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MOTORY ROTACYJNE BAKTERII

Dla małych jednokomórkowych organi
zmów żyjących w zmiennym i zróżnicowanym 
przestrzennie środowisku, takim jak gleba, na
turalne zbiorniki wodne lub przewód pokarmo
wy zwierząt, zdolność do przystosowania się, a 
co za tym idzie również umiejętność przetrwa
nia zależy w dużej mierze od wyboru optymal
nego mikrośrodowiska, a więc od zdolności do 
jego odnajdywania i przemieszczania się. W 
królestwie Procaiyota istnieje kilka sposobów 
przemieszczania się. Sinice poruszają się ru
chem ślizgowym wyłącznie po podłożu stałym. 
Ruchliwe są tylko niektóre formy komórek - 
hormogonia (krótkie odcinki łańcucha komórek 
powstałe w wyniku rozerwania) i beocyty (grupy 
małych komórek reproduktywnych otoczonych 
wspólną ścianą komórkową). Ruch sinic wywo

łany jest rotacją wokół podłużnej osi. Mecha
nizm tego ruchu nie jest znany. Sugeruje się, że 
wywołany jest on przez skręcanie helikalnych 
fibryl położonych w ścianie komórkowej sinic.

Bakterie śluzowe przemieszczają się ru
chem ślizgowym dzięki ukierunkowanemu wy
dzielaniu śluzu. Większość bakterii porusza się 
jednak dzięki rotacji rzęsek, długich fibrylar- 
nych struktur zewnątrzkomórkowych, których 
dystrybucja na powierzchni komórki stanowi 
jedną z cech różnicujących poszczególne grupy 
bakterii. Rzęski bakteryjne są tworami całkowi
cie odmiennymi od znacznie większych i bar
dziej złożonych rzęsek eukariontów. Zasadniczo 
różny jest również mechanizm działania obu 
tych struktur.

BUDOWA I RUCH RZĘSKI

Rzęski Escherichia coli to helikalnie skręco
ne struktury o długości 5-10 Jim i średnicy ok. 
20 nm (Nam ba i współaut. 1989). Jednostka 
helikalna rzęski ma ok. 2 (im długości. Całko
wita masa pojedynczej rzęski wynosi ok. 1x10 
daltonów. Zasadniczą, zewnętrzną część rzęski 
tworzy cylinder zbudowany z helikalnie ułożo
nych cząsteczek białka zwanego flagelliną (FliC) 
o masie cząsteczkowej 51,2 kDa (497 aa). Poje
dynczą rzęskę tworzy ok. 20 000 podjednostek 
FliC. Rzęska jest strukturą dość sztywną, co 
powoduje, że niełatwo ulega odkształceniu w 
płaszczyźnie poprzecznej. W powłokach komór
ki bakteryjnej zakotwicza ją ciałko podstawowe, 
złożona struktura, której zasadniczą budowę 
poznano dzięki obserwacjom w mikroskopie 
elektronowym (Rye. 1). Włókno rzęski połączone 
jest z ciałkiem podstawowym za pomocą haczy

ka, elastycznego odcinka o charakterystycznym 
kształcie, długości ok. 55 nm. Zbudowany jest 
on z około 130 podjednostek białka FlgE. Za 
połączenie włókna z haczykiem odpowiadają 
dwa białka łączące, FlgK i FlgL (Hom m a i Iin o  
1985, Hom m a i współaut. 1985). Ciałko podsta
wowe składa się z centralnej cylindrycznej czę
ści stanowiącej jak gdyby przedłużenie włókna 
rzęski (ta część, podobnie jak włókno rzęski, 
wykazuje strukturę helikalną) i z pierścieni ota
czających ten cylinder. U bakterii gramuje- 
mnych są to kolejno: pierścień L położony w 
błonie zewnętrznej, pierścień P w warstwie pep- 
tydoglikanu, pierścień S w przestrzeni perypla- 
zmatycznej, pierścień M w błonie cytoplazmaty- 
cznej oraz pierścień C położony po wewnątrz
komórkowej stronie błony cytoplazmatycznej i 
bezpośrednio kontaktujący się z pierścieniem
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Ryc. 1. Budowa ciałka pod
stawowego rzęski bakteryj
nej.

A. Obraz z mikroskopu elektrono
wego. Biała linia na dole odpowia
da długości 25 nm (D ero sier  
1998; za zgodą Elsevier Science).
B. Schemat budowy ciałka pod
stawowego. PG — peptydoglikan; 
BC — błona cytoplazmatyczna.

