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PIERWOTNIAKI W BADANIACH BIOCHEMICZNYCH | GENETYCZNYCH

W dobie najnowszych osiggnie¢ genetyki i
biologii molekularnej, gdy klonuje sie ssaki, gdy
jestedmy juz prawie o krok od rozszyfrowania
ludzkiego genomu, mozna by pyta¢ o potrzebe
badan nad organizmami jednokomorkowymi.
Nalezy zdawaé sobie jednak sprawe, ze, poza
aspektem poznawczym, klinicznym (pierwot-
niaki wcigz sg przyczyna wielu choréb ludzi i
zwierzat) i ewolucyjnym, badania nad organi-
zmami jednokomorkowymi dostarczaly, i wcigz
dostarczajg, wielu nowych informacji przyczy-
niajacych sie do postepu wiedzy o organizmach
wyzszych.

Szczegolnie istotne sg, moim zdaniem, ba-
dania prowadzone na przedstawicielach Kilku
gatunkow z krélestwa Protozoa, a mianowicie
Tetrahymena pyriformis lub Tetrahymena ther-
mophila (gromada orzeskéw), Acanthamoeba
castellanii (gromada korzenion6zek) oraz Diety-
stelium diseoideum (gromada sSluzowcow). W
niniejszym artykule postaram sie omowic¢ naj-
wazniejsze osiggniecia wynikajace z badan nad
tymi organizmami oraz ich wktad w rozwoj nauk
biologicznych. Z racji swoich zainteresowan
skupie sie gtéwnie na badaniach dotyczacych
cytoszkieletu komoérkowegol.

Orzeski Tetrahymena thermophila i T. pyri-
formis to organizmy, ktérych badanie przyczy-
nito sie i wcigz przyczynia, miedzy innymi do
poznania budowy i funkcji mikrotubul oraz
uktadu biatek z nimi zwigzanych. Juz w koncu
lat 50. zaobserwowano, a po wprowadzeniu do
mikroskopii elektronowej w latach 60. techniki
utrwalania z zastosowaniem glutaraldehydu
potwierdzono, ze rzeski Tetrahymena posiadajg
statg strukture — widoczne sg w nich cylindry-
czne elementy o $rednicy okoto 30 nm, zwane

mikrotubulami, utozonejako 9 parna obwodzie
rzeski, a dodatkowe 2 pojedyncze mikrotubule
znajduja sie w jej srodku (patrz art. Fabczak i
Fabczak w tym numerze KOSMOSU). Mikrotu-
bule, jak sie potem okazato, obecne sgwe wszy-
stkich komoérkach eukariotycznych (Oimsted i
Borisy 1973, Bray 1992). Badania biochemicz-
ne nad mikrotubulami rzeskowymi, zapoczat-
kowane juz w koncu lat 50. (Chita 1959), kon-
tynuowane miedzy innymi przez Gibbonsa (Gib-
bons 1963, 1965) doprowadzity do ustalenia, ze
podstawowym skitadnikiem mikrotubul jest tu-
bulina, biatko wystepujace tu w dwdch izofor-
mach a i (3 o0 masach czasteczkowych okoto 55
kDa. Natomiast po raz pierwszy tubuline wyizo-
lowano z mézgu Swini, jako biatko wigzace kol-
chicyne (Weisenberg i wspétaut. 1966). Wiado-
mo obecnie, ze biatko to, podobnie jak aktyna,
obecne jest we wszystkich rodzajach komoérek
eukariotycznych i petlni kluczowa role miedzy
innymi w procesach podzialu komoérkowego,
ruchu rzeskowego i wiciowego, wewnatrz-
komorkowego transportu organelli czy tez prze-
kazywania sygnatéw nerwowych (Bray 1992). W
1963 r. Gibbons stwierdzit, ze obecne w rze-
skach Tetrahymena struktury wystajgce z mi-
krotubul, tworzgce tak zwane ramionka mikro-
tubuli, wykazujg zdolno$¢ do hydrolizy ATP
(Gibbons 1963), co zainspirowato go do poszu-
kiwania biatka odpowiedzialnego za to zjawi-
sko. We wspétpracy z Rowe wyizolowat on z
rzesek i scharakteryzowal to zupetnie dotad
nieznane biatko, ktoére nazwat dyneing (od ,dy-
ne” — sita) (Gibbons | Rowe 1965). Dyneina,
podobnie jak tubulina i aktyna, obecnajest we
wszystkich rodzajach komérek eukariotycz-
nych. Wystepuje ona w formie rzeskowej lub

