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PIERWOTNIAKI W BADANIACH BIOCHEMICZNYCH I GENETYCZNYCH

W dobie najnowszych osiągnięć genetyki i 
biologii molekularnej, gdy klonuje się ssaki, gdy 
jesteśmy już prawie o krok od rozszyfrowania 
ludzkiego genomu, można by pytać o potrzebę 
badań nad organizmami jednokomórkowymi. 
Należy zdawać sobie jednak sprawę, że, poza 
aspektem poznawczym, klinicznym (pierwot­
niaki wciąż są przyczyną wielu chorób ludzi i 
zwierząt) i ewolucyjnym, badania nad organi­
zmami jednokomórkowymi dostarczały, i wciąż 
dostarczają, wielu nowych informacji przyczy­
niających się do postępu wiedzy o organizmach 
wyższych.

Szczególnie istotne są, moim zdaniem, ba­
dania prowadzone na przedstawicielach kilku 
gatunków z królestwa Protozoa, a mianowicie 
Tetrahymena pyriformis lub Tetrahymena ther- 
mophila (gromada orzęsków), Acanthamoeba 
castellanii (gromada korzenionóżek) oraz Diety- 
stelium diseoideum (gromada śluzowców). W 
niniejszym artykule postaram się omówić naj­
ważniejsze osiągnięcia wynikające z badań nad 
tymi organizmami oraz ich wkład w rozwój nauk 
biologicznych. Z racji swoich zainteresowań 
skupię się głównie na badaniach dotyczących 
cytoszkieletu komórkowego1.

Orzęski Tetrahymena thermophila i T. pyri­
formis to organizmy, których badanie przyczy­
niło się i wciąż przyczynia, między innymi do 
poznania budowy i funkcji mikrotubul oraz 
układu białek z nimi związanych. Już w końcu 
lat 50. zaobserwowano, a po wprowadzeniu do 
mikroskopii elektronowej w latach 60. techniki 
utrwalania z zastosowaniem glutaraldehydu 
potwierdzono, że rzęski Tetrahymena posiadają 
stałą strukturę — widoczne są w nich cylindry - 
czne elementy o średnicy około 30 nm, zwane

mikro tub ulami, ułożone jako 9 parna obwodzie 
rzęski, a dodatkowe 2 pojedyncze mikrotubule 
znajdują się w jej środku (patrz art. Fabczak  i 
Fabczak  w  tym numerze KOSMOSU). Mikrotu­
bule, jak się potem okazało, obecne są we wszy­
stkich komórkach eukariotycznych (Olm sted  i 
B orisy  1973, B ray 1992). Badania biochemicz­
ne nad mikrotubulami rzęskowymi, zapocząt­
kowane już w końcu lat 50. (Child  1959), kon­
tynuowane między innymi przez Gibbonsa (G ib ­
bo ns  1963, 1965) doprowadziły do ustalenia, że 
podstawowym składnikiem mikrotubul jest tu- 
bulina, białko występujące tu w dwóch izofor- 
mach a i (3, o masach cząsteczkowych około 55 
kDa. Natomiast po raz pierwszy tubulinę wyizo­
lowano z mózgu świni, jako białko wiążące kol- 
chicynę (W eisenberg  i współaut. 1966). Wiado­
mo obecnie, że białko to, podobnie jak aktyna, 
obecne jest we wszystkich rodzajach komórek 
eukariotycznych i pełni kluczową rolę między 
innymi w procesach podziału komórkowego, 
ruchu rzęskowego i wiciowego, wewnątrz­
komórkowego transportu organelli czy też prze­
kazywania sygnałów nerwowych (B ray 1992). W 
1963 r. G ibbons  stwierdził, że obecne w rzę­
skach Tetrahymena struktury wystające z mi­
krotubul, tworzące tak zwane ramionka mikro- 
tubuli, wykazują zdolność do hydrolizy ATP 
(G ibbons  1963), co zainspirowało go do poszu­
kiwania białka odpowiedzialnego za to zjawi­
sko. We współpracy z Rowe wyizolował on z 
rzęsek i scharakteryzował to zupełnie dotąd 
nieznane białko, które nazwał dyneiną (od „dy­
nę” — siła) (G ibbons  i Ro w e  1965). Dyneina, 
podobnie jak tubulina i aktyna, obecna jest we 
wszystkich rodzajach komórek eukariotycz­
nych. Występuje ona w formie rzęskowej lub

