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ROLA WAPNIA | CYKLICZNYCH NUKLEOTYDOW W REGULACJI
RUCHU ORZESKOW

WPROWADZENIE

Orzeski — organizmy jednokomoérkowe, podobnie jak i inne pierwotniaki,
w odpowiedzi na réznorodne oddzialtywania zewnetrzne wytwarzajg specyficzne
reakcje ruchowe. Takie zachowanie orzeskéw, bedace jedng z wazniejszych
funkgji fizjologicznych komaérek, umozliwia im znajdowanie optymalnych wa-
runkéw do wzrostu i rozmnazania sie.

Orzeski poruszajg sie w srodowisku wodnym w wyniku skoordynowanego
uderzenia tysiecy rzesek pokrywajacych ich powierzchnie. Typowy dla eukarion-
ta schemat budowy rzeski, w ktorej 2 mikrotubule centralne otoczone przez 9 par
mikrotubul obwodowych stanowig podstawe aksonemy (rys. 1), jest réwniez
charakterystyczny dla orzeskéw. Mikrotubule obwodowe potaczone ze sobg
wigzaniami neksynowymi sg sprzezone réwniez z otoczkag centralng za posred-
nictwem szczebli promienistych, zas catos¢ jest otoczona btona rzeskowa bedaca
przediuzeniem btony plazmatycznej. Zaznaczone na rysunku ramiona odcho-
dzace od podfilamentu A to biatko — dyneina posiadajgce aktywnos¢ ATP-az.
Slizg mikrotubul wzgledem siebie jest podstawa ruchu rzeski, a energia niezbed-
na dla tego mechanochemicznego procesujest uwalniana podczas hydrolizy ATP
przez dyneine (Satir 1985, Bonini | wspotaut. 1991, Fabczak | Fabczak 1994).
Jeden cykl uderzenia rzeski mozna podzieli¢ na dwie fazy: faze uderzenia
efektywnego i faze powrotng. Czestotliwos¢ i kierunek efektywnego uderzenia
rzesek reguluje charakter ruchu orzeskéw. Oba te parametry podlegajg modu-
lacji, gdy komodrka reaguje na r6znego rodzaju bodzce, w tym bodzce mechani-
czne, Swietlne, chemiczne i grawitacyjne (Kung i Saimi 1982, Machemer i Deitmer
1985, Wood 1982, 1991, Hellung-Larsen iwspé’raut. 1986, Van Houten 1988,
Matsuoka I Wspé+aut. 1991, 1992, Machemer I Braucker 1992, Fabczak | Fab-
czak 1993, 1995). Rzeski sg wiec ostatnim elementem, efektorem, w skompliko-
wanym procesie, jaki zostaje zainicjowany w momencie zadziatania bodzca
i koriczy sie zmiang charakteru ruchu.

Komoérka orzeska reprezentuje wyjatkowo interesujacy obiekt do analizy
wewnatrzkomorkowych zjawisk zachodzacych podczas procesu transdukcji syg-
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natu biorgc pod uwage mozliwo$s¢ prowadzenia badan interdyscyplinarnych
z zakresu genetyki, biochemii i elektrofizjologii (Schultz iwspotaut. 1990, Bonini
iwspotaut. 1991, Schultz i Ktumpp 1993, Pech 1995).

btona rzeskowa
mikrotubula A

mikrotubula B
szczebel promienisty

otoczka centralna

zewnetrzne ramie
wewnetrzne ramie — / (dyneina)
(dyneina)
centralna mikrotubula
dublet mikrotubul
obwodowych

Rys. 1. Schematyczny diagram przedstawiajacy strukture aksonemy.

Ca2+ W REGULACJI RUCHU | ELEKTROGENEZY

KANALY WAPNIOWE REGULOWANE NAPIECIEM BLONOWYM

Badania elektrofizjologiczne wykazaty, ze zmiany kierunku i czestotliwosci
efektywnego uderzenia rzeski sg Scisle skorelowane ze zmianami elektrycznego
potencjatu blonowego komoérki (Kinosita i wspotaut. 1964)