M. Białka tworzące poszczególne elementy ciał
ka podstawowego i ich stechiometrię przedsta
wia Tabela 1. Bakterie gramdodatnie nie mają 
dwu zewnętrznych pierścieni (L i P), co sugeru
je, że nie są one potrzebne do funkcjonowania 
rzęski, a służą jedynie do właściwego mocowa
nia w błonie zewnętrznej. Uważa się, że pierście-

Tabela 1. Białka ciałka podstawowego rzęski (wg. 
Macnaba 1996)

Struktura Białka Masa czą
steczkowa 
(kDa)

Liczba cząstek 
w jednym ciał
ku podstawo
wym

oś zewnętrzna FlgG 28 26

pierścień L FlgH 22 26

pierścień P Figi 36 26

oś wewnętrzna FlgB 16 6
FlgC 28 6
FlgF 26 6

pierścień MS FliF 61 26

pierścień C FliM 38 34
FliN 15 34
FliG 37 26

stator MotA 32 8-11 (?)
MotB 34 8-11 (?)

nie M i S służą jako miejsce połączenia rzęski z 
motorem rotacyjnym i są trwale połączone z 
osią tworzoną przez wewnętrzny cylinder ciałka 
podstawowego, haczyk i rzęskę, a co za tym 
idzie uczestniczą w ruchu obrotowym całej rzę
ski. Natomiast pierścienie L i P pozostają nieru
chome i są połączone ze ścianą komórkową. 
Tworzą one rodzaj łożyska izolującego obraca
jącą się oś od ściany komórkowej (M acn ab  
1996).

Rzęska bakteryjna wykonuje do 100000 ob
rotów na minutę umożliwiając komórce prze
mieszczanie się z szybkością do kilkuset mikro
metrów na sekundę. U najlepiej poznanych pod 
tym względem bakterii Escheńchia coli i Salm- 
monella typhimurium, stanowiących organizmy 
modelowe w badaniach nad motorami rotacyj
nymi bakterii, rzęski wykonują do 18 000 obro
tów na minutę nadając komórkom bakterii 
prędkości do 30 pm/s. Urzęsione bakterie po
konują w ciągu minuty odległość 300-3000 
razy większą od długości własnej komórki.

Aby spełniać swą biologiczną rolę, ruch ko
mórki bakteryjnej nie może odbywać się w przy
padkowym kierunku, ale w kierunku optymal
nego środowiska. Zjawisko to nazywamy taksją.
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Mechanizmem sprzęgającym informacje o sta
nie środowiska z kierunkiem ruchu jest kontro
la częstotliwości zmian kierunku ruchu obroto
wego rzęski. Przez większość czasu rzęski obra
cają się w kierunku przeciwnym do ruchu 
wskazówek zegara. Ponieważ rzęska ma kształt 
lewoskrętnej helisy, ten kierunek obrotu powo- 
duje przemieszczanie się ruchu obrotowego w 
kierunku od ciała komórki do końca rzęski. 
Taki kierunek obrotu sprawia również, że rzęski 
bakterii orzęsionych na całej powierzchni (orzę- 
sienie peritrichalne), tak jak E. coli, skręcają się 
w pojedynczą wiązkę skierowaną wzdłuż długiej 
osi komórki i wspólnie generują powstanie siły 
odpychającej. Efektem jest ruch komórki ba
kteryjnej zbliżony do prostoliniowego.

Jednak, co jakiś czas następuje zmiana kie
runku obrotu rzęsek (na zgodny z ruchem 
wskazówek zegara). Zmiana kierunku ruchu 
wywołuje zmianę strukturalną w filamencie rzę
ski. Poczynając od podstawy, rzęska przechodzi 
w konformację prawoskrętną (zmiana na pozio
mie obserwacji mikroskopowej, a nie na pozio
mie struktury molekularnej), co wywołane jest 
dwukrotnie większym skręceniem helisy (stąd 
nazwa tej konformacji, curly czyli skręcony). 
Powoduje to postępujący rozpad wiązki powsta
łej przy obrotach przeciwnych do wskazówek 
zegara. Jednocześnie rzęski przejściowo skła
dają się z dwu odcinków o różnych konforma
cjach i różnym kierunku skręcenia, co wywołuje 
„koziołkowanie” (ang. tumbling) komórki, tj. 
gwałtowną, przypadkową zmianę kierunku ru
chu. Molekularny mechanizm tych przemian 
stanowią zmiany w oddziaływaniach pomiędzy 
sąsiadującymi podjednostkami flagelliny w pro- 
tofilamencie rzęski (S a m a tey  i współaut. 2001).

Choć dla obu konformacji dystans pomiędzy 
kolejnymi cząsteczkami flageliny jest bardzo 
zbliżony (różnica wynosi zaledwie 0,8 A), to 
konformacja oddziałujących ze sobą domen 
zmienia się gwałtownie.

Częstotliwość koziołkowania maleje wraz ze 
zbliżaniem się do korzystnego środowiska. In
nymi słowy, oddalanie się od korzystnego śro
dowiska zwiększa częstotliwość zmiany kierun
ku ruchu, jeśli zaś ruch przybliża do środowi
ska o korzystnym charakterze, częstość zmian 
kierunku ruchu maleje. Należy przy tym zazna
czyć, że chociaż zmiana kierunku obrotu po
szczególnych rzęsek nie jest skoordynowana, to 
częstość przechodzenia do obrotów w kierunku 
zgodnym ze wskazówkami zegara (czyli częstość 
koziołkowania) jest dla wszystkich rzęsek ko
mórki w danym momencie taka sama (Ish ih a ra  
i współaut. 1983, M acn ab  i H an  1983).

