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2 T. SAWICKA

cesach, Jak przyleganie komodorkowe (cell adhesion) [4, 42, 53] 1| podzial
komorki [5, 7]. Sugeruje sie, ze w procesie regulacji podziatow komorko-
wych uczestnicza powilerzchniowe enzymy hydrolityczne z grupy pro-
teaz [5].

Mechanizm przylegania komorkowego nie jest do dzisS w peini wy-
jasniony, Jakkolwiek w ostatnich latach sformutowano kilka hipotez
dotyczacych zaleznosci tego zjawiska od sktadnikow plazmolemy [40, 46,
52, 55, 76, 83, 85].

Mayhew sugerowat [40], ze taczenie sie w komplementarne pary za-
sad Jednoniciowego RNA, wystepujacego na powierzchni sasiadujacych
komorek, moze byC powodem specyficznego rozpoznawania sie 1 przy-
legania komorek. Roseman [52, 53] oraz Roth 1 White [56] sformutowali
hipoteze, ze rozpoznawanie sie komorek, w wyniku ktdorego zachodzi
specyficzne przyleganie, zalezy od oddziatywania miedzy powilerzchnio-
wymi glikozylotransferazami 1 resztami glikozylowymi na powierzchni
komorki sasiedniej. Obie hipotezy nie zostaty jednakze dotychczas w spo-
sob dostateczny udokumentowane doswiadczalnie.

Zmiany struktury 1 wiasciwosci plazmolemy po zakazeniu wirusem
karcinogennym komorki hodowanej In vitro znajduja sie wspotczesnie
w centrum uwagl wielu biologow. Zmiany powierzchni komaorki, spo-
wodowane transformacja wirusowa [85], obejmuja takie zjawiska, jak
wzmozenie transportu aktywnego zwiazkow przez plazmoleme, zmiany
strukturalne glikoproteidow 1 glikolipidow powierzchniowych, zmniej-
szenie sie 1losci wielkoczasteczkowych glikoproteidow powierzchnio-
wych 1 zmiany zdolnosci do aglutynacji komorek pod wptywem lektyn
roslinnych. Ponadto zmiany na powierzchni komorek nowotworowych,
polegajace na odstonieciu miejsc receptorowych, dla takich lektyn roslin-
nych, jak np. konkanawalina A, towarzysza zjawisku utraty zdolnosci ko-
morek do zahamowania kontaktowego [7].

Badania nad plazmolema dotycza rowniez ustalenia je] sktadu enzy-
matycznego. Stwierdzono, ze w plazmolemie wystepuja liczne enzymy
hydrolityczne. Funkcja biologiczna hydrolaz plazmolemy polega prawdo-
podobnie na umozliwianiu przenikania przez btony zwiazkow, takich
Jak nukleotydy, polinukleotydy 1 fosforany cukrowe, po ich uprzedniej
defosforylacji [32]. Na przyktad wedtug Yanarell 1 Aronsona [861 catko-
wita degradacja pozakomdorkowego RNA, w przypadku komorek watroby
szczura, moze przebiegac na skutek zespotowego dziatania enzymow
endonukleazy, 3'-nukleotydazy, 5'-nukleotydazy 1 fosfodwuesterazy, kto-
re wystepuja w plazmolemie tych komorek. Podobnie powierzchniowa
pyrofosfataza nukleotydowa, hydrolizujaca nukleozydodwufosfo cukry,
oraz fosfohydrolaza (alkaliczna fosfataza), hydrolizujgca fosforany hek-
soz, powoduja odszczepienie grupy fosforanowej tych zwiazkow 1 umozli-



AKTYWNOSC NUKLEOLITYCZNA PLAZMOLEMY 3

wiaja w ten sposob metabolizowanie produktow hydrolizy przez ko-
morke [76].

Wiasciwosct enzymow powierzchniowych niektorych komorek ssa-
kow czesto sg zblizone do witasciwosci analogicznych enzymow wystepu-
jacych w surowicy. Ostatnio sugeruje sie nawet, ze aktywnosSci niekto-
rych enzymow powierzchniowych komaorek hodowanych in vitro, takich
jak np. rybonukleazy [21], pochodza z surowicy.

Rozwazajac sens biologiczny wystepowania enzymow nukleolitycz-
nych w plazmolemie ssakow, nalezy mie¢ na uwadze mozliwos¢ ich dzia-

tania jako systemu uniemozliwiajgcego wydostawanie sie wtasnego kwasu
nukleinowego poza komaorke lub chronigcego komorke przed obcym RNA.

Il. HYDROLIZA POZAKOMORKOWEGO RNA

Hydroliza pozakomdrkowego RNA przebiega prawdopodobnie stop-
niowo, przy udziale szeregu kolejno dziatajacych enzymow. Zamieszczo-
ny schemat, zaproponowany przez Yanarell 1 Aronsona [86], przedsta-
wia hipotetyczny uktad enzymatyczny degradujacy RNA, ztozony z en-
zymow nukleolitycznych wystepujacych w plazmolemie komorek watroby

szczura.
Rozktad czagsteczki RNA rozpoczyna endonukleaza, ktora uwalnia

fragmenty oligonukleotydowe z wolng grupa fosforanowg przy weglu 3
| z wolng grupg wodorotlenowa przy weglu 5'.

Nastepnie grupa fosforanowa przy weglu 3' ulega odszczepieniu pod
wptywem 3'-nukleotydazy.

Oligonukleotydy z wolng grupa wodorotlenowa przy weglu 3' sa
atakowane przez fosfodwuesteraze I, w wyniku czego odszczepiane s3a
5'-mononukleotydy.

Z kolei odszczepiane sa grupy fosforanowe przy weglu 5' pod wphy-
wem 5'-nukleotydazy, powstaje wowczas fosforan nieorganiczny 1 odpo-
wiednie nukleozydy.

Omowione zostana kolejno enzymy, ktdére moga brac udziat w hy-
drolizie RNA wedtug przedstawionego schematu.