Mechanicznej stymulacji przedniej czesci orzeska, dziataniu bodZzcéw chemi-
cznych (np. Paramecium, Stylonychia, Stentor) lub Swietlnych (np. Blepharisma,
Stentor) towarzyszy wzrost czestotliwosci uderzenia rzesek, a kierunek efektyw-
nego uderzenia rzesek zmienia sie na przeciwny (rewersja ruchu rzeskowego),
w konsekwencji czego komdrka porusza sie do tylu. Ta modyfikacja ruchu jest
Scisle zwigzana z generowaniem potencjatu czynnosciowego, poprzedzonego
wstepna depolaryzacjg btony komoérkowej (potencjat receptorowy) (Eckert 1972,
Doughty i Dryl 1981, Fabczak i Fabczak 1993, 1995). Potencjaly receptorowe
po stymulacji mechanicznej u orzeskéw powstajg w wyniku aktywacji kanatéw
wapniowych rozmieszczonych w btonie komorkowej i wptywie jondéw wapnia do
komorki (Ogura i Machemer 1980, Kung i Saimi 1982). Generacja potencjatu
czynnosciowego zachodzi na skutek otwarcia, w wyniku depolaryzacji btony,
kanatow wapniowych regulowanych napieciem i umiejscowionych w blonie
otaczajgcej rzeski. Lokalizacje tych kanatow w blonie rzeskowej stwierdzono na
podstawie klasycznych juz dzi$ rejestracji praddéw wapniowych w komérkach
kontrolnych i braku tych pradéww komérkach odrzesionych. Typowa odpowiedz
elektryczng (potencjat czynnosciowy) na odpowiednio silng stymulacje uzyskano
dopiero po uplywie czasu wymaganego do regeneracji aparatu rzeskowego
(Duntap 1977).
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W regulacje potencjatu czynnosciowego u Paramecium, oprécz wptywajacego
pradu wapniowego, jest zaangazowanych wiele pradéwjonowych. Nalezy do nich
pojawiajacy sie podczas depolaryzacji, w obecnosci jondw sodu w Srodowisku,
wptywajacy prad sodowy regulowany jonami wapnia i napieciem. Ten wolno
aktywowany kanatjonowy jest odpowiedzialny za przedtuzenie potencjatu czyn-
nosciowego i czasu trwania rewersji rzeskowej (Saimi i Kung 1980, Hennessey
i Kung 1985). Druga grupa kanatéw zaangazowanych podczas potencjatu czyn-
nosciowego to kanaty potasowe biorace udziat w repolaryzacji potencjatu btono-
wego. Sa to: zalezny od napiecia wyptywajacy prad potasowy (outward delayed
rectifying K+ current) (Kung i Saimi 1982) i wyptywajacy prad potasowy zalezny
od wapnia (outward Ca2+dependent K+ current) (Satow i Kung 1980).

Nastepstwem aktywacji kanatéw wapniowych, czutych na napiecie w wyniku
depolaryzacji btony komadrkowej, jest wptywjondéw wapnia do wnetrza komarki.
Ze wzrostem stezenia tego jonu w cytoplazmie z 10-7 M do ICf6 M jest skorelo-
wane odwrocenie kierunku efektywnego uderzenia rzesek (rys. 2). Zjawisko
rewersji ruchu rzeskowego jest przejsciowe. Po krétkim czasie poruszania sie do

btona rzeskowa

ruch do przodu

o4 aksonema
Ca

rewersja ruchu rzeskowego

Rys. 2. Schemat przedstawiajacy wptyw jonéw wapnia na zachowanie orzeskéw. Gdy

wewnatrzkomorkowe stezenie jonéw wapnia nie przekracza wartosci 1CT7 M orzeski

poruszajg sie do przodu. Wzrost stezenia wapnia powyzej 1CT6 M w wyniku otwarcia

napieciowo-czutych kanatéw wapniowych i po zadzialaniu bodzZca depolaryzacyjnego

powoduje zmiane orientacji bicia rzeski, komoérka zaczyna ptywac do tytu (rewersja ruchu
rzeskowego).
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tylu orzeski ponownie rozpoczynajg ruch do przodu, a wewnatrzkomorkowy
poziom jonéw wapnia wraca dzieki dziataniu ATP-azy wapniowej do wartosci
spoczynkowej (Naitoh 1968, Eckert 1972, Machemer i Eckert 1975, Eckert
i Brehm 1979, Kung i Saimi 1982, Hinrichsen iwspé’raut. 1985).

Kluczowa role jondéw Ca2+ w regulacji ruchu rzeski i generacji potencjatu
czynnosciowego potwierdzajag doswiadczenia przeprowadzone na komorkach
zmutowanych. Jednym z przyktaddéw moga by¢ eksperymenty z niepobudliwymi
mutantami Paramecium typu Pawn. Mutanty te charakteryzujg sie brakiem
wystepowania wapniowego potencjatu czynnosciowego i w zwigzku z tym nie
posiadaja zdolnosci ptywania do tylu. Nie obserwuje sie u nich réwniez zmiany
czestotliwosci uderzania rzesek pomimo tego, ze generujga wapniowy potencjat
receptorowy (Satow i Kung 1980).