Zainteresowanych cytoszkieletem informuje, ze pod redakcja dr Roberta Makucha i mojag przygotowywany
jest numer KOSMOSU poswiecony temu zagadnieniu. Numer ten powinien ukazac¢ sie w pierwszej potowie
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cytoplazmatycznej (Bray 1992, Hirokawa
1998), ajej wielkos¢ i sktad podjednostkowy
zalezy od formy wystepowania. Jest to olbrzy-
mie biatko, jego masa czasteczkowa wynosi od
1000 do 2000 kDa. Dyneina w petni zastuguje
na swojg nazwe, gdyz jest biatkiem motoiycz-
nym, zdolnym (dzieki energii uzyskanej wsku-
tek hydrolizy ATP) badZ do generowania ruchu
rzesek, badZ do przemieszczania organelli
wzdtuz mikrotubul w kierunku tak zwanego
korica minus mikrotubuli, czyli do srodka ko-
morki. Poznanie motoru zwigzanego z uktadem
mikrotubul, jak sie poczatkowo wydawato obe-
cnego tylko u orzeskéw, zainspirowato wielu
badaczy do poszukiwania biatek motorycznych
obecnych w innych komoérkach, zwiaszcza w
neuronach. W 1974 r. dwie grupy jednoczesnie
doniosty o znalezieniu dyneiny w moézgu (Burns
iPollard 1974, Gaskin i wspotaut. 1974), sta-
nowigcej forme cytoplazmatyczng tego biatka.

W 1985 r. dwie niezalezne grupy zaprezen-
towaty wyniki Swiadczace o obecnosci w akso-
nie olbrzymim matwy (vale i wspotaut. 1985) i
cytoplazmie jaj konika morskiego (schooley i
wspétaut. 1985) innego biatka, o masie czaste-
czkowej okoto 400 kDa, wykazujgcego zdolnosc
do hydrolizowania ATP i wigzania mikrotubul.
Biatko to, nazwane kinezyna, jest biatkiem mo-
torycznym, wystepujacym we wszystkich ko-
moérkach eukariotycznych (takze, podobnie jak
inne biatko motoryczna — miozyna, w wielu
izoformach) i uczestniczagcym w niektdrych
istotnych procesach komorkowych (Hirokawa
1998). Tak wiec, badania nad matym, ruchli-
wym orzeskiem przyczynity sie do poznania
struktury i sktadu mikrotubul oraz do odkrycia
i dokladnego zbadania nowych biatek motoiy-
cznych — dyneiny i kinezyny. Pierwotniaki na-
dal sa obiektem wielu badan, prowadzonych
rowniez metodami genetycznymi, umozliwiaja-
cych poznanie, miedzy innymi, mechanizmu
proceséw ruchu rzeskowego i wiciowego, chara-
kterystycznego réwniez dla wielu komoérek
tkankowych, jak na przyktad rzeski ptuc czy
wici plemnikow (G aertig 2000).