1. RYBONUKLEAZA (Y) (RNA > OLIGONUKLEOTYDY)

Obszerne dane literaturowe o strukturze 1 funkcji rybonukleaz do-
tycza gtownie form rozpuszczalnych enzymu. Szczegolnie doktadnie po-
znana jest rybonukleaza trzustkowa — RN-aza | [66], Stosunkowo skgpa
| czasem kontrowersyjna jest literatura dotyczaca wiasciwoscl rybonu-
kleaz zwigzanych z btonami komorkowymi. Mozna tutaj takze wspom-
niec, ze w organellach komdrkowych tkanek zwierzecych wykazano obec-
nosc enzymow nukleolitycznych [12, 24-26, 35, 78].
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W badaniach nad wystepowaniem 1 aktywnoscia rybonukleaz
w plazmolemie oznaczano albo stopien degradacji 1 utraty biologicznej
aktywnoscli RNA znajdujacego sie na zewnatrz cate] nienaruszonej Kko-
morki, albo oznaczano aktywnoSc rybonukleazy w wyizolowanej, okres-
lonej frakcji bton. Ocena wynikdw uzyskiwanych drugim sposobem
powinna byC z reguty ostrozna ze wzgledu na mozliwosc adsorbowania
przez btony enzymu rozpuszczalnego. Natomiast w doSwiadczeniach,

w ktorych stosowano cate komorki pochodzace z hodowli In vitro, istnieje
mozliwos¢ adsorbowania sie na btonie komodrkowe] rybonukleazy z su-
rowicy.

AktywnoSC rybonukleolityczna zwiazang z powierzchnia komorek
HelLa wykazalt w 1961 r. Norman 1 Veomett [47] inkubujac cate komorki,
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bedace w fazie wzrostu eksponencjalnego, z radioaktywnym 3P-RNA
| oznaczajac nastepnie produkty hydrolizy. Autorzy okreslali rowniez
procent utraty Infekcyjnosci RNA wirusa mozaiki tytoniowe] po inkuba-
Cjl z nienaruszonymi komorkami.

Stonehtll 1 Huppert [61] wykazali, ze frakcja bton komorkowych,
uzyskana z komorek raka Krebsa u myszy technika roznicowego wiro-
wania homogenatow, zawierata aktywna endonukleaze. AktywnoscC enzy-
mu oznaczano dwoma metodami: metoda badania i1losci produktow roz-
puszczalnych w kwasie uwalnianych przez enzym z RNA drozdzowego
oraz metoda okreslania procentu inaktywacji danego preparatu RNA
wirusowego. Porownywano wyniki uzyskane tymi metodami dla endo-
nukleazy z bton komorek nowotworowych 1 rybonukleazy trzustkowe].
Autorzy stwierdzili, ze dziatanie hydrolityczne endonukleazy na RNA
drozdzowe byto 25-krotnie mniej efektywne niz rybonukleazy trzust-
kowe] przy rownocennej ilosci obu enzymow w metodzie drugiej. Auto-
rzy ttumaczyli te roznice specyficznoscia dziatania enzymu 1 przyjeli, ze
rybonukleaza z bton tnie RNA tylko w Kkilku miejscach, podczas gdy ry-
bonukleaza trzustkowa rozktada czasteczke RNA w wielu miejscach
| uwalnia z RNA wiele matych fragmentow oligonukleotydowych.

Nukleazy, wystepujace w btonach komorkowych ssakow, badano
rowniez z punktu widzenia obrony komorki przed infekcja wirusowa [72],
De Clerg 1 wsp. [13] wykazali, ze polirybonukleotydy Indukujg wytwa-
rzanie interferonu w komodrkach ssakow hodowanych in vitro. Marcus
| wsp. [39] zaobserwowali, ze interferon indukuje aktywnosc alkalicznej
rybonukleazy wystepujace] w btonach fibroblastow zarodkow mysich.
Autorzy wyrazili przypuszczenie, ze by¢c moze zjawisko to jest podstawa
mechanizmu antyinfekcyjnego dziatania interferonu w komorkach ssa-
kow. Z badan Maennera 1 Brandera [41] wynika jednak, ze aktywnoScC
RN-azowa Jest Iindukowana przez interferon w plazmolemie tylko nie-
ktorych rodzajow ssakow. Autorzy ci stwierdzili bowiem, ze interferon
nie indukuje aktywnosSci RN-azowej w btonach komorkowych nerki
matpy. Brown 1 wsp. [8] oraz Sen 1 wsp. [73] stwierdzili, ze endonukle-
aza z wyclaggu komorek raka Ehrlicha, u myszy poddanych uprzednio
dziataniu interferonu, hydrolizuje mRNA w obecnosci dwuniciowego
RNA szybciej w porownaniu z wyciagiem z komorek, ktorych nie pod-
dawano dziataniu Interferonu. Ostatnio Ratner 1 wsp. [57] wyizolowalli
z komorek raka Ehrlicha dwa niskoczasteczkowe zwiazki, ktore w cza-
sie Inkubacji z ATP 1 dwuniciowym RNA Indukowaty tworzenie sie ter-
mostabilnego produktu, ktory z kolei byt aktywatorem endonukleazy.

Omowione dane doswiadczalne, dotyczace rybonukleaz jako sktad-
nikow bton komorkowych, komorek hodowanych in vitro sa kontrower-
syjne w Swietle wynikow badan ostatnio opublikowanych przez Fullera



0 T. SAWICKA

| Marcusa [21]. Autorzy badali aktywnosc rybonukleazy powierzchniowe]
komorek linli Vero z nerki szarej matpy (GMK = gray monkey kidney).
AktywnosSc skierowang przeciwko jednoniciowemu RNA oznaczano stop-
niem utraty infekcyjnosci RNA z wirusa Sindbis, a aktywnoSC hydroli-
tyczna skierowang przeciwko dwuniciowemu RNA o0znaczano metoda
okreSlania wydajnosci polinukleotyddow (poli | :poli C) jako czynnika
Indukujacego wytwarzanie interferonu przez komorke. Wyniki przepro-
wadzonych rownoczeSnie doswiadczen kontrolnych wskazywaty, ze ak-
tywnosC rybonukleazowa zwigzana z btong komorkowa pochodzi z suro-
wicy dodawane] do pozywki, w ktorej hodowano komorki. Stwierdzono,
ze surowica cieleca, ktora wykazuje aktywnoS¢ nukleazowa, 1naktywo-
wata w niektorych przypadkach nawet w 50% dodawany preparat RNA
z wirusa Sindbis. Obliczono, ze okoto 5% aktywnosci rybonukleazowe]
obecne] w surowicy adsorbuje sie na powierzchni komorek (GMK) rosna-
cych w hodowli jednowarstwowej. Komorki rosnace w pozywce nie za-
wierajace] surowicy oraz komorki przemyte okoto 10 razy wykazywaty
staba aktywnosC rybonukleazowa, okoto sto razy nizsza od nie przemy-
wanych.