Wapn wplywa niezaleznie na dwa parametry; zaréwno na kierunek, jak
i reguluje czestotliwos¢ pracy rzesek u Paramecium. Ot6z komoérkowe modele
Paramecium, to jest orzeski, ktére pozbawiono btony komérkowej w wyniku
traktowania ich detergentem, w obecnoscijonéw wapnia w stezeniu ponizej 1CT6
M, jondw magnezu i ATP ptywaja do przodu, natomiast w Srodowisku, gdzie
stezenie jondw wapnia jest wyzsze niz 1CT6 M, nastepuje zmiana orientacji
uderzenia rzeski i pantofelki zaczynajg porusza¢ sie do tylu, bez wzrostu
czestotliwosci ich bicia (Naitoh | Kaneko 1972, Nakaoka i wspotaut. 1983). Te
doswiadczenia wykazujg dodatkowo, ze regulacja funkcji aksonemy u orzeskéw
nastepuje bezposrednio w odpowiedzi na wzrost stezenia wapnia wewnagtrz
rzeski, a nie poprzez zmiany potencjatu btonowego (sygnat elektryczny). W mu-
tantach behawioralnych Paramecium typu Atalanta, ktére posiadaja funkcjonal-
ne kanaty wapniowe lecz w wyniku mutacji struktury szkieletu aksonemy nie
mogg ptywac do tytu, wykazano, ze waph moze powodowac przyspieszenie bicia
rzesek bez rewersji ruchu rzeskowego w odpowiedzi na bodziec depolaryzujacy
b*OﬂQ (Hinrichsen i Kung 1984, Hinrichsen iwspé’:aut. 1984).

Na podstawie dotychczasowych badan trudno jest ustali¢ molekularne pro-
cesy regulujace ruch aksonemy i role jakg jony wapnia odgrywajg w tych
zjawiskach. Mozna przypuszczaé, ze jednag z form regulacji ruchu rzeski jest
zmiana stopnia fosforylacji biatek aksonemy.

Dwie immunologicznie rézne, zalezne od wapnia, kinazy biatkowe (CaPK-1
i CaPK-2) zlokalizowano u Paramecium. Pierwsza z nich o masie czasteczkowej
52 kDa jest niezalezna od kalmoduliny i diacyloglicerolu. Obecnos¢ drugiej
stwierdzono w rozpuszczalnej frakcji komorkowej, jest ona aktywowana przez
mikromolarne stezenie wapnia i réwniez nie wymaga obecnosci kalmoduliny,
diacyloglicerolu oraz fosfatydyloseryny (Bonini i wspotaut. 1991). Zalezna od
wapnia fosforylacja biatek ( 155 kDa, 58 kDa, 25 kDa, 14 kDa) ma miejsce
zarowno w rzeskach, jak i w komérkach poddanych dziataniu Tritonu X-100
(Travis i Nelson 1988, Bonini i wspé6taut. 1991).

ROLA KALMODULINY W REGULACJI RUCHU RZESKI

Piszac o roli wapnia w regulacji ruchu rzeski nie mozna pomina¢ roli, jaka
peinig w tym procesie biatka wigzgce wapn, a szczeg6lnie kalmodulina. Kalmo-
dulina — niskoczgsteczkowe, kwasne i monomeryczne biatko o masie czastecz-
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kowej okoto 16,7 kDa posiada 4 miejscawigzania wapnia. Lokalizacja tego biatka
na zewnetrznym dublecie mikrotubul w rzeskach Paramecium i Tetrahymena
(Walter i Schultz 1981, Ohnishi i WSp(’)l’ath. 1982, Evans i Nelson 1989,
Takemasa i wspétaut. 1989, 1990) sugeruje, ze biatko to moze by¢ zaangazowane
w regulacje i kontrole ruchu aksonemy. Obserwowany wptyw dziatania inhibi-
torow kalmoduliny na modele komoérkowe orzeskéw oraz trojfluoroperazyny
(TFP), antagonisty kalmoduliny, potwierdza to przypuszczenie (Rauh i wspotaut.
1980, Otter i wspoOtaut. 1984, Izumi i Nakaoka 1987). W rzeskach Tetrahymena
stwierdzono az 36 biatek wigzacych kalmoduline w obecnosci wapnia (Hirano
i Watanabe 1985, Hirano-Ohnishi | Watanabe 1988). U Paramecium wykazano
obecnos¢ 9 biatek specyficznie wigzgcych kalmoduling z Paramecium z wysokim
nanomolarnym powinowactwem (Evans i Nelson 1989). Wéréd tych biatek wiele
jest Scisle zwigzanych z aksonemg, a dwa z nich 95 kDa i 105 kDa wigza
kalmoduline w stezeniu wapnia ponizej 1CT6 M.

Kalmodulina jest biatkiem regulatorowym, po zwigzaniu co najmniej trzech
jonéw wapnia zmienia swojg konformacje i tgczy sie z biatkami docelowymi
(czesto enzymami) modyfikujgc ich aktywnos¢. Przykitadem takiego dziatania
moze byc¢, zalezna od kalmoduliny, fosforylacja biatek w aksonemie Tetrahyme-
na. Sposrod 200 polipeptyddéw, ktérych obecnosc¢ byta wykazana w aksonemie
Tetrahymena, 60 z nich byto fosforylowanych niezaleznie od obecnosci kalmo-
duliny iwapnia z wyjatkiemjednej R-tubuliny, ktéra wydaje sie by¢ specyficznym
substratem dla kinazy biatkowej zaleznej od kalmoduliny i wapnia (Watanabe
i wspétaut. 1990).

