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STRUKTURA I FUNKCJE CYTOSZKIELETU KORTYKALNEGO AMOEBA PROTEUS

WPROWADZENIE

Komórki wielu różnych typów, takie jak ko
mórki zarodkowe, leukocyty, iibroblasty i ko
mórki nabłonkowe, a także niektóre pierwotnia
ki (ameby), poruszają się tzw. ruchem ameboi- 
dalnym, pełznąc przyczepione do podłoża. Ru
chliwość tych komórek jest niezmiernie istotna 
dla wielu podstawowych zjawisk biologicznych, 
takich jak rozwój zarodkowy, gojenie ran oraz 
walka z infekcjami bakteryjnymi i wirusowymi; 
amebom umożliwia natomiast poszukiwanie 
pożywienia oraz obronę przed niekorzystnymi 
czynnikami środowiska.

Komórki tkankowe oraz jednokomórkowe 
organizmy poruszające się ruchem ameboidal- 
nym są wyjątkowo fascynującym, a zarazem 
jednym z najtrudniejszych obiektów badań me
chanizmów ruchu. Nie posiadają one wyspe
cjalizowanych, trwałych narządów ruchu, lecz 
rozwijają przejściowe organy lokomotoryczne — 
pseudopodia — o różnym kształcie i wielkości 
(filopodia, lamellipodia, lobopodia). Siłę nie
zbędną dla ruchu generują dzięki wzajemnie od 
siebie zależnym mechanizmom, ściśle związa
nym z funkcjonowaniem cytoszkieletu korty- 
kalnego. Podstawową składową tego cytoszkie
letu są filamenty aktynowe, których organizacja 
zależy od całego szeregu białek wchodzących w 
interakcje z aktyną, w tym białek motorycznych 
— miozyn.

Migracja, tak jak wszystkie zjawiska zwią
zane z ruchliwością, są odpowiedzią komórek 
na działanie różnorodnych bodźców. Komórki 
tkankowe, takie jak granulocyty czy makrofagi, 
przylegają do podłoża, zmieniają kształt i mi
grują w odpowiedzi na bodźce chemotaktyczne. 
Wierzchołek rozwijającego się aksonu stymulo
wany jest przez czynniki wzrostowe. Migrację 
swobodnie żyjących, drapieżnych ameb, pełza
jących nieustannie w poszukiwaniu pożywie

nia, stale korygują bodźce środowiskowe. Cyto- 
szkielet aktynowy jest zatem wysoce wrażliwym 
odbiorcą informacji, przekazywanych przez róż
ne receptory.

Odpowiedzią na bodziec może być reorgani
zacja cytoszkieletu: polimeryzacja, czyli po
wstawanie filamentarnej aktyny (F-aktyny) z 
monomerów aktynowych (G-aktyny), tworzenie 
z filamentów aktynowych struktur wyższego 
rzędu, takich jak wiązki i sieci, albo dezorgani
zacja struktur cytoszkieletu i depolimeryzacja 
aktyny. W utrzymywaniu równowagi pomiędzy 
aktyną monomeryczną i filamentarną uczestni
czy w komórce szereg różnorodnych białek, któ
re wiążąc się z aktyną przyśpieszają jej polime
ryzację lub depolimeryzację.

W ruchliwości niektórych komórek tkanko
wych, np. fibroblastów, biorą udział również 
mikrotubule, będące, obok aktyny i filamentów 
pośrednich, jednym z trzech podstawowych ele
mentów cytoszkieletu. Małe, wyspecjalizowane 
komórki, takie jak keratynocyty czy leukocyty, 
a także ameby, nie wymagają jednak mikrotu- 
bul dla swej ruchliwości.

Cytoszkielet aktynowy pełni zarówno fun
kcje kurczliwe, jak i stabilizujące. Bierze zatem 
udział nie tylko w generowaniu siły motorycznej 
dla migracji komórek oraz wszystkich zjawisk 
związanych z ich ruchliwością (np. endocytoza, 
cytokineza), lecz decyduje również o kształcie 
komórki oraz właściwościach mechanicznych 
jej powierzchni (analogicznym funkcjom mikro- 
tubul, w odniesieniu do morfologii komórek 
nerwowych, poświęcony jest art. B. M a je w s k ie j 
w tym numerze KOSMOSU). Właściwa morfolo
gia umożliwia komórce wypełnianie specyficz
nych funkcji. Cytoszkielet aktynowy uczestni
czy również w takich fundamentalnych proce
sach, jak przekazywanie informacji z błony pla-
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zmatycznej do cytoplazmy i jądra (wpływ na 
ekspresję genów), transport wewnątrzkomórko
wy, oddziaływania międzykomórkowe oraz ad
hezja komórek do podłoża.

Aby filamenty aktynowe mogły pełnić swe 
funkcje, muszą być połączone z błoną — koń
cami lub bocznie, bezpośrednio lub za pośred
nictwem białek wiążących aktynę lub miozynę. 
Zmiany kształtu, migracja i wszystkie zjawiska 
związane z ruchliwością komórek możliwe są 
dzięki dynamice połączeń aktyny z błoną ko
mórkową.