W wielu pracach dotyczacych zmian aktywnosci rybonukleolitycz-
ne] jako metaboliczne] reakcji komorki na bodzce, takie jak np. infekcja
wirusowa [41] lub dziatanie interferonu [62], ozhaczano aktywnosSC enzy-
mu w ekstraktach z catych komorek. Trudno jest przeto oceniC udziat
w tym procesie rybonukleaz powierzchniowych. To samo odnosi sie do
badan nad aktywnoscia rybonukleaz w réznych fazach cyklu komorko-

wego, W ekstraktach z jader komorkowych synhronizowanej hodowli
komorek myszy [43], w lizosomach Tetrachymena pyriformis [73], w eks-
traktach z catych komorek zsynhronizowanej hodowli komodrek roslin-
nych [61] oraz w sonifikatach limfocytow ludzkich stymulowanych do
podziatu phytohemaglutyning [24]. Wiadomo, ze Inne enzymy wystepu-
jace w btonach komorkowych ssakow, jak np. alkaliczna fosfataza [38]
lub glikozylotransferazy [59], zmieniaja swoja aktywnoSC w zaleznosci
od fazy cyklu komorkowego w hodowli synhronizowanej.

Badania nad rybonukleazami powierzchniowymi objety rowniez bto-
ny komorkowe retikulocytow. Wreschner 1 wsp. [84] wyizolowali inhi-
bitor biosyntezy biatka z bton komorkowych retikulocytow krolika po
zadziataniu na oczyszczong frakcje bton Trytonem X-100. Inhibitor oczy-
szczono 120-krotnie, uzyskujac preparat jednorodny elektroforetycznie.
Jego ciezar czasteczkowy miescit sie w zakresie wartosci 5000-8 000 dal-
tonow. Oczyszczony Inhibitor wykazywat aktywnosc endonukleolityczna
| rozktadat rybosomalne RNA o state] sedymentycji w 28S. Ze wzgledu
na Jego lokalizacje w btonie, enzym nazwano rybonukleaza M (mem-

brane).
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Charakterystyke reakcjl enzymatycznych katalizowanych przez rybo-
nukleazy powierzchniowe przeprowadzano postugujac sie enzymem po-
chodzacym z bton komorkowych watroby szczura, uzyskiwanych technika
roznicowego wirowania homogenatow tkankowych [19, 20, 37, 50]. Pro-
spero 1 wsp. [50] ocenili udziat rybonukleaz powierzchniowych w odnie-
sieniu do aktywnosci rybonukleazowej cate] komaorki na 20 do 30%, przy
czym aktywnosci enzymu badano w tym samym pH (8,7) 1 przy takim
samym stezeniu jonow magnezu. Norris 1 wsp. [48] ocenili udziat alka-
liczne] rybonukleazy w plazmolemie komorek watroby szczura na 50%
aktywnosci rybonukleolityczne) catej komorki. Autorzy ci nie stwierdzali
przy tym rdznic w poziomie aktywnosci enzymu w plazmolemie komadrek
pochodzacych z watroby normalnej 1 nowotworowe].

Wedtug Emmelota 1 wsp. [19] aktywnosc rybonukleolityczna plaz-
molemy komorek watroby szczura wykazuje dwa optima aktywnoscl,
a mianowicle: jedno w pH = 8,9 1 drugie w pH = 7,6. AktywnosC mie-
rzona w pH Dbardzie] alkalicznym, po dziataniu na btony dezoksychola-
nem, dodatkowo wzrastata, przy rownoczesnym obnizaniu sie aktywnosci
w pH = 7,6. Uzyskane wyniki sugerowaty, zdaniem autorow, mozliwosc
wystepowania w btonach ztozonego uktadu rybonukleaz, sktadajgcego
sie z kilku roznych enzymow degradujacych RNA.

Yanarell 1 Aronson [86] wykazali, ze produktami hydrolizy RNA,
degradowanego przez rybonukleaze bton komorkowych watroby szczura,
sg oligonukleotydy, co wskazywato na endonukleolityczny mechanizm
dziatania enzymu. Autorzy stwierdzili, ze okoto 25% aktywnosSci endonu-
kleolityczne] mozna oddzielic od bton stosujac do wymywania 0,15
M NaCl. EDTA nie hamowato aktywnosci enzymul.

Gaward 1 wsp. [26] wykazall wystepowanie na powierzchni hepato-
cytow szczura aktywnosci alkalicznej 1 kwasne] rybonukleazy. Enzym
byt wrazliwy w pH zasadowym na biatkowy Inhibitor wyizolowany z cy-
toplazmy hepatocytow.

Wedtug reakcjl przedstawionych na schemacie, endonukleaza bton
komorkowych watroby szczura, powodujaca powstawanie oligonukleoty-
dowych fragmentow, dostarcza substraty dla 3'-nukleotydazy.

2. 3'"-NUKLEOTYDAZA (E.C.3.1.3.6.)

Dane literaturowe dotyczace 3’-nukleotydazy powierzchniowe] sa
stosunkowo nieliczne [11, 23, #6]. Enzym ten jest szeroko rozpowszech-
niony w swiecie roslinnym [11]. Wedtug schematu hydrolizy pozakomor-
kowego RNA, zaproponowanego przez Yanarell 1 Aronsona [86], 3'-nukle-
otydaza wystepujaca w btonach komorkowych watroby szczura katali-
zuje hydrolize grup fosforanowych przy weglu 3'-oligonukleotydow.
Stwierdzono [23, 86], ze optimum pH dla 3'-nukleotydazy z bton komor-
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kowych watroby szczura lezy w granicach wartosci od 8,9 do 9,55. Inhi-
bitorami enzymu sa jony cynku oraz EDTA.