Ponadto kalmodulina moze petni¢ funkcje antagonisty w procesie zaleznej
od cAMP fosforylacji biatek aksonemy poprzez aktywacje fosfatazy biatkowej
(kalcyneuryny) (Izumi i Nakaoka 1987, Hirano-Ohnishi i Watanabe 1989). U Pa-
ramecium i Tetrahymena wapn i kalmodulina stymulujg aktywno$¢ cyklazy
guanylanowej (Nagao i wspoétaut. 1979, Schultz i Ktumpp 1980, Kiumpp i wspot-
aut. 1983).

Ponadto kalmodulina u Paramecium peini role regulatora aktywnosci kana-
tow sodowych zaleznych od wapnia (Saimi i Ling 1990). Natomiast w mutancie
Paramecium, Pantofobiak (pntAJ, w ktérym nie rejestruje sie zaleznego od
wapnia pradu potasowego, badania wykazaly, ze mutacja (tzw. single gene
mutation) dotyczy zamiany jednego aminokwasu w trzeciej domenie wigzacej
wapn w czasteczce kalmoduliny (Hinrichsen i wspotaut. 1986). Wstrzykniecie
kalmoduliny z dzikiego szczepu przywraca zaréwno zalezny od wapnia prad
potasowy, jak réwniez typowe dla dzikiego szczepu zachowanie mutanta pntAl

ROLA CYKLICZNYCH NUKLEOTYDOW W REGULACJI AKTYWNOSCI AKSONEMY

CYKLICZNY AMP JAKO WTORNY PRZEKAZNIK

Wiele doswiadczen przeprowadzonych na orzeskach pokazuje, ze cykliczne
nukleotydy w szerokim zakresie moga modulowaé¢ zachowanie tych komorek.
U Paramecium wzrostowi stezenia cAMP (cykliczny adenozynomonofosforan)
towarzyszy znaczne zwiekszenie szybkosci poruszania sie do przodu. Szybkos¢
ptywania komérekjest 2-3-krotnie podwyzszona po dodaniu pochodnych cAMP,
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dla ktérych btona komérkowa jest przepuszczalna (8-Br-cAMP, dwumaslan-
cAMP) lub po dodaniu IBMX (inhibitora fosfodiesterazy cyklicznych nukleoty-
dow) (Gustin | wspotaut. 1983, Bonini i wspotaut. 1986). Z drugiej strony
wiadomo, ze w nastepstwie mechanicznej stymulacji tylnego konca komorki (np.
Paramecium, Stylonychia, Stentor) obserwuje sie skurcz komorki, wzrost czesto-
tliwosci bicia rzesek oraz zmiane orientacji ich uderzenia na bardziej efektywna,
co w sumie daje znaczny wzrost szybkosci poruszania sie orzeska (Naitoh 1968,
Eckert 1972, Nakaoka i wspOtaut. 1983, Bonini i wspoOtaut. 1986, W ood 1993).
Takie zmiany w zachowaniu sie orzeskéw sa zwigzane z hiperpolaryzacijg btony
komoérkowej w wyniku aktywacji kanatéw potasowych (inward K+ currents),
zlokalizowanych w blonie komérkowej (Ogura i Machemer 1980). Na podstawie
przedstawionych danych nasuwa sie wniosek, ze u orzeskoéw hiperpolaiyzacja
btony komdrkowej jest Scisle skorelowana z przyspieszeniem ruchu do przodu
i wzrostem stezenia cCAMP w komdrce (Bonini | Nelson 1988, Bonini i wspotaut.
1991). Wedtug Schultz’a i jego wspétpracownikoéw (Schultz i wspétaut. 1992,
Schultz | Kiumpp 1993) hiperpolaryzacja btony komérkowej inicjuje synteze
cAMP. Enzym syntetyzujacy ten nukleotyd, cyklaza adenylanowa, jest regulo-
wany napieciem btony i petni réwnoczesnie funkcje czutego na napiecie kanatu
jonowego. Nie mozna jednak wykluczy¢ odwrotnej sytuacji popartej réwniez
danymi eksperymentalnymi, ze wzrost poziomu cAMP w komoérce orzeskow
powoduje hiperpolaryzacje btony komorkowej (Hennessey i wspoélaut. 1985,
Pech 1995).