Końcowym przekaźnikiem regulującym czę
stość przechodzenia rzęski w rotację o kierunku 
zgodnym ze wskazówkami zegara jest białko 
CheY, które jest aktywowane przez fosforylację 
reszty D57 (S a n d e rs  i współaut. 1989). W for
mie aktywnej białko CheY zwiększa częstość 
„koziołkowania” poprzez oddziaływanie ze 
składnikami bakteryjnego motoru rotacyjnego, 
tzw. kompleksem przełącznikowym (ang. 
switch complex), tj. białkami FliG i FliM. Me
chanizm koordynacji różnorodnych sygnałów 
natury fizycznej i chemicznej informujących o 
parametrach środowiska jest dość dobrze po
znany na poziomie molekularnym (E isen b a ch  
1996, G o u d re a u  i S t o c k  1998, S ilv e r s m ith  i 
B o u r r e t  1999), jednak jego omawianie prze
kracza ramy niniejszego artykułu .

SKŁADNIKI MOTORU ROTACYJNEGO

Fenotypy mutacji inaktywujących ruchli
wość komórek Salmonella typhimuńum, a co za 
tym idzie również geny (i ich produkty białkowe) 
odpowiedzialne za ruch rzęski, podzielono na 
trzy zasadnicze klasy: Fla'— brak rzęsek o pra
widłowej morfologii (geny leżą w trzech regio
nach chromosomu nazwanych odpowiednio fig, 
flh i fli); Mot’ — rzęski zachowują normalną 
morfologię, ale nie poruszają się; Che’ — rzęski 
obracają się, ale występują zaburzenia kontroli 
częstotliwości zmiany kierunku obrotu (a co za 
tym idzie, taksji). Obecnie znamy około 40 ge
nów klasy pierwszej, dwa klasy drugiej (motA i 
motB) oraz 6 genów che.

Niektóre mutacje trzech genów położonych 
w regionie fli [fliG,JHM i JliN), choć nie wykazują 
wpływu na morfologię rzęski, wykazują jednak

fenotypy Mot' [JliG i JliN) i Che’ (we wszystkich 
trzech genach). Produktami tych genów są biał
ka cytoplazmatyczne o masach cząsteczkowych 
odpowiednio 36,8 kDa (331 aa), 37,8 kDa (334 
aa) i 14,9 kDa (137 aa). Białko FliG lokalizuje 
się w ciałku podstawowym po cytoplazmatycz- 
nej stronie pierścienia M tworząc wyraźnie wi
doczną wypustkę na obwodzie tego pierścienia 
skierowaną do wewnątrz komórki (Ryc. 1). Jest 
ono połączone z białkiem FliF, wchodzącym w 
skład pierścieni M i S i tworzącym tuleję wokół 
części osiowej na poziomie błony cytoplazmaty- 
cznej oraz po jej zewnętrznej stronie w prze
strzeni peiyplazmatycznej. Białka FliM i FliN 
tworzą cytoplazmatyczny pierścień C, zakoń
czenie ciałka podstawowego. Białko FliM wiąże 
się z białkiem FliN za pośrednictwem swej do
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meny C-końcowej, natomiast w wiązaniu FliG 
uczestniczą liczne segmenty FliM położone za
równo w części N-końcowej, jak i w C-końcowej 
(Mathews i współaut. 1998). Z aktywną formą 
CheY oddziałuje 16 aa z N-końca FliM (Bren i 
E isenbach 1998).

Należy zaznaczyć, że rola każdego z białek: 
FliG, FliM i FliN, w generacji ruchu rzęski może 
nie być równie ważna. Sugerują to różne efekty 
ich mutacji. Mutacje o fenotypie Mot' i Che' w 
białku FliN lokalizują się w 87 resztach w po
bliżu końca karboksylowego. Spośród znanych 
mutacji białka FliM większość to mutacje Che'. 
W przypadku obu tych białek fenotyp Mot' mu
tantów jest częściowo znoszony przez nadpro
dukcję zmutowanych białek (Lloyd  i współaut. 
1996). Inaczej niż w przypadku FliM i FliN, 
fenotyp Mot' mutantów jliG  utrzymuje się na
wet przy nadprodukcji zmutowanej wersji biał
ka. Sugeruje to, że o ile białka FliM i FliN pełnią 
w motorze rzęskowym funkcje strukturalne, to

białko FliG wydaje się bezpośrednio uczestni
czyć w generacji ruchu.

Dwa inne białka tworzące motor rotacyjny 
bakterii to MotA (32,0 kDa, 295 aa) i MotB (34,2 
kDa; 308 aa). Są one nieobecne w preparatach 
izolowanych rzęsek, natomiast są widoczne w 
preparatach ściany komórkowej uzyskanych 
metodą zamrażania-iytowania, jako 11 wypu
stek otaczających pierścienie M i S ciałka pod
stawowego (Khan  i współaut. 1988). Uważa się, 
że ogólny plan budowy motoru rotacyjnego ba
kterii przypomina nieco turbinę, tj. składa się z 
części ruchomej — rotora, połączonej trwale z 
rzęską, która jest osadzona w środku nierucho
mej tulei — stojana (statora), łączącej się z 
warstwą peptydoglikanu w ścianie komórko
wej . Kompleks białek MotA i MotB tworzy stator. 
Rolę rotora pełnią kontaktujące się ze statorem 
elementy ciałka podstawowego, białka FliM, 
FliG i FliN.