3. FOSFODWUESTERAZA | (E.C.3.14.1).

Fosfodwuesteraza | jest 5'-egzonukleazg, ktdora uwalnia nukleozydo-
-5'-fosforany z RNA, wymagajac do swe] aktywnosSci wolnej grupy wo-
dorotlenowej przy weglu 3.

Ogolne dane dotyczace enzymu pochodzacego z roznych tkanek zo-
staty szczegotowo omowione w artykule przegladowym [67], Wystepowa-
nie fosfodwuesterazy | w Dbtonach komorkowych watroby szczura
wykazano zarowno metodami cytochemicznymi [65], Jak tez metoda
biochemiczng oznaczania aktywnosci enzymu w btonach komorkowych
wylzolowanych technika wirowania [6, 16, 19, 48, 50, 86], Jako substrat
stosowano bis-p-nitrofenylo-fosforan lub RNA. Prospero 1 wsp. [50] obli-
czyli, ze aktywnosc fosfodwuesterazy | uwolnione] Trytonem X-100
Zz bton komorkowych watroby szczura wynosi okoto 65 do 90% catkowi-
te] aktywnosci enzymu w komorce. Autorzy ci ustalili, ze optimum
aktywnoscli enzymu przypada w zakresie wartosci pH miedzy 85 a 8,9,
w obecnosci jonow magnezu. Wykazano, ze fosfodwuesteraze | mozna
uwolnic z bton komodrkowych rozpuszczalnikami organicznymi, enzy-
mami proteolitycznymi lub detergentami, takimi jak np. dezoksycholan
|7, 16]. Badania Bishoffa 1 wsp. [/] oraz Evansa 1 wsp. [16] wykazaty, ze
enzym ten jest glikoproteidem o ciezarze czasteczkowym okoto 130 000
daltonow. Yanarell 1 Aronson [86] stwierdzili, ze sposrod przebadanych
dwuwartosciowych jonow metali: Co2, Mnz, Caz+, Mg | Zn2+, naj-
bardzie] efektywnym aktywatorem fosfodwuesterazy | z bton komorko-
wych watroby szczura sg jony cynku. Autorzy badali hydrolize RNA ka-
talizowana przez enzymy zwiazane z btonami w obecnosci lub przy braku
EDTA w mieszaninie inkubacyjnej. Obecnos¢ EDTA w stezeniu 5 mM
hamowata w 90% hydrolize RNA, co wskazywato, ze tylko 10% pro-
duktow rozpuszczalnych w kwasach jest uwalnianych z RNA na drodze
Inne] reakcji enzymatycznej niz fosfodwuesterazowa. Ektoenzymy, kto-
rych centra aktywne znajduja sie na zewnetrzne] stronie btony komaor-
kowe], czesto charakteryzuja sie zblizonymi wiasciwosciami [53], Fosfo-
dwuesteraza | pochodzaca z plazmolemy komorek watroby [75], nerek
[54] 1 limfocytow [1], a prawdopodobnie 1 Innych tkanek, wykazuje ak-
tywnosc pyrofosfatazy nukleotydowej. Oba enzymy, obok aktywnosci
skierowane] przeciw substratom specyficznym dla nich, charakteryzuje
zdolnoSC do hydrolizy wigzan dwuestrowych w syntetycznym substracie
tymidyno-5'-monofosforanie p-nitrofenolu [11]. Blizsza charakterystyka
wiasciwoscl pyrofosfatazy nukleotydowe] jest opisana w punkcie Il ni-
niejszego artykutu.
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4, 5'-NUKLEOTYDAZA (E.C.3.1.3.5.)

5'nukleotydaza jest enzymem szeroko rozpowszechnionym zarowno
w swieclie zwierzecym, jak 1 roslinnym [12, 34], Enzym katalizuje hydro-
lize 5'-mononukleotydow, odszczepiajac grupe fosforanowa przy weglu
5. Wystepowanie 5'-nukleotydazy w plazmolemie ssakow jest gruntow-
nie udokumentowane doswiadczalnie [2, 3, 10, 15, 18, 19, 22, 27, 33, 48,
49, 50, 86]. Ze wzgledu na to, ze enzym jest scisle zwigzany z plazmole-
ma oraz z uwagl na wysoki poziom jego aktywnosci w porownaniu z In-
nymi ektoenzymami, 5'-nukleotydaza jest powszechnie przyjetym enzy-
mem odniesienia plazmolemy we frakcjach subkomorkowych, co jednak
moze budzi¢ pewne niepewnosci. AktywnosSC enzymu stwierdzono bio-
chemicznie w wylzolowane] plazmolemie [2, 3, 15, 18, 19, 22, 23, 48, 50,
86] oraz na powierzchni catych komorek postugujac sie metodami: bio-
chemiczng [49] oraz histochemiczng [14, 45],

Badania nad rozmieszczeniem wewnatrzkomorkowym 5'-nukleoty-
dazy w watrobie szczura wskazuja, ze ponad potowa ogoélne] aktywnosci
enzymu Jest zlokalizowana w siateczce srodplazmatycznej ziarniste] [82],
We frakcji lizozomowe] Pletsch 1 Coffey [51] wykazali 8% ogolne] ak-
tywnosci 5'-nukleotydazy oznaczanej] w homogenatach z watroby szczura.

Evans 1 Gourd [10] wyizolowali 1 oczyscili 5'-nukleotydaze z bton ko-
morkowych watroby myszy, uzyskujac preparat jednorodny elektrofore-
tycznie 1 stwierdzili, ze enzym jest glikoproteidem o ciezarze czasteczko-
wym 130 000-150 000 daltonow. Enzym ten jest zbudowany z dwu i1den-
tycznych glikoproteidowych podjednostek o clezarze czasteczkowym
70 000-75 000 daltonow. Ustalono nastepnie, ze 5'-nukleotydaza z bton ko-
morkowych watroby myszy charakteryzuje sie dwoma optymalnymi
wartosciami aktywnosci: w pH = 7,4 1 10,0 w obecnosci jondbw magnezu.
Stinym inhibitorem 5'-nukleotydazy jest ATP. Newby 1 wsp. [49] stwier-
dzili, ze pozakomdrkowe ATP w stezeniu 100 razy nizszym od wewnatrz-
komorkowego hamowato catkowicie aktywnoSC powierzchniowe] 5'-nu-
kleotydazy komorek ttuszczowych szczura.