Biochemiczne badania in vitro białek cytosz- 
kieletu aktynowego przyniosły wiele interesują
cych i ważnych wyników, ale przekładanie tych 
danych na funkcjonowanie aktyny in vivo jest 
nadal problematyczne. Dla zrozumienia mecha
nizmów związanych z ruchliwością komórek 
konieczne jest ustalenie organizacji i współdzia
łania wszystkich białek zaangażowanych w 
działanie cytoszkieletu kortykalnego żywych 
komórek. Ruchy komórek biolodzy badają od 
ponad 150 lat, a rozwój metod badawczych daje

możliwość coraz dokładniejszego poznawania 
właściwości fizycznych i chemicznych struktur 
za ten ruch odpowiedzialnych. Badania, zarów
no in vitro, jak i przyżyciowe, prowadzone są na 
komórkach tkankowych oraz pierwotniakach. 
Wśród tych ostatnich na największą uwagę za
sługują Acanthamoeba castellanii — najinten
sywniej badana pod względem biochemicznym 
komórka niemięśniowa (część wyników tych ba
dań przedstawiła H. B rzesk a  w  tym numerze 
KOSMOSU), Dictyostelium discoideum— stano
wiący modelowy obiekt badań genetycznych 
śluzowiec, przechodzący w cyklu życiowym sta
dium wolno-żyjącej komórki ameboidalnej 
(patrz np. R ęd ow ic z  2000), oraz Amoeba prote- 
us — od lat stosowana w badaniach fizjologii 
ruchu ze względu na tempo migracji i wielkość 
komórki (patrz: G ręb eck i 2000). Omawiając 
ultrastrukturę i dynamikę cytoszkieletu korty
kalnego tej wielkiej słodkowodnej ameby posłu
żę się również wynikami badań prowadzonych 
na innych pierwotniakach, a także na komór
kach tkankowych.

ULTRASTRUKTURA I POLARYZACJA CYTOSZKIELETU AKTYNOWEGO Amoeba proteus

Kortykalny cytoszkielet Amoeba proteus 
tworzy ciągłą warstwę podścielającą wewnętrz
ną powierzchnię błony komórkowej (Ryc. 1). 
Głównymi jej składowymi są cienkie filamenty 
spolimeiyzowanej aktyny, o średnicy około 6-8 
nm, oraz grube filamenty miozynowe, o średni
cy około 10-30 nm. Filamenty aktynowe powią
zane białkami sieciującymi, tworzą strukturę 
trójwymiarowej sieci o konsystencji półsztyw
nego żelu, zwaną „korteksem kurczliwym” (Ko- 
mnick i współaut. 1973, K o ro h o d a  i S tockem

1975). Poza filamentami aktyny i związanymi z 
nią białkami nie zawiera ona żadnych innych 
struktur. Korteks migrującej ameby ma różną 
grubość i gęstość, zależnie od rejonu komórki. 
W strefie frontalnej (wysuwanej) jego grubość 
wynosi 0,1-0,2 ąm. W rejonach wycofywanych 
(tylnych) może osiągać grubość nawet ok. 1 ąm. 
W przedniej części komórki mikrofilamenty uło
żone są przeważnie równolegle do błony pla- 
zmatycznej, w rejonie tylnym i środkowym two
rzą niezorientowaną sieć. Podczas gdy filamen-

Ryc. 1. Schemat organizacji wewnętrznej migrującej Amoeba proteus w rzucie bocznym.

Uroid (U), front (F), jądro (j), endoplazma (en) — pole zakropkowane, ektoplazma (ek), linia cienka przerywana — sieć 
filamentów aktynowych, linia przerywana pogrubiona — filamenty aktynowe i filamenty miozyny II, strefa depolimeryzacji 
aktyny (SD), strefa polimeryzacji aktyny (SP), strefa adhezji (SA), strzałki wskazują kierunek ruchu endoplazmy i 
ektoplazmy.
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ty cienkie są raczej równomiernie rozmieszczo
ne wzdłuż powierzchni ameby, występowanie 
filamentów miozyno wy ch ograniczone jest do 
strefy uroidalnej komórki (patrz: S tockem  i K ło -  
POQKA 1988). Brak filamentów grubych w seg
mentach przednich czy środkowych warstwy 
kortykalnej nie świadczy jednak o braku białek 
motorycznych, bowiem w cylindrze kortykal- 
nym Amoeba proteus równomiernie rozmiesz
czone są nie tworzące filamentów izoformy mio
zyny (Oh i J eo n  1998).