Cyklaza adenylanowa (96 kDa), jak stwierdzono niedawno, wystepuje w ko-
moérkach orzeskow i jest zlokalizowana gtéwnie w bionie rzeskowej (Schuitz i
Krumpp 1983, Bonini i wsp6taut. 1991). Stymulowana jest ona 20-30-krotnie w
zakresie stezen 0,1-1 pM Ca2+, wyzsze stezenia wapnia (powyzej 5 pM) hamujg
aktywnos¢ tego enzymu (Bonini | wpotaut. 1991, Schultz i Kiumpp 1993).
Zahamowanie aktywnosci tej cyklazy przez antagonistow kalmoduliny, calmida-
zolium, W-7 i TFP moze sugerowac, ze kalmodulina lub inne biatka wigzgce wapn
sg odpowiedzialne za te dwustopniowg, zalezng od wapnia regulacje aktywnosci
(Gustin i Nelson 1987).

Oczyszczona cyklaza adenylanowa po rekonstytucji w dwuwarstwie lipidowej
posiada wkasnosci poru przewodzgcego jony potasu. Wydaje sie natomiast, zejej
aktywnos¢ in vivojest regulowana zaréwno przez przewodnictwo spoczynkowe
dlajonéw potasu oraz ze sam ten enzym petni funkcje kanatu jonowego, ktéry
reguluje potencjat spoczynkowy dlajondw K+ (Schultz i Kiumpp 1993).

CYKLICZNY gmp jako wtérny przekaznik

W przeciwienstwie do cAMP wzrost stezenia cGMP (cykliczny guanozynomo-
nofosforan) w komarce orzeskéw jest zwigzany z depolaryzacjg btony komérko-
wej (Majima iwspotaut. 1986, Schultz iwspotaut. 1986, Schultz i Kiumpp 1993).
Korelacje pomiedzy stopniem depolaryzacji btony komorkowej, a wzrostem
stezenia cGMP potwierdzajg badania przeprowadzone na mutantach. W mutan-
cie Paramecium, Dancer, charakteryzujgcym sie przedtuzong depolaryzacja bto-
ny komorkowej, spowodowang zwolniong inaktywacjg kanatow Ca2+ zaleznych
od napiecia; réwniez podwyzszony poziom cGMP utrzymuje sie dtuzej (Bonini
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iwspotaut. 1991). Natomiast niewielkim wzrostem stezenia cGMP w nastepstwie
dziatania bodzca wywotujacego depolaryzacje charakteryzujg sie mutanty z gru-
py Pawn, ktére majg obnizony lub w ogdle nie posiadajg pradu Ca2+ zaleznego
od napiecia; a tym samym nie sg zdolne do generowania potencjatu czynnoscio-
wego (Schultz i wspotaut. 1990).

Nieco odmienny przebieg maja zmiany poziomu cGMP w przypadku innego,
wrazliwego na swiatlo orzeska, Stentor, podczas dziatania bodzcéw sSwietlnych.
Réznica polega na tym, ze impuls Swietlny powoduje poczatkowo gwattowny
spadek stezenia cGMP, po ktérym nastepuje znaczny wzrost poziomu tego
cyklicznego nukleotydu (Fabczak i wspoétaut., w przygotowaniu). Stymulacja
Swiatlem orzeska wywotuje rowniez przejsciowa, wstepnag depolaryzacje btony
komorkowej (potencjat receptorowy), po ktérej moze by¢é generowany potencjat
czynnosciowy i rewersja ruchu rzeskowego (reakcja fotofobowa) (Fabczak i Fab-
czak 1993, 1995). Wydaje sie wiec, ze wstepny spadek poziomu cGMP u Stentor
jest skorelowany z wytworzeniem potencjatu receptorowego (Fabczak i Wspot-
aut., w przygotowaniu), natomiast generacji potencjatlu czynnosciowego towa-
rzyszytby wzrost poziomu cGMP, jak ma to réwniez miejsce u Paramecium
(Schultz i wspotaut. 1990, Schultz | Kiumpp 1993).

Badania behawioralne, w ktérych sprawdzono wptyw 8-Br-cGMP i IBMX —
inhibitora fosfodiesterazy cyklicznych nukleotydéw na reakcje Stentor na Swiatto
(reakcja fotofobowa) potwierdzajg istnienie zwigzku pomiedzy zmianami pozio-
mu cGMP u Stentor, a zjawiskami ruchowymi i stanem depolaryzacji btony
komorkowej (Fabczak i wspétaut. 1993).

Cyklaza guanylanowa, podobniejak cyklaza adenylanowa, zostata zlokalizo-
wana w btonie rzeskowej Paramecium (Schultz i Ktumpp 1980), jest ona rowniez
regulowana przez Ca2+(Schultz i Ktumpp 1988, Schultz i wspotaut. 1986, 1990,
Preston i Saimi 1990, Bonini i wspotaut. 1991). W przeciwienstwie jednak do
cyklazy adenylanowej, cyklaza guanylanowa jest stymulowana przez wysokie
stezenia jonéw wapnia (5-100 pM). Dopiero wapn w stezeniu powyzej 100 pM
hamuje aktywnos$c¢ tego enzymu (Schultz i Ktumpp 1984, 1988, Schultz i wspo6t-
aut. 1990, Bonini i wspotaut. 1991). Potowa maksymalnej aktywnosci tego
enzymu wystepuje przy 3,1 pM Ca2+, podczas gdy cyklazy adenylanowej przy
0,88 pM wolnego Ca2+. Chociaz wiec obie te cyklazy regulowane sg przez Ca2+,
to tak zasadnicza réznica w stezeniu, przy ktérym nastepuje stymulacja tych
enzymoOw, wskazuje na to, ze enzymy i syntetyzowane przez nie cykliczne
nukleotydy biorg udziat w regulacji odmiennych zjawisk fizjologicznych. Akty-
wacja cyklazy guanylanowej wysokim stezeniem Ca2+ potwierdza potencjalng
role cGMP jako regulatora podczas depolaryzacji i rewersji ruchu rzeskowego
(Bonini i wspoOtaut. 1991).