Piszac o Tetrahymena thermophila nalezy
réwniez pamietaé, ze badania nad kwasami
nukleinowymi z tego organizmu doprowadzity
na poczatku lat 80. do poznania nowych funkcji
RNA. W laboratorium Thomasa R. Cecha wyka-
zano, ze wyizolowane z orzeska rRNA gendéw
makronuklearnych zachowuije sie jak enzym —
potrafi cigé samo siebie i ponownie tgczy¢ po-
wstate fragmenty (Kruger i wspélaut 1982).
Zjawisko to, wystepujace jak sie potem okazato
powszechnie w komorkach eukariotycznych,
nazwane samousuwaniem sie intronéw (ang.
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intron self-spticing), przyczynito sie nie tylko do
poznania funkcji RNA, ale takze do wyjasnienia
mechanizmu ekspresji genéw. Jego odkryweca,
drT. R. Cech zostat za te badania uhonorowany
(wspodlnie z Samuelem Altmanem) w 1989 r.
nagroda Nobla w dziedzinie chemii.
Acanthamoeba castellanii to wolnozyjaca w
glebie ameba, ktora w sprzyjajgcych warun-
kach moze stac¢ sie groZnym patogenem. Opisa-
no przypadki zapalenia mdzgu, zapalenia ptuc
i utraty wzroku spowodowane przez te amebe.
WsSréd naukowcédw organizm ten znany jest
jednak gtéwnie jako obiekt badan biochemicz-
nych nad aparatem kurczliwym. Z niego to
bowiem Pollard i Kornw 1973r. (Pollard iKorn
1973) wyizolowali biatko o masie czgsteczkowej
okoto 160 kDa posiadajgce wiasciwosci enzy-
matyczne, charakterystyczne dla poznanego
duzo wczesniej miesniowego biatka motoiycz-
nego — miozyny (masa czgsteczkowa okoto 500
kDa). To amebowe biatko, poza typowa dla izo-
formy miozyny miesniowej zdolnos$cig do wigza-
nia aktyny przyczyniajacg sie do wzrostu hydro-
lizy ATP, wykazywato szereg cech odmiennych.
Okazato sie, ze jest to czgsteczka monomeiycz-
na, zawierajgca tylko jeden tancuch lekki, nie
tworzgca filamentéw charakterystycznych dla
miozyny miesniowej. POZniejsze badania nieza-
leznych juz grup Korna i Pollarda (patrz sel-
lers 1999) dostarczyly dowodéw, ze biatko to
zawiera w swojej czesci karboksylowej, zwanej
ogonkiem, dodatkowe miejsce wigzania aktyny
oraz miejsce wigzania lipidow. Okazalto sie tez,
ze jego aktywnos$¢ enzymatycznajest regulowa-
na poprzez fosfoiylacje reszty treoninowej lub
serynowej w rejonie ciezkiego taricucha, zwa-
nym gtéwka lub domeng motoiyczna, spetnia-
jacym funkcje enzymatyczne tego biatka (B rze-
ska | Korn 1996). Dos¢ duzo czasu uptyneto
zanim inni badacze zaakceptowali to biatko jako
nowa, odmienng izoforme miozyny pochodzacej
z Acanthamoeba. O ile bowiem zaakceptowano
mozliwos¢ istnienia w amebach izoformy mio-
zyny zblizonej do miozyny miesniowej, o tyle nie
przyjmowano do wiadomosci obecnosci innej,
odmiennej jej izoformy. Podejrzewano wrecz, ze
autorzy izolowali po prostu proteolityczny frag-
ment amebowej izoformy miozyny, podobnej do
miozyny wystepujacej w miesniach szkieleto-
wych. Dopiero otrzymanie w koncu lat 70. tej
akceptowalnej izoformy miozyny (Maruta i
Korn 1977, Pollard iwspotaut. 1978), a takze
wykazanie, ze obie izoformy miozyny wystepu-
jace w amebie sg kodowane przez odmienne
geny (Hammer i wspotaut. 1986), potozyto kres
watpliwosciom. Wykazano ponadto, ze ta niety-
powa izoforma (wedtug dzisiejszej nomenklatu-
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ry zwana miozyna |, za$ izoforma migsniowa to
miozyna Il) wystepujew amebie w trzech odmia-
nach: A, B, C.