Pierwszych dowodów na aktomiozynowy 
charakter układu kurczliwego ameb dostarczy
ły na początku lat 70. doświadczenia prowadzo
ne w grupie Korna nad cytoszkieletem Acantha- 
moeba casteUanii (patrz art. H. B r z e s k ie j w tym 
numerze KOSMOSU). W przypadku Amoeba 
proteus dowodów takich dostarczyły badania 
modeli glicerynowych ameb, które kurczyły się 
w obecności adenozynotrifosforanu (ATP) i jo
nów nieorganicznych (S im ard-D uquesne i Cou- 
ILLARD 1962, R in a ld i i współaut. 1975, Opas
1976). Na przełomie lat 70. i 80. prowadzono 
intensywne badania ultrastruktuiy cytoszkie
letu kortykalnego ameb z zastosowaniem mi
kroskopii elektronowej (np. T a y lo r  i współaut. 
1976, G rę b eck a  i H reb en d a  1979, S tockem  i 
współaut. 1982). Następnie rozpoczęto badania 
nad rozmieszczeniem elementów struktural
nych cytoszkieletu ameb, łącząc techniki mi- 
kroiniekcji, mikroskopii fluorescencyjnej oraz 
wideo. Analizowano położenie aktyny w migru
jącej amebie wstrzykując do niej fluorescencyj
nie znakowaną, mięśniową G-aktynę, która łą
czyła się z pulą endogennej F-aktyny (G a w litta  
i współaut. 1980, T a y lo r  i współaut. 1980a, 
S tockem  i współaut. 1983a), znakując aktynę 
przeciwciałami, a także wybarwiając F-aktynę 
fluorescencyjnie znakowaną falloidyną (S to c 
kem i współaut. 1983b). Wyniki tych badań 
wykazały, że rozkład spolimeryzowanej aktyny 
jest u ameby związany z morfologią komórki. W 
migrujących komórkach fluorescencja była 4-5 
razy mniej intensywna w warstwie ektoplazmy 
krawędzi wiodących i tylnej krawędzi uroidu, 
niż w ektoplazmie pozostałych rejonów ameby, 
co wskazuje, iż rejony te zawierały mniej spoli- 
meiyzowanej aktyny.

Doświadczalnie wywołane zmiany zachowa
nia i postaci ameby, np. działaniem czynników 
indukujących pinocytozę lub fagocytozę, za
wsze związane są ze zmianami w lokalizacji 
filamentarnej aktyny (S tockem  i K ło p o ck a  
1988). U pinocytujących ameb sieć kortykalna 
jest równomiernie rozmieszczona wzdłuż we
wnętrznej powierzchni błony komórkowej pino- 
cytotycznych pseudopodiów, kanałów i wczes
nych endosomów (S tockem  i współaut. 1983b),

a jej skurcz powoduje zagłębianie i internaliza
cję pęcherzyków błonowych (G ręb eck i 1991). 
Podczas fagocytozy obserwowano czasową aku
mulację fluorescencyjnie znakowanej aktyny w 
wierzchołkach pseudopodiów tworzących ku
bek fagocytarny, a po utworzeniu fagosomu 
zauważono zmianę w organizcji systemu akty
nowego, prowadzącą do równomiernego roz
mieszczenia aktyny wokół wakuoli pokarmowej 
(S tockem  i współaut. 1983a). Takie samo roz
mieszczenie filamentów aktynowych podczas 
fagocytozy u Amoeba proteus wykazały nieza
leżnie badania prowadzone J eo n  i J eon  (1983) 
z zastosowaniem mikroskopii elektronowej.

„Podziałom” wywoływanym sztucznie (bez 
udziału kariokinezy) poprzez mikroiniekcje 
sperminy do migrujących A. proteus również 
towarzyszy przemieszczanie się filamentarnej 
aktyny, która gromadziła się w płaszczyźnie 
„podziału” oraz na przeciwległych biegunach 
„dzielącej” się komórki. Po rozdzieleniu obu czę
ści ameby akumulacja aktyny w tych miejscach 
zanikała. Obecność oraz wiązkowy układ fila
mentów w płaszczyźnie „podziału” wykazały 
również wyniki obserwacji w mikroskopie ele
ktronowym (G a w lit ta  i współaut 1981). Nieste
ty, nie poznano dotąd rozmieszczenia F-aktyny 
podczas cytokinezy A. proteus. Zmiany lokaliza
cji aktyny badano natomiast podczas podziałów 
w komórkach D. discoideum (Yumura 1996). 
Wykazano, że aktyna gromadzi się na przeciw
ległych biegunach komórki podczas telofazy 
oraz w rejonie bruzdy podziałowej.

W przeciwieństwie do mięśni, w komórkach 
niemięśniowych miozyna II (miozyna konwen
cjonalna) może zmieniać lokalizację w komórce. 
U D. discoideum jest ona skoncentrowana pod
czas lokomocji w rejonie tylnym ameby (Yumura 
i współaut. 1984), a w czasie cytokinezy w 
rejonie bruzdy podziałowej (Yumura i Kitanishi- 
Yum ura 1993). U migrującej A. proteus filamen- 
ty miozyny są również nierównomiernie rozmie
szczone. Widoczne są tylko w obszarach tylnych 
warstwy kortykalnej (S tockem  i współaut. 
1983b). Doświadczalnie wywołany „podział” 
ameby związany jest z przemieszczeniem nie 
tylko filamentów aktynowych w rejon płaszczy
zny podziału, ale również grubych filamentów 
miozynowych (G a w litta  i współaut. 1981).

