkcję antagonisty w procesie zależnej 
od cAMP fosforylacji białek aksonemy poprzez aktywację fosfatazy białkowej 
(kalcyneuryny) (Izumi i Nakaoka 1987, H irano-Ohnishi i W atanabe  1989). U Pa
ramecium i Tetrahymena wapń i kalmodulina stymulują aktywność cyklazy 
guanylanowej (Nagao  i współaut. 1979, Schultz i Klumpp 1980, Klumpp i współ
aut. 1983).

Ponadto kalmodulina u Paramecium pełni rolę regulatora aktywności kana
łów sodowych zależnych od wapnia (Saim i i L ing 1990). Natomiast w mutancie 
Paramecium, Pantofobiak (pntAJ), w którym nie rejestruje się zależnego od 
wapnia prądu potasowego, badania wykazały, że mutacja (tzw. single gene 
mutation) dotyczy zamiany jednego aminokwasu w trzeciej domenie wiążącej 
wapń w cząsteczce kalmoduliny (H inrichsen i współaut. 1986). Wstrzyknięcie 
kalmoduliny z dzikiego szczepu przywraca zarówno zależny od wapnia prąd 
potasowy, jak również typowe dla dzikiego szczepu zachowanie mutanta pntA1.

ROLA CYKLICZNYCH NUKLEOTYDÓW W REGULACJI AKTYWNOŚCI AKSONEMY

CYKLICZNY AMP JAKO WTÓRNY PRZEKAŹNIK

Wiele doświadczeń przeprowadzonych na orzęskach pokazuje, że cykliczne 
nukleotydy w szerokim zakresie mogą modulować zachowanie tych komórek. 
U Paramecium wzrostowi stężenia cAMP (cykliczny adenozynomonofosforan) 
towarzyszy znaczne zwiększenie szybkości poruszania się do przodu. Szybkość 
pływania komórek jest 2-3-krotnie podwyższona po dodaniu pochodnych cAMP,



16 Hanna  Fabczak i w spółau torzy

dla których błona komórkowa jest przepuszczalna (8-Br-cAMP, dwumaślan- 
cAMP) lub po dodaniu IBMX (inhibitora fosfodiesterazy cyklicznych nukleoty- 
dów) (Gustin i współaut. 1983, Bonini i współaut. 1986). Z drugiej strony 
wiadomo, że w następstwie mechanicznej stymulacji tylnego końca komórki (np. 
Paramecium, Stylonychia, Stentor) obserwuje się skurcz komórki, wzrost często
tliwości bicia rzęsek oraz zmianę orientacji ich uderzenia na bardziej efektywną, 
co w sumie daje znaczny wzrost szybkości poruszania się orzęska (Naitoh  1968, 
Eckert 1972, Nakaoka  i współaut. 1983, B onini i współaut. 1986, W ood  1993). 
Takie zmiany w zachowaniu się orzęsków są związane z hiperpolaryzacją błony 
komórkowej w wyniku aktywacji kanałów potasowych (inward K+ currents), 
zlokalizowanych w błonie komórkowej (Ogura  i Machem er  1980). Na podstawie 
przedstawionych danych nasuwa się wniosek, że u orzęsków hiperpolaiyzacja 
błony komórkowej jest ściśle skorelowana z przyspieszeniem ruchu do przodu 
i wzrostem stężenia cAMP w komórce (Bonini i Nelson  1988, Bonini i współaut. 
1991). Według Schultz ’a  i jego współpracowników (Schultz i współaut. 1992, 
Schultz i Klum pp 1993) hiperpolaryzacja błony komórkowej inicjuje syntezę 
cAMP. Enzym syntetyzujący ten nukleotyd, cyklaza adenylanowa, jest regulo
wany napięciem błony i pełni równocześnie funkcje czułego na napięcie kanału 
jonowego. Nie można jednak wykluczyć odwrotnej sytuacji popartej również 
danymi eksperymentalnymi, że wzrost poziomu cAMP w komórce orzęsków 
powoduje hiperpolaryzację błony komórkowej (Hennessey i współaut. 1985, 
Pech 1995).