Podobnie jak w przypadku cyklazy adenylanowej, cyklaza guanylanowa jest
réwniez aktywowana przez biatko regulatorowe, kalmoduline (K1tumpp i wspo6t-
aut. 1983, 1984, Schultz i Ktumpp 1984, 1988, Schultz iwspotaut. 1990, B onini
i wspotaut. 1991). Kalmodulina jest Scisle zwigzana z cyklazg guanylanowg
i wystepuje jako jej podjednostka. Badania grupy Schultz’'a (Kiumpp i wspotaut.
1983, 1984, Schultz i Kiumpp 1984) wykazaty, ze catkowite i nieodwracalne
zahamowanie aktywnosci cyklazy guanylanowej nastepuje po traktowaniu btony
rzeskowej niskimi stezeniamijonéw La +, ktére wypierajac jony Ca2+, powodujg
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oddysocjowanie kalmoduliny od enzymu. Dopiero dodanie kalmoduliny przy-
wraca petng aktywnos¢ cyklazy guanylanowej (Schultz i Kiumpp 1982).

KINAZY BIALKOWE ZALEZNE OD CYKLICZNYCH NUKLEOTYDOW

Wzrost stezenia cAMP i cGMP w komadrce czesto stymuluje kinazy biatkowe
zalezne od cyklicznych nukleotydéw. U Paramecium wystepujg trzy takie enzy-
my: dwa z nich zalezne od cAMP (cAPK I i Il) i jeden regulowany przez cGMP
(cGPK). W catych komoérkach stwierdzono wystepowanie cAPK | i cGPK, nato-
miast typ Il kinazy regulowanej cAMP jest charakterystyczny tylko dla rzesek.
Kinazy zalezne od cAMP ro6znig sie wielkoscig podjednostek regulatorowych R
(Mason i Nelson 1989a, Bonini | wspotaut. 1991). Rzeskowa cAPK | o ciezarze
molekularnym 70 kDa jest prawdopodobnie dimerem ztozonym z podjednostki
regulatorowej R i katalitycznej C, natomiast cAPK Il jest enzymem o0 masie
czasteczkowej 220 kDa i prawdopodobnie jest tetramerem R2C2, podobnym do
biatka wystepujacego u ssakéw. Typ | ma podjednostke regulatorowag o masie

44 kDa, a typ Il — o masie 48 kDa. Podjednostka katalityczna jest prawdopo-
dobnie wspdlna dla obu kinaz i ma mase czasteczkowa 40 kDa (Bonini i wspotaut.
1991).

Kinaza zalezna od cGMP jest monomerem (77 kDa) i moze uzywac¢ zaréwno
GTP i ATP jako donoréw fosforu, wiasciwos¢ ta wyréznia te kinaze sposréd
wszystkich innych scharakteryzowanych kinaz biatkowych, zaleznych od cykli-
cznych nukleotyddw (Migtietta i Nelson 1988, Mason i Nelson 1989a, b).

WAPN | cAMP GLOWNE REGULATORY DYNEINY

Dyneina, jak wspomniano we wstepie, jest molekularnym motorem odpowie-
dzialnym za ruch aksonemy. W zwiazku z tym wtérne przekazniki modyfikujace
aktywnos¢ ruchowa komérki muszg mie¢ wpltyw na dziatanie aksonemalnej
dyneiny. Aksonema zawiera wiele enzymow o aktywnosci ATP-azowej wystepu-
jacych w zewnetrznych i wewnetrznych ramionach mikrotubuli A (rys. 1). Kazda
oczyszczona dyneina zawiera przynajmniej jeden ciezki fancuch o masie czaste-
czkowej powyzej 300 kDa, 1do 10 taricuchow posrednich oraz kilka taricuchow
o niskiej masie czasteczkowej. U Paramecium traktowanie dyneiny roztworami
Owysokiej silejonowej prowadzi do wyizolowania trzech gidwnych ATP-az, ktore
sedymentujg w gradiencie sacharozy przy 22S, 19S i 12S. Dyneina 22S moze
by¢ czescig zewnetrznego ramienia, podobnie jak ma to miejsce w przypadu
Tetrahymena i Chlamydomonas. Badania na mutantach Chlamydomonas po-
zbawionych zewnetrznego ramienia wykazaty, ze komorki te nie sg zdolne do
ptywania do tylu, natomiast mutanty bez wewnetrznych ramion dyneinowych
catkowicie nie sg zdolne do ruchu. Wydaje sie wiec, ze to wlkasnie wewnetrzne
ramie dyneiny petni fundamentalng role w regulacji aktywnosci aksonemy
(Bonini i wspotaut. 1991).