Zainteresowanych cytoszkieletem informuję, że pod redakcją dr Roberta Makucha i moją przygotowywany 
jest numer KOSMOSU poświęcony temu zagadnieniu. Numer ten powinien ukazać się w pierwszej połowie 
roku 2 0 0 1 .
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cytoplazmatycznej (B ra y  1992, H iro k a w a  
1998), a jej wielkość i skład podjednostkowy 
zależy od formy występowania. Jest to olbrzy­
mie białko, jego masa cząsteczkowa wynosi od 
1000 do 2000 kDa. Dyneina w pełni zasługuje 
na swoją nazwę, gdyż jest białkiem motoiycz- 
nym, zdolnym (dzięki energii uzyskanej wsku­
tek hydrolizy ATP) bądź do generowania ruchu 
rzęsek, bądź do przemieszczania organelli 
wzdłuż mikrotubul w kierunku tak zwanego 
końca minus mikrotubuli, czyli do środka ko­
mórki. Poznanie motoru związanego z układem 
mikrotubul, jak się początkowo wydawało obe­
cnego tylko u orzęsków, zainspirowało wielu 
badaczy do poszukiwania białek motorycznych 
obecnych w innych komórkach, zwłaszcza w 
neuronach. W 1974 r. dwie grupy jednocześnie 
doniosły o znalezieniu dyneiny w mózgu (B u rn s  
i P o l l a r d  1974, G ask in  i współaut. 1974), sta­
nowiącej formę cytoplazmatyczną tego białka.

W 1985 r. dwie niezależne grupy zaprezen­
towały wyniki świadczące o obecności w akso­
nie olbrzymim mątwy (V a le  i współaut. 1985) i 
cytoplazmie jaj konika morskiego (S c h o o le y  i 
współaut. 1985) innego białka, o masie cząste­
czkowej około 400 kDa, wykazującego zdolność 
do hydrolizowania ATP i wiązania mikrotubul. 
Białko to, nazwane kinezyną, jest białkiem mo- 
torycznym, występującym we wszystkich ko­
mórkach eukariotycznych (także, podobnie jak 
inne białko motoryczna — miozyna, w wielu 
izoformach) i uczestniczącym w niektórych 
istotnych procesach komórkowych (H iro k a w a
1998). Tak więc, badania nad małym, ruchli­
wym orzęskiem przyczyniły się do poznania 
struktury i składu mikrotubul oraz do odkrycia 
i dokładnego zbadania nowych białek motoiy- 
cznych — dyneiny i kinezyny. Pierwotniaki na­
dal są obiektem wielu badań, prowadzonych 
również metodami genetycznymi, umożliwiają­
cych poznanie, między innymi, mechanizmu 
procesów ruchu rzęskowego i wiciowego, chara­
kterystycznego również dla wielu komórek 
tkankowych, jak na przykład rzęski płuc czy 
wici plemników (G a e r t ig  2000).

Pisząc o Tetrahymena thermophila należy 
również pamiętać, że badania nad kwasami 
nukleinowymi z tego organizmu doprowadziły 
na początku lat 80. do poznania nowych funkcji 
RNA. W laboratorium Thomasa R. Cecha wyka­
zano, że wyizolowane z orzęska rRNA genów 
makronuklearnych zachowuje się jak enzym — 
potrafi ciąć samo siebie i ponownie łączyć po­
wstałe fragmenty (K r u g e r  i współaut 1982). 
Zjawisko to, występujące jak się potem okazało 
powszechnie w komórkach eukariotycznych, 
nazwane samousuwaniem się intronów (ang.

intron self-spłicing), przyczyniło się nie tylko do 
poznania funkcji RNA, ale także do wyjaśnienia 
mechanizmu ekspresji genów. Jego odkrywca, 
dr T. R. Cech został za te badania uhonorowany 
(wspólnie z Samuelem Altmanem) w 1989 r. 
nagrodą Nobla w dziedzinie chemii.