FliG

W zależności od położenia, mutacje genu 
JliG wykazują fenotyp Mot' (C-terminalna poło
wa białka) lub Che' (środkowy odcinek sekwen
cji aminokwasowej) (Irikura  i współaut. 1993). 
Jedynie około 56 reszt aminokwasowych, poło
żonych na końcu aminowym FliG, wydaje się 
nie mieć istotnego znaczenia dla funkcji białka. 
Większość znanych mutacji JliG o fenotypie Mot 
polega na zmianie aminokwasów niepołarnych 
na polarne lub prolinę. Przypuszczalnie efekt 
tych mutacji polega na zaburzeniu ogólnej stru
ktury białka, a nie na selektywnej inaktywacji 
funkcji motorycznej (Irikura  i współaut. 1993, 
Lloyd i Blair 1997). Analiza efektów delecji 
poszczególnych fragmentów FliG wskazuje, że 
część N-końcowa odpowiada za wiązanie się z 
białkiem FliF, tworzącym zrąb pierścienia M 
(Kihara i współaut. 2000). Pojedyncze podsta
wienia naładowanych reszt R279, D286 i D287, 
silnie konserwowanych w białkach FliG róż
nych organizmów i położonych w C-terminalnej 
helisie a, resztami niepolarnymi, choć zmniej
sza znacznie szybkość rotacji rzęski, to nie znosi 
jej całkowicie. Stąd przyjmuje się, że żadna z 
tych reszt nie jest bezpośrednio zaangażowana

w przenoszenie protonów, chociaż prawdopo
dobnie są one kluczowe dla funkcjonowania 
motoru (Lloyd i Blair  1997, Z hou i Blair 1997, 
Zhou i współaut. 1998a). Sugeruje to również 
struktura krystalograficzna C-terminalnej do
meny FliG (Lloyd i współaut. 1999). Wymienio
ne powyżej trzy kluczowe aminokwasy są eks
ponowane na krawędzi cząsteczki FliG i w mo
torze rzęskowym są przypuszczalnie skierowa
ne w stronę białka MotA. Ponieważ nie wydaje 
się, by wszystkie 3 istotne, naładowane amino
kwasy FliG mogły kontaktować się z dwoma 
istotnymi aminokwasami MotA podczas obrotu 
pierścieni C i M, zaproponowano model, według 
którego zmiana kierunku obrotu rzęski wywo
łana jest zmianą kąta ustawienia FliG wobec 
MotA. Ta zmiana konformacyjna zmienia układ 
oddziaływań pomiędzy FliG-MotA. Podsumo
wując, wyniki badań różnych mutacji genu JliG 
wskazują na bezpośredni udział produktu tego 
genu w generacji ruchu obrotowego i w zmianie 
kierunku obrotu (Marykwas i Berg 1996, To- 
GASHI i współaut. 1997). W tym drugim przypad
ku FliG współdziała z FliM i CheY.

BIAŁKA M otA I MotB

Wszystkie znane mutacje genów motA i 
motB wykazują wyłącznie fenotyp M ot. Innymi 
słowy, żadna z nich nie wpływa na morfologię 
rzęsek lub zdolność do taksji, a wyłącznie na 
zdolność bakterii do ruchu. Przywrócenie ru

chu rzęsek w komórkach pozbawionych białka 
MotA lub MotB, za pomocą kontrolowanej eks
presji brakującego białka, odbywa się w kilku 
wyraźnych krokach (Block i Berg 1984, Blair 
i Berg  1988). Ponieważ liczba tych etapów może
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sięgać 8, uważa się, że białka MotA i MotB 
tworzą do ośmiu niezależnych elementów gene
rujących ruch obrotowy.

Białko MotA zawiera cztery odcinki trans- 
membranowe, które jak się wydaje, tworzą ka
nał przepuszczający protony i dwie domeny 
cytoplazmatyczne o wielkości 120 aa i 63 aa 
(D ean  i współaut. 1984). Jest to kanał błonowy 
dla protonów i najprawdopodobniej odpowiada 
za sprzęganie ich przepływu z wytwarzaniem 
momentu obrotowego przez motor. Pętle peiy- 
plazmatyczne łączące domeny transmembrano- 
we są krótkie. O ile efekty mutacji w domenach 
transmembranowych są znaczące (znaczne 
upośledzenie lub eliminacja zdolności do ru
chu, zaburzenie przepływu protonów), to muta
cje w domenach cytoplazmatycznych wykazują 
pełne spektrum nasilenia efektów fenotypo- 
wych, od spowolnienia ruchu do jego całkowitej 
eliminacji, przy czym transport protonów wyda
je się nie zaburzony (Z h ou  i B la i r  1997). Naj
istotniejsze dla funkcji motorycznej MotA wyda
ją się reszty R90 i E98 w domenie cytoplazmaty- 
cznej oraz P I73 i P222 położone w miejscu 
przejścia domeny cytoplazmatycznej w trans- 
membranową. Rzęski mutantów o spowolnio
nym ruchu komórek charakteryzują się nor
malnym momentem obrotowym przy niskiej 
szybkości obrotów. Przy większej częstotliwości 
obrotów moment obrotowy jest niższy niż w

rzęskach komórek typu dzikiego. Różnice w 
efektach fenotypowych mutacji tych dwu regio
nów białka MotA wskazują, że pełnią one odręb
ne funkcje: domeny transmembranowe tworzą 
kanał dla protonów, natomiast domeny cytopla
zmatyczne uczestniczą w etapie wykorzystania 
przepływu protonów do generacji ruchu.