Cyklaza adenylanowa (96 kDa), jak stwierdzono niedawno, występuje w ko
mórkach orzęsków i jest zlokalizowana głównie w błonie rzęskowej (Schultz i 
Klumpp 1983, Bonini i współaut. 1991). Stymulowana jest ona 20-30-krotnie w 
zakresie stężeń 0,1-1 pM Ca2+, wyższe stężenia wapnia (powyżej 5 pM) hamują 
aktywność tego enzymu (Bonini i wpółaut. 1991, Schultz i Klumpp 1993). 
Zahamowanie aktywności tej cyklazy przez antagonistów kalmoduliny, calmida- 
zolium, W-7 i TFP może sugerować, że kalmodulina lub inne białka wiążące wapń 
są odpowiedzialne za tę dwustopniową, zależną od wapnia regulację aktywności 
(Gustin i Nelson  1987).

Oczyszczona cyklaza adenylanowa po rekonstytucji w dwuwarstwie lipidowej 
posiada własności poru przewodzącego jony potasu. Wydaje się natomiast, że jej 
aktywność in vivo jest regulowana zarówno przez przewodnictwo spoczynkowe 
dla jonów potasu oraz że sam ten enzym pełni funkcję kanału jonowego, który 
reguluje potencjał spoczynkowy dla jonów K+ (Schultz i Klum pp 1993).

CYKLICZNY g m p  j a k o  w t ó r n y  p r z e k a ź n ik

W przeciwieństwie do cAMP wzrost stężenia cGMP (cykliczny guanozynomo- 
nofosforan) w komórce orzęsków jest związany z depolaryzacją błony komórko
wej (Majim a  i współaut. 1986, Schultz i współaut. 1986, S chultz i Klum pp 1993). 
Korelację pomiędzy stopniem depolaryzacji błony komórkowej, a wzrostem 
stężenia cGMP potwierdzają badania przeprowadzone na mutantach. W mutan
cie Paramecium, Dancer, charakteryzującym się przedłużoną depolaryzacją bło
ny komórkowej, spowodowaną zwolnioną inaktywacją kanałów Ca2+ zależnych 
od napięcia; również podwyższony poziom cGMP utrzymuje się dłużej (Bonini
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i współaut. 1991). Natomiast niewielkim wzrostem stężenia cGMP w następstwie 
działania bodźca wywołującego depolaryzację charakteryzują się mutanty z gru
py Pawn, które mają obniżony lub w ogóle nie posiadają prądu Ca2+ zależnego 
od napięcia; a tym samym nie są zdolne do generowania potencjału czynnościo
wego (Schultz i współaut. 1990).

Nieco odmienny przebieg mają zmiany poziomu cGMP w przypadku innego, 
wrażliwego na światło orzęska, Stentor, podczas działania bodźców świetlnych. 
Różnica polega na tym, że impuls świetlny powoduje początkowo gwałtowny 
spadek stężenia cGMP, po którym następuje znaczny wzrost poziomu tego 
cyklicznego nukleotydu (Fabczak  i współaut., w przygotowaniu). Stymulacja 
światłem orzęska wywołuje również przejściową, wstępną depolaryzację błony 
komórkowej (potencjał receptorowy), po której może być generowany potencjał 
czynnościowy i rewersja ruchu rzęskowego (reakcja fotofobowa) (Fabczak  i Fab 
czak  1993, 1995). Wydaje się więc, że wstępny spadek poziomu cGMP u Stentor 
jest skorelowany z wytworzeniem potencjału receptorowego (Fabczak  i współ
aut., w przygotowaniu), natomiast generacji potencjału czynnościowego towa
rzyszyłby wzrost poziomu cGMP, jak ma to również miejsce u Paramecium 
(Schultz i współaut. 1990, Schultz i Klumpp 1993).

Badania behawioralne, w których sprawdzono wpływ 8-Br-cGMP i IBMX — 
inhibitora fosfodiesterazy cyklicznych nukleotydów na reakcję Stentor na światło 
(reakcja fotofobowa) potwierdzają istnienie związku pomiędzy zmianami pozio
mu cGMP u Stentor, a zjawiskami ruchowymi i stanem depolaryzacji błony 
komórkowej (Fabczak  i współaut. 1993).