Przeciwciata, d globuliny, skierowane przeciw komorkom tiuszczo-
wym szczura hamowaty aktywnoSC 5'-nukleotydazy powierzchniowe],
co stanowito rowniez dowod na to, ze centra aktywne enzymu znajduja
sie na zewnetrzne] stronie powierzchni komorek. Autorzy sugerowall,
ze fizjologiczna rola enzymu moze polegac m. In. na wspotuczestniczeniu
w regulacji przeptywu krwi, poniewaz uwalniana z AMP adenozyna,
podczas hydrolizy katalizowane] przez 5'-nukleotydaze, posiada wiasci-
WoSC rozszerzania naczyn krwionosnych. Przebadano warunki doswiad-
czalne w jakich 5'-nukleotydaza powierzchniowa komorek ssakow moze
byC uwalniana z bton komorkowych, przechodzac w forme rozpuszczalna
[18, 29, 81], Stwierdzono, ze enzym moze byc uwalniany z bton w formie
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kompleksu fosfolipidowego [80, 81] jak rowniez w formie wolnej [18].
Prace dotyczace rozpuszczalnej formy 5'-nukleotydazy u ssakow dostar-
czyty wiele ogolnych danych odnosnie do witasciwosct enzymu [34, 79].
Sugeruje sie, ze rozpuszczalna forma 5-nukleotydazy, wystepujaca w li-
zosomach komodrek watroby szczura, rozni sie od enzymu zwigzanego
z plazmolema [51]. Swiadcza o tym do$wiadczenia, w ktorych preparat
enzymatyczny, uzyskany po zadziataniu Trytonem X-100 na frakcje li-
zosomalna, poddawano chromatografii na kolumnach z Sephadexu G-200.
Podczas chromatografii uzyskiwano dwa szczyty wykazujace aktywnosc
5'-nukleotydazy. Stwierdzono, ze plerwszy szczyt byt 1dentyczny chroma-
tograficznie z 5'-nukleotydaza wyizolowana z plazmolemy 1 bton lizoso-

"'malnych. Drugi szczyt zawierat enzym rozniacy sie od 5'-nukleotydazy
ZWlazane] z btonaml nizszym cilezarem czasteczkowym 1 co za tym
Idzie — Inne] lokalizacji podczas elektroforezy w zelu poliakrylamido-
wym.

Duza zawartos¢ enzymow, takich jak 5-nukleotydaza 1 fosfodwu-
esteraza | w solach zotci wydzielanych przez ssaki [31], nasuneta przy-
puszczenie, ze wydzielaniu soli zotci przez hepatocyty ssakOw towarzyszy
rozpuszczanie czesciowe sktadnikow bton komorkowych [9, 30]. Przepro-
wadzono doswiadczenia z erytrocytami 1 limfocytami, ktore poddano od-
dziatywaniu soli zotci 1| stwierdzono, ze przechodzeniu do niej 5'-nukleo-
tydazy 1 fosfodwuesterazy nie towarzyszyta liza komorek [9, 30].

5'-nukleotydaza jest enzymem konczacym stopniowa hydrolize poza-
komorkowego RNA w hipotetycznym schemacie Yanarell 1 Aronsona
[186], W wyniku hydrolitycznego dziatania 5'-nukleotydazy powstaja nu-
kleozydy, ktore moga przenikac do wnetrza komorki 1 witaczac sie w je]
metabolizm.

[1l. PYROFOSFATAZA NUKLEOTYDOWA (E.C.3.6.9.1.)

Pyrofosfataza nukleotydowa wystepuje powszechnie u roslin [36],
bakterii [/5] 1 zwierzat [1, 16, 17, 70] zarowno w formie rozpuszczalne]
[71], Jak tez zwiazane] ze strukturami komorkowymi [1, 6, 16, 17, 70].
Enzym ten hydrolizuje rowniez wigzania dwuestrowe w tymidyno-5'-p-
-nitrofenylo-fosforanie oraz odcina 7-metyloguanozyne znajdujgaca sie na
koncu 5’-eukariotycznego mRNA [87].

W dzikim szczepie E. coli pyrofosfataza nukleotydowa wystepuje

- w formie rozpuszczalne] w przestrzeni periplazmatycznej [/5]. Podczas
oczyszczania nie udato sie, jak dotychczas, oddzielic aktywnoSci pyro-
fosfatazowe] od aktywnosci 5'-nukleotydazy. Natomiast u S. typhimu-
rium LT-2 pyrofosfataza nukleotydowa wystepuje w formie zwigzane]
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Zz btona cytoplazmatyczna [28] 1 nie wykazuje aktywnosci 5'-nukleoty-
dazowe] po wyizolowaniu.

Badania nad lokalizacja pyrofosfatazy nukleotydowe] w plazmole-
mie komorek ssakow przeprowadzono postugujac sie roznymi technikami
eksperymentalnymi [1, 16, 17, 58], Moneron 1 wsp. [45] zastosowall me-
tode cytochemiczna, polegajaca na wytragcaniu fosforandow otowiu po ze-
wnetrznej stronie powierzchni komorki (tymocyty cielecia) podczas re-
akcjl katalizowane] przez powierzchniowa pyrofosfataze nukleotydowa.
Osad soli otowiu byt widoczny na zdjeciach wykonanych mikroskopem
elektronowym.