MotB składa się z krótkiego N-terminalnego 
odcinka cytoplazmatycznego (27 aa), pojedyn
czego odcinka transmembranowego (21 aa) i 
dużej domeny peryplazmatycznej odpowiedzial
nej za wiązanie się z peptydoglikanem w ścianie 
komórkowej (260 aa) ( S t a d e r  i współaut. 1986, 
C hun  i P a rk in so n  1988). Wydaje się, że główną 
funkcją białka MotB jest zakotwiczenie statora 
tworzonego przez białka MotA i MotB w pep- 
tydoglikanie. Kompleks MotA/MotB powstaje 
dzięki oddziaływaniom domen transmembra
nowych obu białek. Mutacje genu motB są zlo
kalizowane w sekwencji kodującej domenę 
transmembranową oraz peryplazmatyczną i za
zwyczaj związane są z całkowitą inaktywacją 
motora. To, że niektóre z mutacji motB są su- 
presjonowane przez dodatkowe mutacje w ge
nach motA, JliG lub JliM (G a r z a  i współaut.
1996) może wskazywać, iż oprócz wiązania sta
tora ze ścianą komórkową białko MotB odpo
wiada również za właściwe wzajemne ułożenie 
składników motoru i wraz z białkiem MotA 
tworzy kanał dla protonów.

ZRODŁO ENERGII — GRADIENT POTENCJAŁU ELEKTROCHEMICZNEGO

Źródłem energii wykorzystywanej do napę
dzania motoru rotacyjnego rzęski jest gradient 
potencjału elektrochemicznego na zewnątrz i 
wewnątrz błony cytoplazmatycznej. U Bacillus 
subtilis, Spreptococcus, Escherichia coli i Salmo
nella typhimurium wykazano, że motor rotacyj
ny napędzany jest gradientem protonów po obu 
stronach błony cytoplazmatycznej (L a rs e n  i 
współaut. 1974, M a n so n  i współaut. 1977, M a- 
t s u r a  i współaut. 1977, G la g o l e v  i S k u la c h e v  
1978, C hun i P a rk in so n  1988). Efekty mutacji 
genów motA i motB wskazują, że kanał dla 
przepływu protonów napędzającego motor rzę
ski tworzą transmembranowe domeny produ
któw białkowych tych genów (B la i r  i B e r g  
1990, S t o l z  i B e r g  1991, G a r z a  i współaut. 
1995, S h a rp  i współaut. 1995a,b). Istotnych 
informacji dotyczących funkcji białek MotA i 
MotB dostarczyły badania przy użyciu syste
matycznej mutagenezy prowadzącej do substy
tucji poszczególnych aminokwasów tiyptofa- 
nem, a więc wprowadzające duży hydrofobowy 
aminokwas (S h a rp  i współaut. 1995a,b). Ich 
wyniki wskazują, że mutacje zmieniające stru

kturę przestrzenną i charakter hydrofilowy po
tencjalnie transmembranowych helis a białka 
MotA, zaburzając funkcje kanału protonowego, 
inaktywują ruch rzęski. Również mutacje wpro
wadzone w białku MotB w odcinku transmem- 
branowym (w pobliżu końca peiyplazmatyczne- 
go) zaburzają funkcjonowanie kanału. Wbrew 
wcześniej proponowanym modelom (E ls t o n  i 
O s t e r  1997), nie wydaje się, żeby protony po
ruszały się przez kanał w sposób „skwantowa- 
ny”, poprzez przeskakiwanie pomiędzy kolejny
mi wiążącymi je aminokwasami domen trans
membranowych MotA i MotB. Przeczy temu 
fakt, że jak wskazują wyniki mutagenezy białek 
tworzących motor, tylko jeden aminokwas o 
odpowiednim charakterze chemicznym i wyso
kim stopniu konserwacji u różnych mikroorga
nizmów, D32 białka MotB, jest niezbędny do 
prawidłowego funkcjonowania motoru (Z h ou  i 
współaut. 1998a). Na razie nie są znane żadne 
szczegóły dotyczące mechanizmu sprzęgającego 
przepływ protonów z ruchem rotacyjnym. Przy
puszcza się, że przepływ ten wywołuje zmiany 
konformacyjne białka MotA, które są odpowie
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dzialne z kolei za zmianę oddziaływań z innymi 
komponentami motoru (przede wszystkim FliG) 
wywołującymi ruch (Lloyd  i współaut. 
1996,1999; Lloyd i Blair  1997; Zhou i B lair 
1997; Zhou i współaut. 1998b).