Cyklaza guanylanowa, podobnie jak cyklaza adenylanowa, została zlokalizo
wana w błonie rzęskowej Paramecium (Schultz i Klumpp 1980), jest ona również 
regulowana przez Ca2+(Schultz i Klumpp 1988, S chultz i współaut. 1986, 1990, 
Preston i Saim i 1990, Bonini i współaut. 1991). W przeciwieństwie jednak do 
cyklazy adenylanowej, cyklaza guanylanowa jest stymulowana przez wysokie 
stężenia jonów wapnia (5-100 pM). Dopiero wapń w stężeniu powyżej 100 pM 
hamuje aktywność tego enzymu (Schultz i Klumpp 1984, 1988, Schultz i współ
aut. 1990, Bonini i współaut. 1991). Połowa maksymalnej aktywności tego 
enzymu występuje przy 3,1 pM Ca2+, podczas gdy cyklazy adenylanowej przy 
0,88 pM wolnego Ca2+. Chociaż więc obie te cyklazy regulowane są przez Ca2+, 
to tak zasadnicza różnica w stężeniu, przy którym następuje stymulacja tych 
enzymów, wskazuje na to, że enzymy i syntetyzowane przez nie cykliczne 
nukleotydy biorą udział w regulacji odmiennych zjawisk fizjologicznych. Akty
wacja cyklazy guanylanowej wysokim stężeniem Ca2+ potwierdza potencjalną 
rolę cGMP jako regulatora podczas depolaryzacji i rewersji ruchu rzęskowego 
(Bonini i współaut. 1991).

Podobnie jak w przypadku cyklazy adenylanowej, cyklaza guanylanowa jest 
również aktywowana przez białko regulatorowe, kalmodulinę (Klum pp i współ
aut. 1983, 1984, Schultz i Klumpp 1984, 1988, Schultz i współaut. 1990, B onini 
i współaut. 1991). Kalmodulina jest ściśle związana z cyklazą guanylanową 
i występuje jako jej podjednostka. Badania grupy Schultz’a (Klumpp i współaut. 
1983, 1984, Schultz i Klumpp 1984) wykazały, że całkowite i nieodwracalne 
zahamowanie aktywności cyklazy guanylanowej następuje po traktowaniu błony 
rzęskowej niskimi stężeniami jonów La +, które wypierając jony Ca2+, powodują
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oddysocjowanie kalmoduliny od enzymu. Dopiero dodanie kalmoduliny przy
wraca pełną aktywność cyklazy guanylanowej (Schultz i Klumpp 1982).

KINAZY BIAŁKOWE ZALEŻNE OD CYKLICZNYCH NUKLEOTYDÓW

Wzrost stężenia cAMP i cGMP w komórce często stymuluje kinazy białkowe 
zależne od cyklicznych nukleotydów. U Paramecium występują trzy takie enzy
my: dwa z nich zależne od cAMP (cAPK I i II) i jeden regulowany przez cGMP 
(cGPK). W całych komórkach stwierdzono występowanie cAPK I i cGPK, nato
miast typ II kinazy regulowanej cAMP jest charakterystyczny tylko dla rzęsek. 
Kinazy zależne od cAMP różnią się wielkością podjednostek regulatorowych R 
(Mason  i Nelson  1989a, Bonini i współaut. 1991). Rzęskowa cAPK I o ciężarze 
molekularnym 70 kDa jest prawdopodobnie dimerem złożonym z podjednostki 
regulatorowej R i katalitycznej C, natomiast cAPK II jest enzymem o masie 
cząsteczkowej 220 kDa i prawdopodobnie jest tetramerem R2C2, podobnym do 
białka występującego u ssaków. Typ I ma podjednostkę regulatorową o masie 
44 kDa, a typ II — o masie 48 kDa. Podjednostka katalityczna jest prawdopo
dobnie wspólna dla obu kinaz i ma masę cząsteczkową 40 kDa (Bonini i współaut. 
1991).

Kinaza zależna od cGMP jest monomerem (77 kDa) i może używać zarówno 
GTP i ATP jako donorów fosforu, właściwość ta wyróżnia tę kinazę spośród 
wszystkich innych scharakteryzowanych kinaz białkowych, zależnych od cykli
cznych nukleotydów (M iglietta  i Nelson 1988, Mason  i Nelson 1989a, b).