Drugą formę miozyny — miozynę I, należącą 
do grupy miozyn niekonwencjonalnych, po raz 
pierwszy wyizolowano z Acanthamoeba castel- 
lanii w 1973 r. (P o l la r d  i K o rn  1973, patrz art. 
H. B rz e s k ie j w  tym numerze KOSMOSU). Mio
zyny I są monomerycznymi, globularnymi biał
kami, które nie tworzą filamentów (Baines i 
KORN 1990). Sekwencja aminokwasów pojedyn
czej główki miozyny I jest podobna do sekwencji



236 W a n d a  K ło p o c k a

występującej w główce miozyny konwencjonal
nej, natomiast krótka pałeczka różni się znacz
nie od odpowiadającego rejonu miozyny II. 
Wszystkie izoformy miozyny I Acanthamoeba i 
trzy izoformy Dictyostelium zawierają dwa miej
sca wiązania aktyny, przy czym do jednego z 
nich, zlokalizowanego w pałeczce, aktyna wiąże 
się w sposób niezależny od ATP. Ponieważ mio
zyny I posiadają w pałeczce także miejsca wią
zania do błon, mają więc potencjalne możliwo
ści generowania różnych rodzaj ów ruchu i mogą 
pełnić w komórkach różnorodne funkcje. Mogą 
wiązać i powodować skurcz sieci aktynowej, 
wiązać błonę pęcherzyków, które następnie 
transportują wzdłuż szlaków aktynowych, mo
gą też wiązać filamenty aktynowe z błoną ko
mórkową, biorąc udział w ekspansji przedniej 
krawędzi komórki, a także pełnić funkcję czyn
nika sieciującego błony plazmatyczne z cytosz- 
kieletem aktynowym.

Badania nad lokalizacją i rolą różnych izo- 
form miozyny I ameb wolno-żyjących prowadzo
no przede wszystkim na amebowej postaci D. 
discoideum oraz A. castellanit U Dictyostelium 
trzy spośród sześciu izoform miozyny I, MyoB, 
MyoC i MyoD, zlokalizowane są w rejonie cyto- 
szkieletu kortykalnego, wzdłuż krawędzi wiodą
cej migrującej komórki. Badania na mutantach 
pozbawionych różnych izoform miozyny I wyka
zały, że brak izoformy MyoB redukuje fagocyto- 
zę i zwalnia do połowy tempo migracji ameb. 
MyoC zaangażowana jest również w fagocytozę 
oraz migrację komórek (Jung i współaut. 1996). 
U Acanthamoeba miozynę IA zlokalizowano w 
cytoplazmie oraz wokół kubka fagocytarnego i 
małych pęcherzyków lipidowych. Uczestniczy 
ona w skurczu warstwy kortykalnej, fagocytozie 
i transporcie pęcherzyków w cytoplazmie. Mio
zyna IB związana jest z błoną komórkową i 
zaangażowana w wysuwanie pseudopodiów, pi- 
nocytozę i fagocytozę. Miozynę IC zlokalizowano 
na błonie Wodniczki tętniącej (Baines i współ
aut. 1992, 1995) jest ona odpowiedzialna za jej 
kurczenie (D o b e rs te in  i współaut. 1993). Sto
sując monoklonalne przeciwciało skierowane 
przeciw miozynie z A. proteus wykazano, że 
występuje ona w całej cytoplazmie ameby, ale 
w rejonie ektoplazmy jest bardziej skoncentro
wana. Sklonowanie cDNA kodującego miozyny

Amoeba proteus wykazało, że sekwencja amino
kwasów domeny motorycznej, podobnie jak w 
przypadku innych organizmów, jest bardzo po
dobna do sekwencji domen motorycznych in
nych izoform miozyny. Wydaje się, że istnieją 
przynajmniej trzy różne izoformy miozyn u A. 
proteus, posiadające podobne sekwencje ami- 
nokwasowe globularnych główek (Oh i J eo n
1998). W przypadku A. castellanii udało się 
zidentyfikować 5 izoform miozyny należących 
do trzech rodzin, zaś w D. discoideum zidentyfi
kowano 14 genów kodujących miozyny będące 
przedstawicielami co najmniej pięciu rodzin.