Badania nad miozynami amebowymi zapo-
czatkowaly nowy okres w badaniach nad mio-
zyna. Stosujac miedzy innymi metody biologii
molekularnej oraz techniki biochemiczne lub
immunologiczne wykryto olbrzymig réznorod-
nos¢ wsrdéd izoform miozyny; miozyny te na
podstawie réznic w sekwencji tak zwanej dome-
ny motorycznej zostaty podzielone na co naj-
mniej 15 klas (rodzin) (sellers 1999). Okazato
sie na przyktad, ze odkryta w Acanthamoeba
nowa miozyna, sklasyfikowana jako nalezaca
do klasy IV, jestjak dotychczas jedynym przed-
stawicielem tej rodziny (Horowitz I Hammer
1990). Obecnie wiadomo, ze miozyny wystepuja
we wszystkich komérkach eukariotycznych; co
wiecej, zaobserwowaé mozna w jednej komorce
(np. w Dictyostelium) obecnosé¢ genéw koduja-
cych az dwanascie izoform miozyny (Oishi i
wspétaut. 2000). Wiadomo tez, ze miozyny sg
odpowiedzialne za wiele kluczowych dla zycia
komorki procesow takich jak: endo- i egzocyto-
za, transport organelli, cytokineza czy tez loko-
mocja komdrek, a takze wspoétuczestniczg nie
tylko w generowaniu skurczu miesnia (miozyna
Il), ale réwniez sg zaangazowane W procesy
styszenia (miozyna VI, VIIA i XV) lub widzenia
(przedstawiciel miozyny Ill u Drosophila i Limu-
lus) (sellers 1999). | kto by przypuszczat, ze
wszystko zaczeto sie od kontrowersyjnego od-
krycia przez Pollarda i Korna dziwnej izoformy
miozyny w maitej amebie.

Badania nad miozyna | Acanthamoeba przy-
czynity sie takze do poznania mechanizmu fo-
sforylacji ciezkiego taricucha miozyny w obrebie
gtowki. Ten rodzaj fosforylacji zaobserwowano
u wiekszosci dotad poznanych izoform miozy-
ny |, a takze u izoform miozyny VI (Brzeska i
Korn 1996). Okazato sie takze, ze kinaza ciez-
kiego tanncucha miozyny | z Acanthamoeba na-
lezy do nowopoznanej rodziny kinaz PAK, regu-
lowanych przez biatka z rodziny Rho. Kinazy te
miedzy innymi reguluja fosforylacje lekkiego
tancucha miozyny niemiesniowej lub z miesni
gtadkich, awiec izoforma amebowa PAKjest by¢
moze unikalng wsrod tej rodziny kinaz (Brze-
ska i wspétaut. 1999).

W Acanthamoeba wykryto tez nowe biatka
regulujgce proces polimeryzacji aktyny, na
przyktad aktobindyne (Lambooy i KORN 1986) i
aktoforyne (Cooper i wspétaut. 1986). Ostatnio
wykazano, po raz pierwszy wiasnie w Acantha-
moeba, ze polimeryzacja aktyny jest regulowa-
na poprzez kompleks biatek Arp2/3 i WASP,
przez biatko cdc42, nalezace do rodziny tak
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zwanych matych GTPaz z rodziny Rho (M ullins
iPollard 1999).

Acanthamoeba, z racji tatwosci i niskich
kosztow otrzymania duzej ilosci materiatu do-
Swiadczalnego (z okoto 80 1 hodowli ptynnej
mozna w odpowiednich warunkach otrzymac
nawet i 1 kg komorek), umozliwia prowadzenie
badan metodami biochemicznymi (Baines i
Korn 1994).