Liczna grupa bakterii posiada motory rzę
skowe napędzane gradientem nie protonów, a 
jonów Na+. Najlepiej poznane są motory rzęsko
we niektórych przedstawicieli rodzaju Vibrio 
(D ibrov i współaut. 1986, H irota  i Imae 1983). 
Rzęski napędzane przepływem jonów sodowych 
wykazują znacznie większą szybkość. Dochodzi 
ona do 1700 obrotów na sekundę. W skład 
statora w motorach napędzanych gradientem 
Na+ wchodzą cztery białka: MotX, MotY, PomA 
i PomB. Białka PomA i PomB wykazują wysoką 
homologię zarówno na poziomie sekwencji, jak 
i struktury domenowej z białkami, odpowie
dnio, MotA i MotB wchodzącymi w skład moto
rów napędzanych gradientem protonów. Białka 
MotX i MotY to białka błonowe zawierające 
pojedynczy segment transmembranowy (Oku- 
nishi i współaut. 1996). Białko MotY na końcu 
karboksylowym zawiera motyw wiążący się z 
peptydoglikanem (podobnie jak MotB). Ponie
waż nadprodukcja MotX w E. colihamuje wzrost 
bakterii w podłożu o wysokiej zawartości Na+ i 
efekt ten znosi amilorid, inhibitor kanałów so
dowych, białko to niewątpliwie współuczestni
czy w funkcjonowaniu kanału sodowego 
(McCarter  1994) Jednocześnie MotX odpowia
da za błonową lokalizację MotY. W peiypla- 
zmatycznych pętlach białka PomA (szczególnie 
w pętli3-4 w pozycjach 169-175) lokują się mu
tacje inaktywujące motor (Asai i współaut. 
2000a). Ponieważ jednocześnie reaktywność re
szty 170 w mutancie D170C zmienia się w 
zależności od stężenia Na+, wydaje się, że reszta 
D170 (w PomA typu dzikiego) jest skierowana w 
stronę kanału i kontaktuje się z Na+. Niska 
reaktywność reszt cysternowych wprowadzo
nych w miejsce aminokwasów pętli 1-2 wskazu
je, że region ten może być „przykryty” innym 
białkiem, np. PomB, MotX lub MotY, lub, że jest 
położony wewnątrz kanału sodowego. W pozycji 
31 PomA (pętla 1-2) jedyna tolerowana substytu

cja to D31E, co wskazuje, że ujemny ładunek w 
tej pozycji ma zasadnicze znaczenie dla przepły
wu jonów Na+ (Kojima i współaut. 2000). Przy
puszczalnie pojedynczy element statora w mo
torach zależnych od jonów sodowych tworzy 
dimer PomB i dwa dimery PomA (Sato  i Homma 
2000a).

Bardzo interesujące wyniki przyniosły ba
dania nad selektywnością kanału jonowego mo
torów rzęskowych (Asai i współaut. 1999, 
2000b). Okazało się, że białko MotA może zastą
pić białko PomA, przywracając mutantom pomA 
zdolność do ruchu zależnego od gradientu Na+, 
natomiast PomB nie może zostać zastąpione 
przez MotB. Chimeryczne białko MomB (dome
ny cytoplazmatyczna i transmembranowa biał
ka MotB połączone z peryplazmatyczną domeną 
PomB) tworzy funkcjonalny motor zależny od 
Na+ zarówno z PomA, jak i MotA. Ta daleko 
posunięta wymienność elementów tworzących 
kanały sodowy i protonowy sugerowałaby, że 
specyficzność kanału sodowego jest determino
wana przez czynniki zlokalizowane poza samym 
kanałem, np. białka MotX i MotY. Świadczy o 
tym również fakt, że reszta D32, jedyna reszta 
konserwowana we wszystkich znanych homo- 
logach białka MotB, jest również obecna w 
odpowiadającej pozycji w białku PomB (D24) i 
wszystkie substytucje w tej pozycji z wyjątkiem 
konserwatywnej D32E całkowicie inaktywują 
motor. Poza tym rekonstytuowany kanał sodo
wego motoru rzęskowego Vibrio alginolyticus, 
choć składa się wyłącznie z białek PomA i PomB, 
wykazuje selektywność dla jonów Na+ (Sato  i 
H omma 2000b).

Niedawno poznano sekwencję aminokwaso- 
wą pozostałych składników motoru rzęskowe
go, FliG, FliM i FliN Vibrioparahaemolyticus i V 
cholerae, a więc mikroorganizmów, których rzę
ski napędzane są gradientem jonów Na+ (Boles 
i M cCarter  2000, Y orimitsu  i H omma  2001). 
Okazało się, że wszystkie 3 obdarzone ładun
kiem reszty aminokwasowe, które pełnią klu
czową rolę w aktywności FliG E. coli są zacho
wane również w przypadku FliG w motorach 
zależnych od jonów sodowych.

M ECHANICZNE PARAM ETRY MOTORU RZĘSKOW EGO

Większość informacji dotyczących parame
trów mechanicznych motoru rzęskowego uzy
skano na podstawie pomiarów wpływu siły ha
mującej obrót rzęski na tempo obrotów dokona
nych na komórkach E. coli i S. Typhtmurium, 
obracanych przez pojedynczą rzęskę przytwier
dzoną do podłoża lub zmieniając siłę utrzymu
jącą pułapkę optyczną, w której umieszczono

polistyrenową kulkę związaną z rzęską (Berg i 
T urner 1993, Ryu  i współaut. 2000). Ustalono, 
że pojedynczy motor wytwarza moment obroto
wy o wartości 300-600 pN. Przy założeniu, że 
jest on wytwarzany przez 10 elementów statora, 
uzyskano wartość 30-60 pN na pojedynczy gen
erator obrotów. Ze względu na znacznie większą 
szybkość, motory napędzane gradientem jonów
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Na+ wytwarzają mniejszy moment obrotowy, ok. 
100 pN.