Acanthamoeba castellanii to wolnożyjąca w 
glebie ameba, która w sprzyjających warun­
kach może stać się groźnym patogenem. Opisa­
no przypadki zapalenia mózgu, zapalenia płuc 
i utraty wzroku spowodowane przez tę amebę. 
Wśród naukowców organizm ten znany jest 
jednak głównie jako obiekt badań biochemicz­
nych nad aparatem kurczliwym. Z niego to 
bowiem Pollard i Korn w 1973 r. ( P o l l a r d  i K o rn  
1973) wyizolowali białko o masie cząsteczkowej 
około 160 kDa posiadające właściwości enzy­
matyczne, charakterystyczne dla poznanego 
dużo wcześniej mięśniowego białka motoiycz- 
nego — miozyny (masa cząsteczkowa około 500 
kDa). To amebowe białko, poza typową dla izo- 
formy miozyny mięśniowej zdolnością do wiąza­
nia aktyny przyczyniającą się do wzrostu hydro­
lizy ATP, wykazywało szereg cech odmiennych. 
Okazało się, że jest to cząsteczka monomeiycz- 
na, zawierająca tylko jeden łańcuch lekki, nie 
tworząca filamentów charakterystycznych dla 
miozyny mięśniowej. Późniejsze badania nieza­
leżnych już grup Korna i Pollarda (patrz S e l ­
l e r s  1999) dostarczyły dowodów, że białko to 
zawiera w swojej części karboksylowej, zwanej 
ogonkiem, dodatkowe miejsce wiązania aktyny 
oraz miejsce wiązania lipidów. Okazało się też, 
że jego aktywność enzymatyczna jest regulowa­
na poprzez fosfoiylację reszty treoninowej lub 
serynowej w rejonie ciężkiego łańcucha, zwa­
nym główką lub domeną motoiyczną, spełnia­
jącym funkcje enzymatyczne tego białka (B r z e ­
sk a  i K o r n  1996). Dość dużo czasu upłynęło 
zanim inni badacze zaakceptowali to białko jako 
nową, odmienną izoformę miozyny pochodzącej 
z Acanthamoeba. O ile bowiem zaakceptowano 
możliwość istnienia w amebach izoformy mio­
zyny zbliżonej do miozyny mięśniowej, o tyle nie 
przyjmowano do wiadomości obecności innej, 
odmiennej jej izoformy. Podejrzewano wręcz, że 
autorzy izolowali po prostu proteolityczny frag­
ment amebowej izoformy miozyny, podobnej do 
miozyny występującej w mięśniach szkieleto­
wych. Dopiero otrzymanie w końcu lat 70. tej 
akceptowalnej izoformy miozyny (M a ru ta  i 
K o r n  1977, P o l l a r d  i współaut. 1978), a także 
wykazanie, że obie izoformy miozyny występu­
jące w amebie są kodowane przez odmienne 
geny (H am m er i współaut. 1986), położyło kres 
wątpliwościom. Wykazano ponadto, że ta niety­
powa izoforma (według dzisiejszej nomenklatu­
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ry zwana miozyną I, zaś izoforma mięśniowa to 
miozyna II) występuj e w amebie w trzech odmia­
nach: A, B, C.

Badania nad miozynami amebowymi zapo­
czątkowały nowy okres w badaniach nad mio­
zyną. Stosując między innymi metody biologii 
molekularnej oraz techniki biochemiczne lub 
immunologiczne wykryto olbrzymią różnorod­
ność wśród izoform miozyny; miozyny te na 
podstawie różnic w sekwencji tak zwanej dome­
ny motorycznej zostały podzielone na co naj­
mniej 15 klas (rodzin) ( S e l l e r s  1999). Okazało 
się na przykład, że odkryta w Acanthamoeba 
nowa miozyna, sklasyfikowana jako należąca 
do klasy IV, jest jak dotychczas jedynym przed­
stawicielem tej rodziny (H o r o w i t z  i H am m er
1990). Obecnie wiadomo, że miozyny występują 
we wszystkich komórkach eukariotycznych; co 
więcej, zaobserwować można w jednej komórce 
(np. w Dictyostelium) obecność genów kodują­
cych aż dwanaście izoform miozyny (O ish i i 
współaut. 2000). Wiadomo też, że miozyny są 
odpowiedzialne za wiele kluczowych dla życia 
komórki procesów takich jak: endo- i egzocyto- 
za, transport organelli, cytokineza czy też loko­
mocja komórek, a także współuczestniczą nie 
tylko w generowaniu skurczu mięśnia (miozyna 
II), ale również są zaangażowane w procesy 
słyszenia (miozyna VI, VIIA i XV) lub widzenia 
(przedstawiciel miozyny III u Drosophila i Limu­
lus) ( S e l l e r s  1999). I kto by przypuszczał, że 
wszystko zaczęło się od kontrowersyjnego od­
krycia przez Pollarda i Korna dziwnej izoformy 
miozyny w małej amebie.