U Paramecium cykliczne nukleotydy stymulujg wzrost aktywnos$ci ATP-azo-
wej dyneiny. Natomiast modele komdérkowe, ktére zachowaly zdolnos¢ reakcji
na dziatanie cyklicznych nukleotydéw wykazujg wzrost stopnia fosforylacji
niektorych biatek w obecnosci CAMP i cCGMP (Hamasaki i wsp6taut. 1989, Bonini
1Neison 1990) oraz wapnia (Bonini i Nelson 1990). Wzér fosforylacji biatek
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aksonemy in vitro w obecnosci cAMP jest taki sam, jak w przypadku cGMP z tg
réznica, ze uzywano jednak znacznie wyzszych stezen tego ostatniego nukleoty-
du (Walczak i Nelson 1994). Hamasaki i wspoOtpracownicy (1989) wykazali, ze
w izolowanej aksonemie z rzesek Paramecium tylko jedno biatko (29 kDa),
ktorego wigzanie z aksonemajest zalezne od ATP, jest fosforylowane po dodaniu
cAMP wylacznie w niskich stezeniach wapnia (I0-7 M). Biatko to nazwane
~regulatorem dyneiny” i zwigzane z dyneing 22S jest prawdopodobnie regulato-
rem indukowanego przez cAMP wzrostu predkosci ruchu do przodu. Wydaje sie
wiec, zejest to jedno z mozliwych miejsc integracji dziatania wapnia i cAMP jako
wtérnych przekaznikéw w regulacji ruchu aksonemy.

Mimo licznych doniesien na temat lokalizacji w rzeskach polipeptydéw,
zwigzanych z dyneing i bedacych specyficznymi substratami dla kinaz biatko-
wych zaleznych od cyklicznych nukleotydéw nie stwierdzono, aby dyneing byta
bezposrednim celem takiej fosforylacji (Travis i Nelson 1988, Hamasaki | wspot-
aut. 1989, Bonini i Nelson 1990).

Szczegotowy proces molekularny, ktéry tgczy wzajemnie ze soba regulacje
ruchowg aksonemy oraz dziatanie wtérnych przekaznikoéw jest bardzo skompli-
kowany. Dalsze intensywnie prowadzone badania z pewnoscia pogtebig nasza
wiedze w tym zakresie. Aktualny stan wiedzy na ten temat przedstawiono
W powyzszej pracy.

Tabela 1
Enzymy i biatka, zalezne od wapnia i cyklicznych nukleotydéw,
zaangazowane w regulacji ruchu orzeskéw