Z kolei, intensywne badania genetyczne by-
ty, i nadal sg, prowadzone na innym przedsta-
wicielu pierwotniakéw, Dictyostelium diseoide-
um. Nalezacy do gromady Sluzowcéw (Myceto-
zoa) D. diseoideumjest organizmem, ktory prze-
chodzi przez cykl rozwoju prowadzacy do wy-
twarzania spor. Cykl ten zostat dobrze poznany
i wykorzystywany jest w laboratoriach nauko-
wych. Amebowe formy Sluzowca hodowane na
podtozu statym w warunkach glodzenia (ang.
starvation) wydzielaja zewnatrzkomorkowy
cAMP, ktéry powoduje spontaniczne taczenie
sie ameb w wielojgdrowe struktury zwane pla-
zmodiami, przechodzgce nastepnie w stadium
petzakowate, z ktérego powstajg sporangia
(ang. fruiting bodies) produkujgce zarodniki.
CyKl ten, przy utrzymywaniu wiasciwych para-
metrow gestosci komaérek, temperatury i wilgot-
nosci powietrza, trwa okoto 24 godzin i jest
powtarzalny z marginesem bitedu okoto 1godzi-
ny. To, oraz fakt, ze organizm ten wystepuje
podczas cyklu rozwojowego jako haploid, a tak-
ze tania i efektywna hodowla spowodowaty, ze
Dictyostelium stato sie modelowym obiektem
badan genetycznych. Badania nad jego geno-
mem, sktadajgcym sie z okoto 40 000 kilozasad,
doprowadzity do stworzenia warunkéw rutyno-
wej transformacji komérek i ekspresji egzogen-
nych biatek w tym organizmie, a takze mozliwo-
Sci badania roli tych biatek w procesie rozwojo-
wym, ruchliwosci komoérkowej czy tez endo- lub
egzocytozie (Devreotes 1989). W komoérkach
Sluzowca biatka podlegajg, podobnie jak w ko-
moérkach wyzszych Eukaryota, procesom post-
ranslacyjnej modyfikacji, na przyktad glikozyla-
cji. Wykorzystujac wiec dostepne komercyjnie
plazmidy zdolne do transformowania D. diseoi-
deum, zawierajgce umozliwiajacy selekcje
transformantéw gen opornosci na neomycyne,
wbudowany w gen promotora aktyny, opraco-
wano metody umozliwiajgce ekspresje funkcjo-
nalnych biatek zaréwno egzo-, jak i endogen-
nych. Z komorek sluzowca udato sie, stosujac
techniki rekombinacyjne, otrzymac¢ miedzy in-
nymi lucyferaze ze Swietlika (robaczka $wieto-
janskiego), glukoronidaze ssaczg, receptor
(3adrenergiczny z chomika oraz ssacze izofor-
my biatka Ras, a takze, po zablokowaniu endo-
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gennych gendw, takie biatka jak podjednostki
al i a2 heterotrimeiycznego biatka G, fosfodie-
steraze, biatko Ras, biatko RacE, atakze szereg
izoform miozyny i jej fragmentéw (Devreotes
1989, sellers 1999, oishi i wspétaut. 2000).
Blokowanie genéw kodujacych endogenne biat-
ka umozliwia takze tworzenie nowych szczepoéw
Sluzowca, w ktérych dane biatko nie podlega
ekspresji, co pozwala na bezposrednie i szybkie
zbadanie jego funkcji w warunkach in vivo (De-
vreotes 1989). Ponadto fakt, ze komérki Slu-
zowca mozna transformowaé egzogennym
cDNA i otrzymywac w nich funkcjonalne biatka,
umozliwit tworzenie mutantéow tych biatek i
poznanie ich funkcji w komodrce i/lub roli w
cyklu rozwojowym tego organizmu. Niewatpli-
wie przyczynito sie to do postepu w badaniach
nad strukturg i funkcja, miedzy innymi, profi-
liny (Lee i wspétaut. 2000) i innych biatek
wigzacych aktyne (Ponte i wspo6taut. 2000),
RacE (Larochelle i wspoétaut. 2000) czy tez
izoform miozyny (sellers 1999, oishi i wspot-
aut. 2000).