Badania nad miozyną I Acanthamoeba przy­
czyniły się także do poznania mechanizmu fo­
sforylacji ciężkiego łańcucha miozyny w obrębie 
główki. Ten rodzaj fosforylacji zaobserwowano 
u większości dotąd poznanych izoform miozy­
ny I, a także u izoform miozyny VI (B r z e s k a  i 
K o r n  1996). Okazało się także, że kinaza cięż­
kiego łańcucha miozyny I z Acanthamoeba na­
leży do nowopoznanej rodziny kinaz PAK, regu­
lowanych przez białka z rodziny Rho. Kinazy te 
między innymi regulują fosforylację lekkiego 
łańcucha miozyny niemięśniowej lub z mięśni 
gładkich, a więc izoforma amebowa PAK jest być 
może unikalną wśród tej rodziny kinaz (B r z e ­

ska  i współaut. 1999).
W Acanthamoeba wykryto też nowe białka 

regulujące proces polimeryzacji aktyny, na 
przykład aktobindynę (L am b ooy  i KORN 1986) i 
aktoforynę (C o o p e r  i współaut. 1986). Ostatnio 
wykazano, po raz pierwszy właśnie w Acantha­
moeba, że polimeryzacja aktyny jest regulowa­
na poprzez kompleks białek Arp2/3 i WASP, 
przez białko cdc42, należące do rodziny tak

zwanych małych GTPaz z rodziny Rho (M u ll in s  

i P o l l a r d  1999).
Acanthamoeba, z racji łatwości i niskich 

kosztów otrzymania dużej ilości materiału do­
świadczalnego (z około 80 1 hodowli płynnej 
można w odpowiednich warunkach otrzymać 
nawet i 1 kg komórek), umożliwia prowadzenie 
badań metodami biochemicznymi (B a in es  i 
K o r n  1994).

Z kolei, intensywne badania genetyczne by­
ły, i nadal są, prowadzone na innym przedsta­
wicielu pierwotniaków, Dictyostelium diseoide- 
um. Należący do gromady śluzowców (Myceto- 
zoa) D. diseoideum jest organizmem, który prze­
chodzi przez cykl rozwoju prowadzący do wy­
twarzania spor. Cykl ten został dobrze poznany 
i wykorzystywany jest w laboratoriach nauko­
wych. Amebowe formy śluzowca hodowane na 
podłożu stałym w warunkach głodzenia (ang. 
starvation) wydzielają zewnątrzkomórkowy 
cAMP, który powoduje spontaniczne łączenie 
się ameb w wielojądrowe struktury zwane pla- 
zmodiami, przechodzące następnie w stadium 
pełzakowate, z którego powstają sporangia 
(ang. fruiting bodies) produkujące zarodniki. 
Cykl ten, przy utrzymywaniu właściwych para­
metrów gęstości komórek, temperatury i wilgot­
ności powietrza, trwa około 24 godzin i jest 
powtarzalny z marginesem błędu około 1 godzi­
ny. To, oraz fakt, że organizm ten występuje 
podczas cyklu rozwojowego jako haploid, a tak­
że tania i efektywna hodowla spowodowały, że 
Dictyostelium stało się modelowym obiektem 
badań genetycznych. Badania nad jego geno­
mem, składającym się z około 40 000 kilozasad, 
doprowadziły do stworzenia warunków rutyno­
wej transformacji komórek i ekspresji egzogen­
nych białek w tym organizmie, a także możliwo­
ści badania roli tych białek w procesie rozwojo­
wym, ruchliwości komórkowej czy też endo- lub 
egzocytozie (D e v r e o t e s  1989). W komórkach 
śluzowca białka podlegają, podobnie jak w ko­
mórkach wyższych Eukaryota, procesom post- 
ranslacyjnej modyfikacji, na przykład glikozyla- 
cji. Wykorzystując więc dostępne komercyjnie 
plazmidy zdolne do transformowania D. diseoi­
deum, zawierające umożliwiający selekcję 
transformantów gen oporności na neomycynę, 
wbudowany w gen promotora aktyny, opraco­
wano metody umożliwiające ekspresję funkcjo­
nalnych białek zarówno egzo-, jak i endogen­
nych. Z komórek śluzowca udało się, stosując 
techniki rekombinacyjne, otrzymać między in­
nymi lucyferazę ze świetlika (robaczka święto­
jańskiego), glukoronidazę s sączą, receptor 
(3-adrenergiczny z chomika oraz ssacze izofor­
my białka Ras, a także, po zablokowaniu endo­
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gennych genów, takie białka jak podjednostki 
a l i a2 heterotrimeiycznego białka G, fosfodie- 
sterazę, białko Ras, białko RacE, a także szereg 
izoform miozyny i jej fragmentów (D e v r e o t e s  