W wiązaniu sieci mikrofilamentów z błono
wymi lipidami i białkami u organizmów wy
ższych pośredniczą różne białka. W wiązaniach
0 niewielkiej sile biorą udział m. in. miozyny I, 
aneksyna II, kompleks spektryna/białko prąż
ka 4.1/ankiiyna, czy białko MARCKS (ang. my- 
ristoylated alanine-rich protein kinase substra
te). W wiązaniach o dużej sile, występujących 
przede wszystkim w miejscach adhezji i kontak
tów międzykomórkowych, uczestniczą takie 
białka jak: talina, paksylina, winkulina i 
a-aktynina oraz białka z rodziny ERM (eziy- 
na/radyksyna/moezyna), (S to s s e l  1993). W 
Acanthamoeba wykryto białko Acan-125, które 
wiąże się z domeną SH3 (ang. Src homology 
3 domain) miozyny IC. Przypuszcza się, że za
kotwiczone w błonie Acan-125 pełni wraz z 
miozyną funkcję kompleksu sieciującego fila
menty aktynowe z błonami komórkowymi (Xu i 
współaut. 1997). U A. proteus, oprócz nie
konwencjonalnych miozyn (Oh i J eo n  1998), 
wykazano także obecność a-aktyniny, winkuli- 
ny (B r ix  i współaut. 1990) oraz spektiyny (Choi
1 J eon  1989, 1992). Białka wiążące F-aktynę z 
błoną komórkową tworzą u tej ameby regular
nie ułożone mostki.

Spośród innych białek wiążących aktynę, u 
A. proteus wykazano ostatnio obecność amebo
wej izoformy kaldesmonu, białka regulującego 
w mięśniach gładkich oddziaływanie aktyny i 
miozyny II. Kaldesmon lokalizuje się w głębszej 
warstwie ektoplazmy migrujących ameb. Silną 
koncentrację tego białka obserwowano również 
w miejscach adhezji komórki do podłoża (G ągo- 
la  i wrspółaut. 2001).

DYNAMIKA I REGULACJA FUNKCJONOWANIA CYTOSZKIELETU KORTYKALNEGO

Wyjaśnienie mechanizmu ruchu Amoeba 
proteus opiera się na założeniach dwóch teorii 
wysuniętych na podstawie badań dynamiki 
cytoszkieletu wielkich ameb A. proteus i Chaos 
carolinensis. Jedną z nich jest teoria skurczu

połączonego z zolifikacją (H e l l e w e l l  i T a y lo r  
1979, T a y lo r  i C o n d e e lis  1979, T a y lo r  i Fech- 
h e im er 1982), oparta na odkryciu, że warun
kiem koniecznym, aby skurcz zżelifikowanej 
sieci aktynowej miał charakter izotoniczny i
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mógł wywołać ruch, jest równolegle postępują
ca jej zolifikacja. Generowanie siły może prowa
dzić do wykonania pracy (a nie tylko zmiany 
naprężenia) właśnie w połączeniu z zolifikacją. 
Podobne wyniki uzyskano u fibroblastów (Jan
son  i współaut. 1991, K o le g a  i współaut. 1991). 
Drugą teorią jest teoria ogólnego skurczu kor
tykalnego (G ręb eck i 1981, 1982, 2000), zgod
nie z którą cały kortykalny cytoszkielet ameby 
wykonuje skurcz izotoniczny lub izometryczny, 
odpowiednio powodując albo zmiany objętości, 
albo zmiany naprężenia swej struktury wzdłuż 
komórki. Założenia obu teorii, w połączeniu z 
wynikami najnowszych badań, wyjaśniają, ja
kie zmiany zachodzą w obrębie cytoszkieletu 
kortykalnego A. proteus i jakie mechanizmy 
odpowiedzialne są za generowanie siły niezbęd
nej dla migracji ameby. Podstawy molekularne 
tych procesów są u tej ameby słabo poznane, 
natomiast intensywnie bada się je u Diety oste- 
lium diseoideum i Acanthamoeba castellanii.

Do migracji zdolne są tylko komórki spo
laryzowane, a więc takie, które mają wyodręb
nioną strefę frontalną i tylną. Tylko taka budo
wa pozwala bowiem na przemieszczenie komór
ki dzięki generowanej w jej wnętrzu sile. Mor
fologiczne zróżnicowanie tych stref polega na 
różnym stopniu pofałdowania oraz różnej 
aktywności ich powierzchni. W strefie wysuwa
nej powierzchnia jest gładka, a w komórkach 
tkankowych jej aktywność przejawia się w po
staci formowania lamellipodiów, lobopodiów, 
czasem także filopodiów, oraz zjawiska zwanego 
„ruffling” (wsteczny ruch fałd błony w przedniej 
krawędzi komórki). Biegun tylny komórki jest 
najsilniej pofałdowany. To zróżnicowanie okolic 
przednich i rejonu tylnego związane jest z różną 
ultrastrukturą oraz różnymi procesami zacho
dzącymi w cytoszkielecie kortykalnym tych 
stref.

W uroidzie i wycofywanych pseudopodiach 
A. proteus skurcz połączony z zolifikacją prowa
dzi do dezorganizacji aparatu kurczliwego 
(przemiana żelu w zol). Białka cytoszkieletalne, 
w tym oligomery i monomery aktynowe, uwal
niane są do endoplazmy i wraz z jej strumieniem 
przenoszone do wierzchołków wysuwanych ni- 
bynóżek. W ich regionie kortykalnym odbywa 
się rekonstrukcja aparatu kurczliwego (prze
miana zolu w żel) dzięki procesom polimeryzacji 
aktyny i sieciowania filamentów aktynowych.