Touster 1 wsp. [76] wyizolowali 1 oczyscili plazmoleme komorek wa-
troby szczura technika wirowania w gradiencie gestosci sacharozy, a na-
stepnie pod wptywem dziatania dezoksycholanu uzyskall preparat pyro-
fosfatazy nukleotydowe] w formie rozpuszczalnej. Autorzy stwierdzill,
ze enzym poza aktywnosScig hydrolityczng skierowana przeciwko NAD
wykazat zdolnoS¢ do hydrolizowania substratow, stosowanych do o0zna-
czania aktywnosSci fosfodwuesterazy |, takich jak tymidyno-5'-p-nitrofe-
nyl oraz bis-p-nitrofenylo-fosforan. Podczas chromatografii na Sephadexie
G-200 nie udato sie rozdzielic aktywnosSci hydrolityczne] skierowane]
przeciwko wigzaniom mono- | dwuestrowym, co sugerowato, ze aktyw-
nos¢ pyrofosfatazy nukleotydowej 1 fosfodwuesterazy | pochodzi od jed-
nego bilatka enzymatycznego. Obserwacja ta zostata potwierdzona przez
iInnych autorow [1, 16, 17]. Evans [17] scharakteryzowat pyrofosfataze
nukleotydowa wyizolowana z hepatocytow szczura jako sjaloglikoproteid
0 clezarze czasteczkowym okoto 130 000 daltonow. Evans postuzyt sie
metoda znakowania Dbilatek powierzchniowych jodem radioaktywnym
w obecnosci laktoperoksydazy, a nastepnie elektroforeza na zelu polia-
kKrylamidowym. Stosujac te samg metode podobne wyniki uzyskano dla
enzymu wyizolowanego z plazmolemy limfocytow mysich [1],

Pyrofosfataza nukleotydowa wystepuje nie tylko w plazmolemie ssa-
kow, ale rowniez w plazmolemie komadrek innych zwierzat. | tak, np.
Sanford 1 wsp. [58] wykazali wystepowanie pyrofosfatazy nukleotydo-
we] w oczyszczane] (technika wirowania w gradientach) plazmolemie
komorek watroby zarodkow kurczecia. Enzym katalizowat hydrolize nu-
kleozydo- dwu- 1 trojfosforanow adenozyny, cytydyny, urydyny 1 gwa-
niny. Tak szerokile spektrum substratowe dla enzymu nasuneto przy-
puszczenie o mozliwosct wystepowania Kilku pyrofosfataz nukleotydo-
wych, specyficznych dla okreSlonego nukleotydu. Zagadnienie to byto
przedmiotem szeregu dalszych prac |70, 71]. Wzmozone zainteresowanie
powierzchniowa pyrofosfataza nukleotydowa komorek ssakow, jakie
mozna zaobserwowaC w ostatnich latach, wigze sie z tym, ze enzym
wspotzawodniczy o substrat z glikozylotransferazami [1, 17, 68-70]. Ka-
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talizujac hydrolize nukleozydodwufosfocukrow w doswiadczeniach,
w ktorych bada sie wiaczanie radioaktywnych heksoz do glikoproteido-
wych akceptorow powierzchniowych, pyrofosfataza nukleotydowa utrud-
nia wiasciwg ocene przebiegu tych reakcji [1, 17, 70], Ponadto, sugero-
wano mozliwg role pyrofosfatazy powierzchniowej w procesach przylega-
nia komorkowego na podstawie doswiadczen, w ktorych zaobserwowano,
ze transformacja wirusowa, chemiczna 1 spontaniczna komorek zarod-
kow chomika hodowanych in vitro powoduje hamowanie aktywnosci en-
zymu plazmolemy [64], Okazato sie jednak, ze komadrki embrionalne nie
kazdego rodzaju ssakow, po transformacji wirusowe] traca aktywnosc
powlerzchniowe] pyrofosfatazy nukleotydowej [70],

Fizjologiczne znaczenie pyrofosfatazy nukleotydowe] wystepujace]
w plazmolemie komdrek ssakow nie jest dostatecznie wyjasnione. Suge-
rowano, ze enzym umozliwia transport aktywny przez Dbtony takich
zwigazkow, Jak nukleotydy 1 nukleozydodwufosfocukry, hydrolizujac je
do prostych zwigzkow [17], Mozna rowniez przypuszczac, ze pyrofosfa-
taza nukleotydowa wspotuczestniczy w regulacji biosyntezy glikoprotel-
dow powierzchniowych.

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢ ogolnie, ze enzymy nukleotitycz-
ne bedace sktadnikami bton komorkowych ssakow sga w wiekszosci gli-
koproteidami, ich ciezar czasteczkowy wynosi od 100 000 do 130 000 dal-
tonodw, przy czym ftancuchy glikoproteidowe enzymow 1 centra aktywne
Sa umiejscowione na zewnetrzne] stronie powierzchni komorki. Wyja-
tek stanowi niedawno odkryta w btonie retikulocytow krolika rybonu--
kleaza M, ktora ma niski ciezar czasteczkowy, w granicach 5 000-8 000
daltonow, 1 nie jest glikoproteidem.

Jakkolwiek fizjolog:czne znaczenie powierzchniowych enzymow nu-
kleolitycznych nie jest jasne, wydaje sie prawdopodobne, ze ze wzgledu
na swoje umiejscowlienie enzymy te zabezpieczajg metaboliczng 1 fizjolo-
giczng rownowage komorki. Dalsze badania dotyczace skiadu enzyma-
tycznego plazmolemy byC moze pozwola na szersze zrozumienie roli, ja-
ka odgrywa w procesach zyciowych komorki.
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ORGANISATION OF NON ACTO - MYOSIN CONTRACTILE SYSTEMS
IN PROTOZOAN CELLS

Barbara TOLELOCZKO

Pracownia Fizjologii Ruchow Komorkowych, Zakiad Biologii Komorki, Instytut
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Warszawa

Streszczenie. U podstaw niektorych zjawisk ruchowych pierwotniakow leza procesy
skurczowe, ktorych mechanizmy roznia sie znacznie od mechanizmow znanych z ko-
morek Metazoa. Do tego typu zjawisk naleza skurcze nozek Peritricha oraz skurcze
ciata niektorych Heterotricha. Zachodza one dzieki zmianom w makromolekularnej
konformacji filamentow w mionemie. W skurczu ciata Heterotricha wspotdziata tez
drugi system — mikrotubularne witokna Kkinetodesmalne, w Kktorych zmiany prze-
strzenne generowane sa przez Sslizganie sie elementow tych wiokien wzgledem
siebie. Tego samego typu zjawisko wystepuje tez w aksostylach wiciowcow z grupy
Pyrsonymphidae.