WAPŃ I cAMP GŁÓWNE REGULATORY DYNEINY

Dyneina, jak wspomniano we wstępie, jest molekularnym motorem odpowie
dzialnym za ruch aksonemy. W związku z tym wtórne przekaźniki modyfikujące 
aktywność ruchową komórki muszą mieć wpływ na działanie aksonemalnej 
dyneiny. Aksonema zawiera wiele enzymów o aktywności ATP-azowej występu
jących w zewnętrznych i wewnętrznych ramionach mikrotubuli A (rys. 1). Każda 
oczyszczona dyneina zawiera przynajmniej jeden ciężki łańcuch o masie cząste
czkowej powyżej 300 kDa, 1 do 10 łańcuchów pośrednich oraz kilka łańcuchów 
o niskiej masie cząsteczkowej. U Paramecium traktowanie dyneiny roztworami
0 wysokiej sile jonowej prowadzi do wyizolowania trzech głównych ATP-az, które 
sedymentują w gradiencie sacharozy przy 22S, 19S i 12S. Dyneina 22S może 
być częścią zewnętrznego ramienia, podobnie jak ma to miejsce w przypadu 
Tetrahymena i Chlamydomonas. Badania na mutantach Chlamydomonas po
zbawionych zewnętrznego ramienia wykazały, że komórki te nie są zdolne do 
pływania do tyłu, natomiast mutanty bez wewnętrznych ramion dyneinowych 
całkowicie nie są zdolne do ruchu. Wydaje się więc, że to właśnie wewnętrzne 
ramię dyneiny pełni fundamentalną rolę w regulacji aktywności aksonemy 
(Bonini i współaut. 1991).

U Paramecium cykliczne nukleotydy stymulują wzrost aktywności ATP-azo
wej dyneiny. Natomiast modele komórkowe, które zachowały zdolność reakcji 
na działanie cyklicznych nukleotydów wykazują wzrost stopnia fosforylacji 
niektórych białek w obecności cAMP i cGMP (Hamasaki i współaut. 1989, Bonini

1 Nelson 1990) oraz wapnia (Bonini i N elson 1990). Wzór fosforylacji białek
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aksonemy in vitro w obecności cAMP jest taki sam, jak w przypadku cGMP z tą 
różnicą, że używano jednak znacznie wyższych stężeń tego ostatniego nukleoty- 
du (Walczak  i Nelson  1994). Hamasaki i współpracownicy (1989) wykazali, że 
w izolowanej aksonemie z rzęsek Paramecium tylko jedno białko (29 kDa), 
którego wiązanie z aksonemą jest zależne od ATP, jest fosforylowane po dodaniu 
cAMP wyłącznie w niskich stężeniach wapnia (IO-7 M). Białko to nazwane 
„regulatorem dyneiny” i związane z dyneiną 22S jest prawdopodobnie regulato
rem indukowanego przez cAMP wzrostu prędkości ruchu do przodu. Wydaje się 
więc, że jest to jedno z możliwych miejsc integracji działania wapnia i cAMP jako 
wtórnych przekaźników w regulacji ruchu aksonemy.

Mimo licznych doniesień na temat lokalizacji w rzęskach polipeptydów, 
związanych z dyneiną i będących specyficznymi substratami dla kinaz białko
wych zależnych od cyklicznych nukleotydów nie stwierdzono, aby dyneiną była 
bezpośrednim celem takiej fosforylacji (Travis i Nelson  1988, Hamasaki i współ
aut. 1989, B onini i N elson 1990).

Szczegółowy proces molekularny, który łączy wzajemnie ze sobą regulację 
ruchową aksonemy oraz działanie wtórnych przekaźników jest bardzo skompli
kowany. Dalsze intensywnie prowadzone badania z pewnością pogłębią naszą 
wiedzę w tym zakresie. Aktualny stan wiedzy na ten temat przedstawiono 
w powyższej pracy.