W miejscach formowania nowych pseudo- 
podiów, a także cyklicznie w wierzchołkach wy
suwanych nibynóżek A. proteus, sieć filamen
tów aktynowych oddysocjowuje od błony. War
stwy mikrofilamentów, wciąż rekonstruowane 
przy wewnętrznej powierzchni błony, są od niej 
cyklicznie odklejane i wycofywane do wnętrza.

Powstaje lokalny spadek ciśnienia hydrostaty
cznego, które jest wytwarzane w komórce w 
wyniku aktywności kurczliwej warstwy korty- 
kalnej. Z tym zjawiskiem związana jest ekspan
sja błony, która wypychana jest przez endopla- 
zmę, napływającą pomiędzy błonę aodklejającą 
się od niej sieć mikrofilamentów. Przepływ en
doplazmy w kierunku słabego punktu — zgod
nie z prawami hydrodynamiki — powoduje wy
pchnięcie błony komórkowej i utworzenie nowe
go frontu bądź progresję strefy wiodącej (G rę 
beck i 1990). Taki mechanizm powoduje nie 
płynną, lecz skokową progresję strefy wiodącej. 
Rozdzielenie kompleksu błona-cytoszkielet za
chodzi prawdopodobnie dzięki zwiększonemu 
stężeniu Ca2+ bezpośrednio pod błoną frontal
ną. Wykazano, że podczas ruchu wielkich ameb 
poziom wapnia w ich strefach czołowych wzra
sta rytmicznie co 1-4 sekund (T a y lo r  i współ
aut. 1980b). W tym tempie odklejane są również 
od błony kolejne warstwy sieci aktynowej (G rę 
beck i 1990). Jony wapnia regulują więc w tym 
przypadku interakcje pomiędzy filamentami 
aktyny i błoną plazmatyczną (Kawakatsu i 
współaut. 2000).

Ten sam mechanizm zaobserwowano 
później w leukocytach (K e l l e r  i E g g l i  1998). W 
innych komórkach tkankowych oraz u D. di
seoideum ekspansja błony krawędzi czołowej 
bywa przypisywana polimeryzacji aktyny we 
współdziałaniu z miozynami I (np. T h e ir o t  i 
M itch ison  1991, Yum ura i Fukui 1998).

Ruch ameboidalny wymaga precyzyjnej 
kontroli cyklicznej transformacji zol-żel oraz 
oddziaływań aktyny z miozynami. W regulacji 
tych procesów biorą udział wtórne przekaźniki 
informacji: jony wapnia, fosfoinozytole (PIP2 i 
PIP) oraz cały szereg białek wiążących aktynę. 
Zolifikacja sieci aktynowej zachodzi w wycofy
wanych rejonach ameb i komórek tkankowych, 
np. fibroblastów (G iu liano  i T a y lo r  1995), tj. w 
strefach o najwyższym stężeniu jonów Ca2+ (u
A. proteus ~ 10'6 M) (H e l le w e l  i T a y lo r  1979, 
T a y lo r  i współaut. 1980b). W tych warunkach 
zachodzi dysocjacja białek sieciujących fila- 
menty aktynowe oraz aktywacja białek frag
mentujących filamenty, aż do tworzenia mono
merów. Białka skracające długość filamentów 
wiążą się jednocześnie z ich szybko rosnącymi 
końcami, blokując polimeryzację. Do tej grupy 
białek należą m. in. żelzolina protowilina, wilina 
(S c h le ic h e r  i współaut. 1995, K w iatkow ska  i 
S o b o ta  1997) w komórkach wyższych organi
zmów eukariotycznych, seweryna u D. diseoide
um, czy fragmina u śluzowca Physarum poly- 
cephcdum (H inssen 1981). Do licznych białek 
regulujących stan organizacji aktyny należą 
białka wiążące monomery aktynowe, m.in. pro-
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filina, tymozyna, kofilina (u A. castellani — 
aktoforyna), destryna, których działanie kon
troluje polimeryzację i umożliwia utrzymanie w 
komórce dużej puli aktyny niespolimeryzowa- 
nej (patrz: S to s s e l  1993, S c h le ic h e r  i współ
aut. 1995, Sun i współaut. 1995). Pula ta sta
nowi rezerwę udostępnianą, gdy rozpoczyna się 
polimeryzacja aktyny podczas aktywacji ko
mórki. Do białek, które biorą udział w organi
zacji struktur cytoszkieletu z filamentów akty
nowych należą m. in. fimbryna, a-aktynina, 
spektryna, filamina, wilina, czynnik żelifikują- 
cy ABP-120 (Fukui 1993, S c h le ic h e r  i współ
aut. 1995). Białka te mogą uczestniczyć w two
rzeniu lub dezorganizacji danej struktury cyto
szkieletu, w zależności od rodzaju sygnału. Wią
żą się one wzdłuż boków filamentów, łącząc je 
w wiązki (np. włókna naprężeniowe w fibrobla- 
stach, cytoszkielet filopodiów) lub trójwymiaro
we sieci (np. kortykalny cytoszkielet ameb i 
poruszających się ruchem ameboidalnym ko
mórek tkankowych). Wysoce dynamiczne od
działywania różnych białek z aktyną umożliwia- 
ją szybką i skuteczną reorganizację cytoszkie
letu aktynowego, zmieniającą zdolność komórki 
do ruchu i rodzaj pełnionych przez nią, lub jej 
część, funkcji. Procesy te wymagają precyzyjnej 
kontroli, w której bierze udział cały szereg re
gulujących białek i fosfolipidów, będących ko
lejnymi ogniwami kaskad przekazywania syg
nałów pomiędzy receptorami a białkami wiążą
cymi aktynę. Jedyną znaną potranslacyjną mo
dyfikacją aktyny, która hamuje jej polimeryza
cję, jest jej fosforylacja, występująca u A. prote- 
us (S on obe i współaut. 1986) oraz Physarum 
polycephalum (Furuhash i i H atan o  1990). W 
obecności wysokiego stężenia jonów wapnia 
aktywacji ulega także kalmodulina, która wią
żąc się z białkami stabilizującymi filamenty 
aktynowe, np. kaldesmonem, sprzyja rozbija
niu sieci filamentów i oddziaływaniom aktyny z 
miozyną II (Hahn i współaut. 1992, G ou gh  i 
T a y lo r  1993). Zachodzi również fosforylacja 
łańcuchów regulujących miozyny II, która ini
cjuje organizację miozyny w bipolarne filamenty 
i kurczliwą aktywność tych agregatów (S to s s e l
1993). Intensywny skurcz połączony z zolifika- 
cją uwalnia ze struktury żelu do endoplazmy 
białka cytoszkieletalne, niezbędne dla rekon
strukcji sieci aktynowej na krawędzi wiodącej 
lamelli, czy w wierzchołkach wysuwanych 
pseudopodiów. Rozmieszczenie miozyny II za
równo w komórkach A. proteus (S tockem  i 
współaut. 1983b), jak i D. discoideum (Janson i 
współaut. 1991) potwierdza jej udział w kurcze
niu się tylnych rejonów tych ameb. Miozyna II 
nie jest jednak niezbędna dla lokomocji Dictyo
stelium, co pokazały badania na mutantach