Jak juz wczesniej wspomniatam, miozyny
wystepujaw przyrodzie w postaci réznorodnych
izoform, réznigcych sie nie tylko sktadem ami-
nokwasowym, strukturg trzecio- lub czwarto-
rzedowa, ale rowniez funkcjg petniong w ko-
moérce. Badania genetyczne nad miozyng Dic-
tyostelium zapoczgtkowane w 1987 r. przez
Spudicha (pelozanne i spudich, 1987), dopro-
wadzity z jednej strony, do poznania szeregu
nowych jej izoform oraz ich fragmentéw/do-
men, a z drugiej, do poznania ich roli w tym
organizmie. Dotychczas w Dictyostelium pozna-
no catkowite sekwencje genéw kodujacych dzie-
sie¢ izoform miozyny (jednego przedstawiciela
klasy Il; szes¢ izoform klasy |; przedstawiciela
klasy VII, przedstawiciela klasy V lub Xl oraz
przedstawiciela nowopoznanej izoformy miozy-
ny— MyoM, ktérego sekwencjawskazuje, izjest
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to izoforma otwierajgca nowag klase miozyn)
oraz czes¢ sekwencji genoéw kodujgcych MyoF i
MyoH (oishi i wspotaut. 2000). Udato sie takze
wykazac, ze na przyktad miozyna Il (ta przy-
pominajaca miozyne miesniowa) jest niezbedna
w procesach cytokinezy oraz rozwoju i migracji
komoérek; izoformy miozyny |, wspotdziatajac ze
soba, odgrywaja role w procesach ruchliwosci
komorek, poprzez udziat w wewngtrzkomoérko-
wym transporcie organelli, w endo- i egzocyto-
zie; miozyna VIl jest zaangazowana w procesie
fagocytozy; zas nowa miozyna MyoM moze
uczestniczy¢ w procesie makropinocytozy (sel-
lers 1999, oishi 2000). Stosujac mutanty uda-
to sie na przyktad zbadac¢ in vivo role fosforylacji
ciezkiego tancucha miozyny Il, role faricuchéw
lekkich miozyny Il w cyklu rozwojowym Dietyo-
stelium, a takze pozna¢ sekwencje istotne dla
generacji ruchu w domenie motorycznej miozy-
ny, nie tylko $luzowca (sellers 1999).

Dictyostelium, chociaz to pierwotniak, jest
organizmem chetnie wykorzystywanym w labo-
ratoriach badawczych zajmujacych sie proble-
mami dotyczgcymi organizmoéw wyzszych. Duzo
taniej, tatwiej i szybciej jest przeciez, o ile to
oczywiscie moz*live, wstepnie sprawdzi¢ fun-
kcje danego biatka wykorzystujac ten organizm,
niz otrzymac stabilng linie zwierzat transgeni-
cznych. Nie zapominajmy tez o tym, ze unika
sie problemow zwigzanych z rosngcymi w site
obroricami praw zwierzat. Praca z pierwotnia-
kami nie powoduje bowiem protestéow z ich
strony.

Mam nadzieje, ze przy pomocy przedstawio-
nych przeze mnie, fragmentaiycznych przeciez,
danych wykazatam celowos$¢ prowadzenia ba-
dan nad pierwotniakami, kryjagcymi w sobie
wiele mozliwosci i tajemnic, ktdiych poznanie
moze pomoéc w zrozumieniu ogélnych zasad
rzadzacych catym Swiatem istot zywych.

SOME ASPECTS OF THE PROBLEM

Summary

This essay describes the significance of biochemical
and genetic studies on representatives of the Protozoan
kingdom, which contribute to the general knowledge of
living organisms. In particular, studies on Tetrahymena
species, Acanthamoeba castellanii and Dictyostelium discoi-
deum have been briefly depicted. Studies on the structure
of Tertahymena cilia aided in the detailed characterization
ofmicrotubules and its components, and revealed the novel
microtubule-based motor proteins — dynein and Kkinesin.
The intron self-splicing mechanism was found for the first

time in rRNA of macronuclear genes of T. thermophila.
A. castellanii has been explored as a model for biochemical
studies of actin-based cytoskeleton, which resulted in the
discovery of several novel proteins, including novel myosin
isoforms. The latter led to finding of diverse multiisoform
myosin superfamily. Since slime mold D. discoideum during
its life cycle exists as a haploid, it has served as a model for
intensive genetic studies. For example expression of differ-
ent myosin isoforms and their subunits helped in the
understanding of their roles in vivo.
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