Tabela  1
Enzymy i białka, zależne od wapnia i cyklicznych nukleotydów, 

zaangażowane w regulacji ruchu orzęsków

Enzym Masa
cząstecz
kowa

Aktywator . Inhibitor Lokalizacja Referencje

AC — 
cyklaza 
adenyla- 
nowa

96 kDa Ca2+ 0,1-1 pM 
K+ (poi. max ef. 
przy 3 mM

Ca2+ > 5 pM 
antagoniści 
kalmoduliny: 
calmidazolum, 
W-7, TFP

błona
rzęskowa

Bonini i współaut. 1991 
Gustin i Nelson 1987 
Schultz i Klumpp 1983 
Schultz i współaut. 1987 
Klumpp i współaut. 1984 
Preston i Saimi 1990 
Schultz i współaut. 1990 
Schultz i Klumpp 1983

GC — 
cyklaza 
guany- 
lanowa

Ca2+ 5-100 pM 
kalmodulina

Ca2+ 300-500 pM 
antagoniści 
kalmoduliny są 
słabymi 
inhibitorami

błona
rzęskowa

G ustin i Nelson 1987 
Schultz i Klumpp 1982 
Schultz i Klumpp 1984 
Bonini i współaut. 1991 
Schultz i Klumpp 1980 
Preston i Saimi 1990 
Schultz i współaut. 1990 
Schultz i Klumpp 1993

PDE —
fosfodieste-
raza

IBMX i
papaweryna przy 
milimolarnych 
stężeniach 
teofilina*

błona
rzęskowa

błona rzęskowa- 
cAPDE 
cytoplazma 
rzęskowa - 
cGPDE

Gustin i N elson 1987 
Bonini i współaut. 1991 
Schultz i współaut. 1990

Preston i Saimi 1990 
Kudo i współaut. 1986
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cA PK I —  
cAMP - 
zależna 
kinaza 
białkowa

typ i

70 kDa 
(RC dimer) 
R-44 kDa 
C-40 kDa

cAMP Ca2+ (poi. max. 
ef. przy 2 pM)

błona
rzęskowa
aksonema
cytoplazma
rzęskowa
cytoplazma
komórkowa

Lewis i Nelson 1980 
H ochstrasser i Nelson 1989 
Mason i Nelson 1989 
Mason i Nelson 1989 
S chultz i Jantzen 1980 
Bonini i współaut. 1991 
Preston i Saimi 1990

cAPK II —
cAMP-
zależna
kinaza
białkowa
typ II

220 kDa 
(R2C2 
tetramer) 
R-48 kDa 
C-40 kDa

cAMP ssaczy inhibitor 
W alsha- 
częściowa 
inhibicja tylko 
przy bardzo 
wysokich 
stężeniach 
inhibitora

błona
rzęskowa
aksonema
cytoplazma
rzęskowa

Lewis i Nelson 1980 
H ochstrasser i N elson 1989 
Mason i Nelson 1989a 
Mason i Nelson 1989b 
S chultz i Jantzen 1980 
Bonini i współaut. 1991 
Prestoit i Saimi 1990

cGPK —
cGMP-
zależna
kinaza
białkowa

77 kDa 
monomer

cGMP Ca+2
(mikromolarne
stężenia)

cytoplazma
rzęskowa
cytoplazma
komórkowa

Lewis i Nelson 1980 
Machemer 1988 
Schultz i Jantzen 1980 
M iglietta i Nelson 1988 
Bonini i współaut. 1991 
Preston i Saimi 1990 
Klumpp i współaut. 1983

CaPK 1 — 
Ca2+- 
zależna 
kinaza 
białkowa 1

52 kDa Ca2+ (poi. max. 
ef. przy lpM )

cytoplazma
komórkowa

G undersen i Nelson 1987 
Bonini i współaut. 1991 
Preston i SAiMi 1990 
Schultz i współaut. 1990