pozbawionych tego białka. Pełzną one, choć 
wolniej niż komórki typu dzikiego. Zapropono
wano, że siła generowana dzięki oddziaływa
niom aktyny z miozyną II umożliwia oderwanie 
tylnej krawędzi ameby od podłoża, co z kolei 
ułatwia przemieszczenie całej komórki ku przo
dowi (Jay i współaut. 1995). Miozyna II bierze 
udział nie tylko w ruchu ameb czy komórek 
tkankowych. Jest ona również bezpośrednio 
zaangażowana w cytokinezę i zachowanie wła
ściwej morfologii komórek (patrz: B resn ick
1999). Nie przyczepione do podłoża i pozbawio
ne miozyny II komórki Dictyostelium szybko 
zmieniają kształt i stają się sferyczne. Zapro
ponowano, że miozyna może usztywniać korty- 
kalną warstwę komórki poprzez wiązanie fila
mentów aktynowych. Nie ma to jednak związku 
z migracją komórki i nie wymaga aktywności 
ATPazowej miozyny II (S h e ld en  i K n ech t 1996).

Zmiany organizacji aktyny poprzedzają rów
nież wysuwanie krawędzi czołowych lamelli mi
gruj ących komórek tkankowych (S to s s e l
1993), pseudopodiów D. discoideum (Yum ura i 
Fukui 1998) i A. proteus. W strefach frontal
nych, gdzie stężenie Ca2+ jest niższe niż w 
rejonie tylnym komórek (u A. proteus -1CT7 M), 
zachodzi polimeryzacja aktyny i sieciowanie fi
lamentów (żelifikacja). Końce filamentów są od
blokowywane i udostępniane dla polimeryzacji 
za pośrednictwem fosfoinozytoli (patrz: K w ia t
kow ska i S o b o ta  1997, K w iatkow sk i 1999). Z 
monomerów aktynowych w procesie nukleacji 
powstają zarodzie nowych filamentów. Regula
cja tego procesu w komórkach jest obecnie 
jednym z najintensywniej badanych problemów 
dotyczących dynamiki cytoszkieletu aktynowe
go. Kluczową rolę w przyspieszaniu nukleacji, 
niezbędnym dla sprawnej polimeryzacji aktyny, 
odgrywa kompleks białek Arp2/3, występują
cych powszechnie w komórkach eukariotycz
nych (patrz art. K. K w ia tk ow sk ie j w  tym nume
rze KOSMOSU). W regulacji organizacji aktyny 
biorą również udział białka z rodziny Rho. W 
fibroblastach zaobserwowano, że Cdc42 regu
luje powstawanie filopodiów, Racl odpowie
dzialne jest za tworzenie lamellipodiów, zaś 
RhoA kontroluje wiązkowanie aktyny we włók
na naprężeniowe i powstawanie miejsc przycze
pu do podłoża. Białka te kontrolują funkcjono
wanie cytoszkieletu również poprzez regulację 
aktywności różnych izoform miozyny (patrz art. 
H. B rz e s k ie j i H. Fabczak  w  tym numerze 
KOSMOSU). W Dictyostelium i Acanthamoeba 
castellaniikmaza ciężkiego łańcucha miozyny I, 
należąca do rodziny kinaz PAK, aktywowana 
przez Cdc42 i Rac, fosforyluje miozynę powodu
jąc jej aktywację (N o e g e l  i S c h le ic h e r  2000). 
Wykazano ostatnio, że białka z rodziny Rho
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wpływają na adhezję i ruchliwość komórek A. 
proteus. Blokowanie endogennych izoform Rac 
lub Rho powoduje dramatyczne zmiany w mor
fologii i tempie lokomocji tej ameby (K łop ock a  i 
R ęd ow ic z  2001). Wskazuje to na niezmiernie 
istotną rolę, jaką pełnią te białka u A. proteus.