Stwierdzono również, że motor rzęskowy 
wykazuje „duty ratio” bliski jedności, tj. prawie 
w każdym momencie każdy generator momentu 
obrotowego pozostaje w kontakcie z rotorem 
przez większą część cyklu pracy (Ryu  i współ
aut. 2000). Wyznaczono także parametry pracy 
pojedynczego generatora obrotów — prędkość 
liniowego przemieszczenia (30 pm/s), częstotli
wość kroczenia (12 kHz) i wytwarzaną moc (1,5

5 -1x 10 pN nM s ). Na podstawie pomiarów kine
tycznych pracy motoru rzęskowego E. coli sza
cuje się, że każdemu pełnemu obrotowi rzęski 
towarzyszy przepływ 1200 protonów. Zgodnie z 
obliczeniami termodynamicznymi uwzględ
niającymi powyższe parametry, rzęskowy motor 
rotacyjny wydaje się przekształcać energię po
tencjalną, związaną z gradientem jonów po obu 
stronach błony cytoplazmatycznej, w energię 
mechaniczną obracającej się rzęski z wydajno
ścią bliską 100 %.

MODEL DZIAŁANIA MOTORU ROTACYJNEGO

Ultrastruktura motoru rotacyjnego nadal 
nie jest znana, jednakże dokładne badania do
tyczące efektów mutacji pięciu białek wchodzą
cych w jego skład oraz określenie ich struktury 
domenowej i dokładnej stechiometrii poszcze
gólnych składników kompleksu oraz określenie 
symetrii rotacyjnej pierścieni M i C sugerują 
model jego struktury (Thomas i współaut.
1999). Wydaje się, że pierścień M tworzy 26 
symetrycznie ułożonych kompleksów FliF-FliG 
(Jones i współaut. 1990). Z kolei pierścień C, 
utworzony przez kompleksy białek FliM-FliN, 
wykazuje symetrię 34-krotną. Innymi słowy 
pierścień C wydaje się mieć o 8 podjednostek 
więcej niż pozostający z nim w kontakcie pier
ścień M, a więc dokładnie tyle, ile etapów wy
kryto przy restytucji obrotów rzęski za pomocą 
kontrolowanej ekspresji białek MotA lub MotB 
(Blair i Berg 1988, Block  i Berg 1984). Na 
podstawie tych danych liczbowych oraz infor
macji na temat kontaktów pomiędzy poszcze
gólnymi komponentami motoru i przynależno
ści białkowych składników do statora i rotora 
zaproponowano model funkcjonalny motoru ro
tacyjnego (Ryc. 2). Stator tworzyłby pierścień 
heterodimerów MotA/MotB, zakotwiczonych w 
peptydoglikanie i mających postać bolców (ang. 
studs) skierowanych w stronę pierścieni M i C. 
Pierścienie M i C utrzymywałyby ścisły kontakt 
przez oddziaływania między białkiem FliG pier
ścienia M i białkiem FliM pierścienia C. W 
oddziaływaniach tych uczestniczyłoby wszy
stkie 26 cząsteczek FliG wchodzących w skład 
pojedynczego pierścienia M i identyczna liczba 
cząsteczek FliM w pierścieniu C. Pozostałe 8 
podjednostek pierścienia C wiązałoby się z dys- 
talną częścią bolców, a więc z białkiem MotA. 
Taki model wyjaśniałby istnienie 8 generatorów 
momentu obrotowego w każdym motorze (patrz 
sekcja MotA i MotB). Ta liczba wynikałaby z 
różnicy pomiędzy podjednostkami pierścienia 
M i pierścienia C i odpowiadającej jej liczby 
kompleksów MotA/MotB.

Mechanizm ruchu polegałby na obrocie obu 
pierścieni wywołanym przez kolejne oddziały
wanie MotA z tymi cząsteczkami FliM w pier
ścieniu C, które nie byłyby związane przez FliG 
z pierścienia M. Postuluje się, że kompleks 
MotA-FliM miałby zdolność do kierunkowego 
przemieszczania się i oddziaływania z sąsiadu
jącym kompleksem FliG-FliM i wymiany zwią
zanych cząsteczek FliM pomiędzy białkami 
MotA i FliG. Taka wymiana stanowiłaby mole
kularny mechanizm ruchu obrotowego obu 
pierścieni: C i M. Ze względu na różną liczbę 
podjednostek pierścienie C i M poruszałyby się

Ryc. 2. Model działania motoru rotacyjnego (wg T ho
masa i współaut. 1999).
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z inną prędkością. Każdy cykl powodowałby 
przemieszczenie się pierścienia M o 1/26 obro
tu, podczas kiedy pierścień C przemieściłby się 
o 1/34 obrotu. Ponieważ pierścień M jest inte
gralną częścią ciałka podstawowego (a więc i 
całej rzęski), a pierścień C pozostaje w łączności 
z ciałkiem podstawowym tylko dzięki konta
ktom z pierścieniem M, według proponowanego 
modelu pierścień C wykazywałby rotację w sto
sunku do rzęski.