CaPK 2 — 
Ca2+- 
zależna 
kinaza 
białkowa 2

50 kDa 
monomer

Ca2+
(m ikromolarne
stężenia)

cytoplazma
komórkowa

GuNDERSEn i Nelson 1987 
Bonini i współaut. 1991 
Preston i Saimi 1990

Ca2+CaMPK-
Ca2+-
zależna
kinaza
białkowa*

Ca2+—  
kalmodulina

antagoniści 
kalmoduliny: 
TFP i W -7

aksonema Izumi i Nakaoka 1987 
Satir 1985
W atanabe i współaut. 1990

CaM —  
kalmodulina

17 kDa Ca2+ antagoniści 
kalmoduliny: 
TFP i W -7

cytoplazma
rzęskowa
cytoplazma
komórkowa

S chaefer i współaut. 1987 
W allen-Friedman i 
współaut. 1988 
W alter i S chultz 1981 
B onini i współaut. 1991 
Klumpp i współaut. 1983 
Maihle i współaut. 1981

Ca2+—
kalmodulino-
zależna
fosfataza
białkowa
(kalcyne-
uryna)

Ca2+ —  
kalmodulina

anatagoniści 
kalmoduliny: 
TFP i W -7

rzęska Klumpp i współaut. 1983 
B onini i współaut. 1991 
Izumi i Nakaoka 1987

*tetrahymena

PODSUMOWANIE

Cykliczne nukleotydy i jony wapnia są podstawowymi czynnikami regulują
cymi aktywność aksonemy u orzęsków. Te wtórne przekaźniki łączą zmiany 
potencjału błonowego z modyfikacją ruchu aksonemy, co w konsekwencji daje
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zmiany w częstotliwości i orientacji bicia rzęsek, a to z kolei wpływa na modyfi
kację ruchu komórki.

Wzrost stężenia wapnia w wyniku działania bodźca wywołującego depolary
zację wiąże się z rewersją ruchu rzęski. Bodziec wywołujący hiperpolaryzację 
błony komórkowej przyspiesza ruch orzęsków do przodu, towarzyszy temu 
wzrost stężenia cAMP. Fizjologiczna rola cGMP nie jest znana. Swierdzono 
jednak, że zmiany poziomu tego nukleotydu są konsekwencją depolaryzacji 
błony komórkowej.

Wapń i cykliczne nukleotydy współdziałają w różnych punktach procesu 
transdukcji sygnału. Obie cyklazy guanylanowa i adenylanowa są zlokalizowane 
w błonie rzęskowej, ich aktywność jest zależna od wapnia. Oba nukleotydy mają 
wpływ na funkcjonowanie aksonemy. Zmiany poziomu wewnątrzkomórkowego 
wapnia modyfikują przewodnictwo błony komórkowej dla różnych jonów, rów
nież cykliczne nukleotydy mogą modulować jonowe przewodnictwo błonowe. 
Takie działanie przypomina kontrolę stanu pobudzenia błony w innych organi
zmach, sugerując uniwersalny mechanizm, zgodnie z którym wtórne przekaźniki 
poprzez wzajemną regulację i koordynację kontrolują różnorodne funkcje ko
mórki.

THE REGULATION OF MOTILITY IN CILIATES BY Ca2+ AND CYCLIC
NUCLEOTIDES

Sum m ary

Ciliates are an useful model for studying signal transduction mechanisms, which couple 
membrane potential changes with ciliary motility alterations. Increasing evidence indicates that, in 
the regulatory pathway which controls ciliary activity, second messengers including calcium ions 
and cyclic nucleotides, cAMP or cGMP, are involved. As a consequence of the cell membrane 
depolarization an increase of free calcium level in the cell cytoplasm and modification of the frequency 
and direction of ciliary beating (ciliary reversal) take place. These events in the cell are correlated 
with changes in the cytoplasmic cGMP level. In contrast to membrane depolarization, hyperpolarizing 
stimuli cause faster forward swimming of the cell as a result of more effectively oriented and faster 
ciliary beating. For this kind of ciliate responses cAMP appears to be the second messenger.

Cilium axoneme is tightly coupled with the membrane, therefore communication between these 
cellular structures may occur by means of second messengers. Changes of intracellular calcium 
level modify the membrane excitability by modulating of the activity of several ion channels in the 
membrane. Cyclic nucleotides may also affect membrane ion conductance. In addition calcium, 
cAMP or cGMP may interact with each other at several points of the signal transduction pathway. 
The action of these messengers in ciliates resembles the control of membrane excitability in higher 
organisms. Thus it seems highly probable that there is an universal system where by second 
messengers are involved in the control of cell function by regulating and coordinating several cellular 
activities.
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