Summary. The contractile processes which mechanisms are different than In
Metazoan cells are often the basis of some motile phenomena In Protozoa. Con-

traction of Peritricha stalks and body of some Heterotricha belong to this group of
phenomena. They are due to the changes of macromolecular conformation of

myonemal filaments. The microtubular system (kinetodesmal fibres) cooperates also
In body contraction of Heterotricha. The sliding of microtubules Is the basis of

motility of this system. The same type of phenomenon has been also observed In
axostyles of Flagellata from Pyrsonymphidae group.

W Swiecie pierwotniakow podtoze ultrastrukturalne 1 mechanizmy
molekularne zjawisk ruchowych sa w porownaniu z organizmami roslin-
nymi 1 zwierzecymi wielokrotnie bardziej zréznicowane.

Sleigh 1 Pitelka [59], na podstawie stopnia podobienstwa zjawisk

skurczowych wystepujacych u pierwotniakow do tego samego typu zja-
wisk w Innego rodzaju komorkach, wyroznili trzy zasadnicze ich grupy:
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1. procesy skurczowe zachodzace dzieki mechanizmom wystepujacym je-
dynie u pierwotniakdw (np. skurcze mionem Peritricha 1 Heterotricha),
2. procesy skurczowe zachodzace dzieki odmiennemu wykorzystaniu me-
chanizmow wystepujacych w innych komorkach (np. wzajemne oddzia-
tywanie miedzy mikrotubulami a dyneing w aksostylach niektorych wi-
ciowcow 1 we witoknach kinetodesmalnych Heterotricha), 3. procesy
skurczowe zachodzace w podobny sposob jak w komorkach innych or-
ganizmow (np. ruch amebowy, strumien cytoplazmatyczny).

W pracy niniejszej zostana omowione ultrastrukturalne podstawy
zjawisk nalezacych do dwodch pierwszych grup.

SKURCZE NOZEK PERITRICHA

Jednym z najbardzie] iInteresujacych rodzajow ruchu, u ktorych
podstaw lezy skurcz, jest skrecanie sie 1 relaksacja ndzek pewnych Peri-
tricha. Orzeskl te maja przewaznie ksztatt kieliszkowaty lub cylindrycz-
ny. Na aboralnym koncu ciata za$S posiadaja ndzke, za pomoca ktorej
moga przyczepiac sie do podtoza.

Juz w 1905 r. Faurs-Fremiet [21] opisat zaobserwowana za pomo-
ca mikroskopu Swietlnego budowe nozek Vorticella 1 Carchesium. Orga-
nella te sktadaja sie wedtug niego z cylindryczne] otoczki, wewnatrz
ktorej spiralnie biegnie kurczliwa ni¢ zwana spasmonema. Na wewnetrz-
ne] powierzchni otoczki znajduja sie widkna peinigce role ,,usztywnia-
czy”, dzieki ktorym ndzki po skurczu przybieraja ksztatt spirali. Pozniej-
sze badania przy uzyciu mikroskopu elektronowego potwierdzity te dane
| dostarczyty wielu nowych, iIstotnych szczegdotow. Najwiece] informacjli
zawleraja prace Amosa [4] 1 Allena [1, 2]. Otoczka ndzki zbudowana jest
z bardzo cienkie] (12 nm) btony wykazujace] strukture trojwarstwowa.
Wewnetrzna je] powierzchnia pokryta jest fibrylarng warstwa o grubosci
20 nm. Wewnatrz otoczki biegnie pasmo cytoplazmy o ksztatcie lewo-
skretne] spiralli, a w nim acentrycznie potozona jest spasmonema (rye. 1).
Ma ona ksztatt wstegl o zewnetrzne] powierzchni sptaszczone] od strony
otoczki. Druga powierzchnia spasmonemy, skierowana do wnetrza, sasia-
duje z licznymi mitochondriami obecnymi w warstwie cytoplazmatycz-
nej. Na terenie skopuli (miejsca potaczenia nozki z ciatem, czyli zooidem)
pasmo cytoplazmy nozki taczy sie z cytoplazma zooidu, a spasmonema
rozgatezia sie tworzac mionemy. Kazde z widkien usztywniajacych, two-
rzacych spiralng palisade, sktada sie z okoto 30 ,,podwiokien”. Badania
Amosa [4] potwierdzity, ze ich utozenie warunkuje zwijanie sie nozKi
bez jednoczesnego obrotu ciata. Zarowno Vorticella [55], jak 1 Carchesium
[4] w optycznie puste] przestrzeni miedzy otoczka ndzki a cytoplazma
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Rye. 1. Schemat budowy nozki Peritricha [4]

posiada uwidoczniong za pomoca mikroskopu elektronowego gesta siecC
wiokien.

Najwiekszym zainteresowaniem badaczy cleszyty sie mionemy 1 spa-
smonemy uznane przez wszystkich za miejsce skurczu. Plerwsze bada-
nia przy uzyciu mikroskopu elektronowego przeprowadzone byty przez
Faurc-Fremiet 1 wsp. [23] | Randalla [52]. Opisali onit mionemy w ciele
Vorticella campanula jako wstegi gestych fibryli. W nozce tworza one
pojedynczy peczek — spasmoneme o budowie beleczkowatej. Faurc-Fre-
miet 1 Roultller [24] stwierdzili, ze skurczona mionema Ophrydium versa-
tile zawiera fibryle o $rednicy okoto 2 nm. Natomiast wedlug Sotelo
| Trujillo-Cenoza [60] elementarne fibryle w mionemach Vorticella maja
Srednice 3-4 nm. Po udoskonaleniu technik mikroskopii elektronowej
staty sie mozliwe doktadniejsze badania tych struktur. Grupy Randalla
| FaurS-Fremiet opublikowaty w 1962 r. bardzie] kompletne badania Kil-
ku Peritricha. Randall 1 Hopkins [55] wykazali istnienie korelacji mie-
dzy zdolnoscia nozki do skurczu a posiadaniem przez nig spasmonemy.
Doktadne badania wielu autorow [2, 4, 25, 27, 46, 55] pozwolity ustalic,
ze wszystkie mikrofibryle, obserwowane w mionemach badz spasmone-
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mach Petritricha, sa tego samego typu. Srednica ich wynosi 2-5 nm.
Utozone sg one z grubsza rownolegle do diugiej osi peczka mikrofibry-
larnego.