1989, S e l l e r s  1999, O ish i i współaut. 2000). 
Blokowanie genów kodujących endogenne biał­
ka umożliwia także tworzenie nowych szczepów 
śluzowca, w których dane białko nie podlega 
ekspresji, co pozwala na bezpośrednie i szybkie 
zbadanie jego funkcji w warunkach in vivo (D e ­
v r e o t e s  1989). Ponadto fakt, że komórki ślu­
zowca można transformować egzogennym 
cDNA i otrzymywać w nich funkcjonalne białka, 
umożliwił tworzenie mutantów tych białek i 
poznanie ich funkcji w komórce i/lub roli w 
cyklu rozwojowym tego organizmu. Niewątpli­
wie przyczyniło się to do postępu w badaniach 
nad strukturą i funkcją, między innymi, profi- 
liny (L e e  i współaut. 2000) i innych białek 
wiążących aktynę (P o n te  i współaut. 2000), 
RacE ( L a r o c h e l l e  i współaut. 2000) czy też 
izoform miozyny ( S e l l e r s  1999, O ish i i współ­
aut. 2000).

Jak już wcześniej wspomniałam, miozyny 
występują w przyrodzie w postaci różnorodnych 
izoform, różniących się nie tylko składem ami- 
nokwasowym, strukturą trzecio- lub czwarto­
rzędową, ale również funkcją pełnioną w ko­
mórce. Badania genetyczne nad miozyną Dic­
tyostelium zapoczątkowane w 1987 r. przez 
Spudicha (D e lo z a n n e  i S pu d ich , 1987), dopro­
wadziły z jednej strony, do poznania szeregu 
nowych jej izoform oraz ich fragmentów/do­
men, a z drugiej, do poznania ich roli w tym 
organizmie. Dotychczas w Dictyostelium pozna­
no całkowite sekwencje genów kodujących dzie­
sięć izoform miozyny (jednego przedstawiciela 
klasy II; sześć izoform klasy I; przedstawiciela 
klasy VII, przedstawiciela klasy V lub XI oraz 
przedstawiciela nowopoznanej izoformy miozy­
ny— MyoM, którego sekwencja wskazuje, iż jest

to izoforma otwierająca nową klasę miozyn) 
oraz część sekwencji genów kodujących MyoF i 
MyoH (O ish i i współaut. 2000). Udało się także 
wykazać, że na przykład miozyna II (ta przy­
pominająca miozynę mięśniową) jest niezbędna 
w procesach cytokinezy oraz rozwoju i migracji 
komórek; izoformy miozyny I, współdziałając ze 
sobą, odgrywają rolę w procesach ruchliwości 
komórek, poprzez udział w wewnątrzkomórko­
wym transporcie organelli, w endo- i egzocyto- 
zie; miozyna VII jest zaangażowana w procesie 
fagocytozy; zaś nowa miozyna MyoM może 
uczestniczyć w procesie makropinocytozy (S e l ­
l e r s  1999, O ish i 2000). Stosując mutanty uda­
ło się na przykład zbadać in vivo rolę fosforylacji 
ciężkiego łańcucha miozyny II, rolę łańcuchów 
lekkich miozyny II w cyklu rozwojowym Dietyo- 
stelium, a także poznać sekwencje istotne dla 
generacji ruchu w domenie motorycznej miozy­
ny, nie tylko śluzowca ( S e l l e r s  1999).

Dictyostelium, chociaż to pierwotniak, jest 
organizmem chętnie wykorzystywanym w labo­
ratoriach badawczych zajmujących się proble­
mami dotyczącymi organizmów wyższych. Dużo 
taniej, łatwiej i szybciej jest przecież, o ile to 
oczywiście moż*liwe, wstępnie sprawdzić fun­
kcje danego białka wykorzystując ten organizm, 
niż otrzymać stabilną linię zwierząt transgeni- 
cznych. Nie zapominajmy też o tym, że unika 
się problemów związanych z rosnącymi w siłę 
obrońcami praw zwierząt. Praca z pierwotnia­
kami nie powoduje bowiem protestów z ich 
strony.

Mam nadzieję, że przy pomocy przedstawio­
nych przeze mnie, fragmentaiycznych przecież, 
danych wykazałam celowość prowadzenia ba­
dań nad pierwotniakami, kryjącymi w sobie 
wiele możliwości i tajemnic, któiych poznanie 
może pomóc w zrozumieniu ogólnych zasad 
rządzących całym światem istot żywych.

PROTOZOA IN BIOCHEMICAL AND GENETIC STUDIES — SOME ASPECTS OF THE PROBLEM

Sum m ary

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 
of microtubules and its components, and revealed the novel 
microtubule-based motor proteins — dynein and kinesin. 
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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