Istnieją dwa nieco odmienne modele wyjaś
niające sprzężenie pomiędzy przepływem proto
nów, a ruchem obrotowym rotora względem

statora. Pierwszy z nich postuluje, że pro ton jest 
przyłączany przez resztę D32 MotB, co wywołu
je zmiany konformacyjne w białku tworzącym 
stator/kanał protonowy, MotA (B ra u n  i współ
aut. 1999). Zmiany te, prowadząc do przemie
szczenia się naładowanych reszt MotA, oddzia
łujących z naładowanymi resztami rotora, wy
wołują ruch obrotowy. Drugi model sugeruje, że 
ruch jest wynikiem zmiany oddziaływań pomię
dzy skośnie ułożonymi resztami obdarzonymi 
ładunkiem a liniowo ułożonymi miejscami wią
żącymi protony w kanale transmembranowym 
(W a lz  i C ap lan  2000).

PERSPEKTYWY

Rzęskowe motory rotacyjne od lat stanowią 
obiekt intensywnych badań łączących metody 
biofizyki, biochemii i biologii molekularnej. Na
dal jednak, pomimo że nasza wiedza na temat 
budowy tej niezwykłej klasy maszyn molekular
nych oraz funkcji poszczególnych elementów 
jest coraz większa, nie mamy ugruntowanego 
poglądu na żadną z podstawowych kwestii do
tyczących molekularnego mechanizmu odpo
wiadającego za przekształcenie przepływu jo
nów w poprzek błony cytoplazmatycznej w ruch 
rotacyjny rzęski. Jest to szczególnie widoczne 
przy porównaniu naszej wiedzy na temat rotora 
rzęskowego z innym motorem rotacyjnym, syn- 
tazą ATP (E n g e lb r e c h t  i J u n g ę  1997, K in o s ita  
i współaut. 1998, N a k a m o to  i współaut. 1999, 
C r o s s  2000).

Wydaje się, że jedną z głównych trudności 
jest prawie całkowity brak informacji na temat 
struktury molekularnej poszczególnych białek 
tworzących motor rzęskowy (jedynym wyjąt
kiem jest C-terminalna domena FliG). Oprócz 
tego, do stworzenia modelu motoru rzęskowego 
niezbędne też będzie ostateczne potwierdzenie 
stechiometrii poszczególnych białek tworzą
cych rotor i stator.

Pewne nadzieje można też wiązać z rozwo
jem badań nad motorami napędzanymi prze

pływem jonów Na+. Dzięki temu, że dużo łatwiej 
można manipulować stężeniem tych jonów w 
środowisku, możliwe są różnorodne badania 
motorów sodowych w układzie in vivo, których 
nie dałoby się przeprowadzić w przypadku mo
torów napędzanych przepływem protonów (po
nieważ zmiany pH środowiska życiowego bakte
rii podlegają znacznie poważniejszym ograni
czeniom) .

Najistotniejsze pytania dotyczące mechani
zmu działania motoru rotacyjnego nadal wyma
gają odpowiedzi:

1) Jaka jest liczba kroków wykonywanych 
przez rotor podczas jednego obrotu?

2) Jaki jest mechanizm oddziaływania prze
pływających jonów z białkami tworzącymi kanał 
i/lub generującymi ruch obrotowy?

3) Jaki jest strukturalny mechanizm sprzę
żenia przepływu jonów z ruchem obrotowym?

4) Jak na poziomie molekularnym odbywa 
się zmiana kierunku rotacji motoru?

5) Jakie aminokwasy białek statora i rotora 
oddziałują ze sobą i jak oddziaływanie to zmie
nia się podczas obrotu?

6) Jaki jest molekularny mechanizm gene
racji siły obracającej rotor?

BACTERIAL ROTARY MOTORS 

Sum mary

For many procaryotes the ability of directed movement 
of the cell is of basic importance to survival in changing 
environment. The most common form of cell motility among 
bacteria is flagellum induced swimming. Bacterial flagellum 
is a long helical cell appendage built from a single kind of 
protein, flagelline, moving in the rotary fashion in both 
directions. The clockwise rotation results in tumbling (i.e. 
abrupt random change of swimming direction) while the 
counter clockwise rotation results in close to linear swimm
ing. Flagella are anchored in cell membranes through an 
elaborate structure called basal body made of central rod

and several rings. Two proximal rings — MS ring spanning 
the cell membrane and C ring on the cytoplasmic side of 
cell membrane participate in torque generation. Bacterial 
rotary motor consists of a rotor built by three proteins FliG 
(MS ring), FliN and FliM (both in C ring) — and a stator 
made of MotA/MotB complexes. The motor is powered by 
electrochemical potential across the cell membrane. Stator 
proteins, visible in electron microscope as 8-10 studs sur
rounding the basal body, function as ion channels specific 
either to protons (i.e in E. coli) or Na+ (Vibrio alginolyticus). 
Most probably ions leaving the channel on the cytoplasmic
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side of cell membrane change the interactions between 
stator and rotor components which results in rotor rotation. 
Although, due to very limited structural information, we do 
not know how the ion flux is converted into the mechanical

energy, several models of the rotary motor action have been 
proposed based on the genetical, biophysical and biochemi
cal data.
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