Z organizacją cytoszkieletu aktynowego 
związane jest także tworzenie punktów przycze
pu ameb do podłoża. Kompleksy F-aktyny obe
cne w strukturach adhezyjnych A. proteus (mi- 
nipodia) zanikają, gdy komórka traci kontakt z 
podłożem, a pojawiają się, gdy ponownie zaczy
na do niego przylegać (G rę b eck a  i współaut. 
1997, G ręb eck i i współaut. 2001). W organiza
cji aktynowego cytoszkieletu analogicznych 
struktur w komórkach Dictyostelium (eupocłia) 
bierze udział jedna z izoform miozyny I oraz 
a-aktynina i winkulina (Fukui i Inoue 1997). 
Strefa adhezji wyznacza kierunek przemiesz
czania się zżelifikowanej ektoplazmy wzdłuż 
błony komórki. Migrująca A. proteus jest zwykle 
przyczepiona do podłoża w środkowo-przedniej 
strefie komórki. Jej sieć kortykalna obkurcza 
się więc dośrodkowo (G ręb eck i 1984, 1993, 
1994) — w regionie przednim przemieszcza się 
jako całość ku tyłowi, w regionie tylnym nato
miast w kierunku zgodnym z kierunkiem loko

mocji. Kortykalna F-aktyna, otaczająca tylną 
część fibroblastów, przemieszcza się i jest sto
pniowo akumulowana podczas migracji na bie
gunie tylnym komórek. W komórkach dzielą
cych się taki ruch odbywa się natomiast w 
kierunku bruzdy podziałowej. Obserwowana w 
tych komórkach dynamika cytoszkieletu akty
nowego nie wymaga obecności miozyny II — 
zachodzi również u mutantów bez tego białka 
(Fukui i współaut. 1999). Autorzy cytowanej 
pracy sugerują, że przepływ kortykalnej F-akty
ny jest odpowiedzialny za generowanie siły dla 
migracji komórki oraz formowania bruzdy po
działowej .

Wydaje się, że wszystkie procesy w komórce, 
które można określić wspólnym mianem dyna
miki cytoszkieletu — polimeryzacja i depolime- 
ryzacja aktyny, kurczenie się sieci mikrofila- 
mentów z udziałem białek motorycznych, prze
mieszczanie się warstwy kurczliwej jako całości 
— wspólnie generują siłę niezbędną dla migracji 
komórki, a także wszystkich procesów związa
nych z jej ruchliwością.
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STRUCTURE AND FUNCTION OF THE CORTICAL CYTOSKELETON OF AMOEBA PROTEUS

S u m m ary

The contractile system of Amoeba proteus is repre
sented by a continuous cortical filament layer at the cyto
plasmic face of the cell membrane. Two types of filaments 
participate in the formation of this layer: thin — actin 
filaments and thick — myosin filaments mostly restricted 
to the intermediate and posterior cell region. During normal 
locomotion the cortical cytoskeleton exhibits a distinct 
structural and physiological polarity with a zone of actin 
filament network destruction (solation) at the uroid and a 
zone of reconstruction of the contractile system (gelation) 
at the front. Calcium ions and actin binding proteins play 
an essential role in controlling both the interaction of actin 
and myosin and sol<H>gel transformation, i.e., actin assem

bly and disassembly. In the tail region elevated level of free 
calcium induces a coupled solation and contraction of the 
network by activation of myosin II and calcium-dependent 
proteins that sever and depolymerize actin filaments. At the 
tip of advancing pseudopodium where the concentration of 
cytoplasmic Ca + is low another actin binding proteins 
operate and actin polymerization and network reconstruc
tion take place. The motor force is provided by the whole 
peripheral actin network and attributed to the interaction 
of myosin II or I with actin filaments. However, the locomo
tion of A. proteus is controlled by pressure drop at the 
leading edge where successive actin layers are periodically 
detached from the cell membrane.
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