Enzym Masa Aktywator . Inhibitor Lokalizacja Referencje
czastecz-
kowa

AC — 96 kDa Ca2+0,1-1 pM  Ca2+>5 pM btona Bonini i wspétaut. 1991

cyklaza K+ (poi. max ef. antagonisci rzeskowa Gustin i Nelson 1987

adenyla- przy 3 mMm kalmoduliny: Schultzi Kilumpp 1983

nowa calmidazolum, Schultz i wspétaut. 1987

W-7, TFP Kiumpp i wspotaut. 1984

Preston i Saimi 1990
Schultz i wspétaut. 1990
Schultz i Klumpp 1983

GC — Ca2+5-100 pM Ca2+ 300-500 pM btona Gustin i Nelson 1987

cyklaza kalmodulina antagonisci rzeskowa Schultz i Klumpp 1982

guany- kalmoduliny sa Schultz i Klumpp 1984

lanowa stabymi Bonini i wspétaut. 1991

inhibitorami Schultz i Klumpp 1980

Preston i Saimi 1990
Schultz i wspdétaut. 1990
Schultz i Klumpp 1993

PDE — IBMX i btona Gustin i Nelson 1987

fosfodieste- papaweryna przy rzeskowa Bonini i wspétaut. 1991

raza

milimolarnych
stezeniach
teofilina*

btona rzeskowa-
CAPDE
cytoplazma
rzeskowa -
cGPDE

Schultz i wspdtaut. 1990

Preston i Saimi 1990
Kudo i wspétaut. 1986
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cAPKI — 70 kDa CAMP Ca2+ (poi. max. btona Lewis i Nelson 1980
CAMP - (RC dimer) ef. przy 2 pM) rzgskowa Hochstrasser i Nelson 1989
zalezna R-44 kDa aksonema Mason i Nelson 1989
kinaza C-40 kDa cytoplazma Mason i Nelson 1989
biatkowa rzgskowa Schultz i Jantzen 1980
t}pl cytoplazma Bonini i wspo6taut. 1991
komérkowa Preston i Saimi 1990
cAPK Il — 220 kDa cAMP ssaczy inhibitor btona Lewis i Nelson 1980
cAMP- (R2C2 Walsha- rzeskowa Hochstrasser i Nelson 1989
zalezna tetramer) czes$ciowa aksonema Mason i Nelson 1989a
kinaza R-48 kDa inhibicja tylko cytoplazma Mason i Nelson 1989b
biatkowa C-40 kDa przy bardzo rzgskowa Schultz i Jantzen 1980
typ Il wysokich Bonini i wspé6taut. 1991
stezeniach Prestoit i Saimi 1990
inhibitora
cGPK — 77 kDa cGMP Ca+2 cytoplazma Lewis i Nelson 1980
cGMP- monomer (mikromolarne rzeskowa Machemer 1988
zalezna stezenia) cytoplazma Schultz i Jantzen 1980
kinaza komérkowa Miglietta i Nelson 1988
biatkowa Bonini i wspotaut. 1991
Preston i Saimi 1990
Kiumpp i wspétaut. 1983
CaPK 1— 52 kDa Ca2+ (poi. max. cytoplazma Gundersen i Nelson 1987
Ca2+ ef. przy IpM) komoérkowa Bonini i wspoétaut. 1991
zalezna Preston i SAiMi 1990
kinaza Schultz i wspoétaut. 1990
biatkowa 1
CaPK 2 — 50 kDa Ca2+ cytoplazma GUNDERSEN i Nelson 1987
Ca2+ monomer (mikromolarne komoérkowa Bonini i wspétaut. 1991
zalezna stezenia) Preston i Saimi 1990
kinaza
biatkowa 2
Ca2+CaMPK- Ca2+— antagonisci aksonema Izumi i Nakaoka 1987
Ca2+ kalmodulina kalmoduliny: Satir 1985
zalezna TFP iW-7 W atanabe i wspétaut. 1990
kinaza
biatkowa*
CaM — 17 kDa Ca2+ antagonisci cytoplazma Schaefer i wspétaut. 1987
kalmodulina kalmoduliny: rzeskowa W allen-Friedman i
TFPiW-7 cytoplazma wspoétaut. 1988
komérkowa Walter i Schultz 1981
Bonini i wspétaut. 1991
Kiumpp i wspétaut. 1983
Maihle i wspétaut. 1981
Ca2+— Ca2+— anatagonisci rzeska Kilumpp i wspétaut. 1983
kalmodulino- kalmodulina kalmoduliny: Bonini i wspétaut. 1991
zalezna TFP iW-7 Izumi i Nakaoka 1987
fosfataza
biatkowa
(kalcyne-
uryna)
*tetrahymena

Hanna Fabczak i wspo6tautorzy

PODSUMOWANIE

Cykliczne nukleotydy i jony wapnia sg podstawowymi czynnikami regulujg-
cymi aktywnos¢ aksonemy u orzeskéw. Te wtérne przekazniki tgczg zmiany
potencjatu btonowego z modyfikacjg ruchu aksonemy, co w konsekwencji daje
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zmiany w czestotliwosci i orientacji bicia rzesek, a to z kolei wptywa na modyfi-
kacje ruchu komorki.

Wzrost stezenia wapnia w wyniku dziatania bodzca wywotujgcego depolary-
zacje wigze sie z rewersjg ruchu rzeski. Bodziec wywotujgcy hiperpolaryzacje
btony komorkowej przyspiesza ruch orzeskéw do przodu, towarzyszy temu
wzrost stezenia cAMP. Fizjologiczna rola cGMP nie jest znana. Swierdzono
jednak, ze zmiany poziomu tego nukleotydu sg konsekwencja depolaryzaciji
btony komorkowej.

Wapn i cykliczne nukleotydy wspétdziatajg w réznych punktach procesu
transdukcji sygnatu. Obie cyklazy guanylanowa i adenylanowa sg zlokalizowane
w btonie rzeskowej, ich aktywnosc jest zalezna od wapnia. Oba nukleotydy majag
wpltyw na funkcjonowanie aksonemy. Zmiany poziomu wewnagtrzkomoérkowego
wapnia modyfikujg przewodnictwo btony komérkowej dla r6znych jonéw, réw-
niez cykliczne nukleotydy mogg modulowaé jonowe przewodnictwo blonowe.
Takie dziatanie przypomina kontrole stanu pobudzenia btony w innych organi-
zmach, sugerujac uniwersalny mechanizm, zgodnie z ktérym wtérne przekazniki
poprzez wzajemna regulacje i koordynacje kontroluja réznorodne funkcje ko-
morki.

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

Summary

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 ofthe 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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