W Scistym zwiazku z mikrofibrylami pozostaje towarzyszacy im Sy-
stem btonowy. Pierwsze obserwacje obtonionych pacherzykow (vesicles)
lezacych obok lub w mionemach Opercularia 1 Carchesium dokonane byty
przez Faurs-Fremiet 1 wsp. [23]. Nastepnie Faurc-Fremiet | Rouiller [24]
stwierdzili, ze mionemy w ciele Ophrydium versatile na swoje] wew-
netrznej powierzchni podscielone sa przez mnie] lub bardzie] sptaszczo-

ne woreczki (saccules). Pomiedzy mikrofibryle zasS penetruja pecherzyki
0 przekroju 30 - 120 nm, czesto rozszerzajace sie ampularnie. Pecherzyki

wewnatrzmionemalne wydaja sie byC bezposSrednio zwiazane z cytoplaz-
matyczng siecia matych kanatow, lezace zaS na obrzezu woreczki ko-
munikuja sie zarowno z siecig Intermionemalna, jak 1 cytoplazmatyczna.
Oba opisywane rodzaje struktur uznano wiec za czesc retikulum endo-
plazmatycznego. Sotelo 1 Trujillo-Cenoz [60] pisali o ciggtoscit kanatow
wewnatrzmionemalnych w mionemach cilata Vorticella z podobnym sy-
stemem w spasmonemie. Wysunell onl przypuszczenie, ze Kanaty te mo-
gtyby stuzyc jako przewodniki impulsu w sposob podobny jak retikulum
sarkoplazmatyczne miesnia prazkowanego zwierzat wielokomorkowych.
Sadzili tez, ze moga one przewodzi¢ metabolity do wszystkich czesci ko-
morki. Faurs-Fremiet 1 wsp. [25] ustalili, ze peryferyczne woreczki mio-

nem | retikulum endoplazmatyczne sa elementami tego samego systemu,
wykazujac, ze btony woreczkow na swe] powierzchni skierowanej do
cytoplazmy pokryte sa rybosomami. Pecherzyki wewnatrzmionemalne
maja natomiast btony gtadkie, a wnetrze ich wypetnia lekko elektrono-

gesty, homogeniczny materiat. U Epistylis anastatica pecherzykl nie ma-
Ja najprawdopodobnie] ciagtosci z woreczkami peryferycznymi. W dysku
Trichodinopsis paradoxa Favard 1 wsp. [25] wyrdzniaja dwa typy syste-
mow mikrofibrylarnych, z ktorych tylko jeden posiada peryferyczne wo-
reczki 1 tylko on uznany zostat przez autorow za kurczliwy. Favard
1 Carasso w seril trzech prac [13, 14, 27] doktadniej wyjasnili strukture
| role tego zwigzanego z mionemami retikulum, nazwanego przez nich
tubulami. Dzieki bowiem utrwalaniu materiatu aldehydem glutarowym,
otrzymali oni obrazy nie woreczkow czy pecherzykow, a rurek (tubules)
o Srednicy 50 nm 1 dtugosci 10 um. Przecinaja one spasmoneme pod roz-
nymi katami, biegnac w state] od siebie odlegtoSci okoto 80 nm. Autorzy
cl opisywali, ze jeden koniec tubuli taczy sie z warstwa cytoplazmy za-
wierajaca mitochondria, podczas gdy drugi przylega Scisle do btony plaz-
matycznej. Ta ostatnia obserwacja potwierdzataby wczeSniejsze sugestie
Sotelo 1 Trujillo-Cenoza [60], ze tubule (czy pecherzyki) moga dziatac
jako sciezki, wzdtuz ktorych moze ptynaC pobudzenie z btony plazma-
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tyczne] do miejsca uwalniania jonow wapnia. Hipoteza ta znalazta po-

twierdzenie, Kiedy Carasso I Favard [13, 14| przez zastosowanie technik
cytochemicznych wykazali akumulacje jonow Ca2+ wewnatrz tych tubuli.
Jednakze ani Arnos [4], ani Allen [1, 2] nie znalezli dowodow na kon-
taktowanie sie tubuli z btong cytoplazmatyczng. W przypadku mionem
clata, taka Scista zaleznosSC przestrzenna niemozliwa jest ze wzgledu na
to, ze struktury te oddzielone sa od btony przez warstwe cytoplazmy
| workil alweolame. Jedyny wyjatek mogtyby stanowiC miejsca, gdzie
btona plazmatyczna wpukla sie do wnetrza komorki, tworzac tzw. pory
pellikularne. Jednakze brak tych porow na terenie nozki Peritricha
sprawla, ze nie moga byc one traktowane jako struktury taczace btone
z elementami kurczliwymi. Allen [2] opisat natomiast tzw. kompleks
taczacy (linkage complex), towarzyszacy zarowno mionemom, jak 1 spa-
smonemie Vorticella convalaria. Wedtug tego autora struktury takie s3
rowniez obecne u innych Peritricha. Kompleks taczacy jest tworem gra-
nularno-fibrylarnym kontaktujacym sie z mionema (czy spasmonema)
oraz zwilgzanym z nig systemem ER z jedne], a btong plazmatyczna

Z drugie] strony.

SZYBKOSC | ENERGIA SKURCZU SPASMONEMY

Jones 1 wsp. [41] filmujac skrecanie sie nozki Vorticella za pomoca
szybkie] kamery stwierdzili, ze skurcz trwa u tego orzeska tylko 4 msek.,
podczas gdy faza rozkurczu trwa Kkilka sekund. Pomiary ich wskazy-
waty, ze spasmonema kurczy sie w bardzo niewielkim stopniu. Jednakze
poniewaz w Carchesium (ktdrego spasmonema jest bardzo podobna) re-
dukcja dtugosci przy skurczu wynosi 36%, stuszne wydaja sie byC przy-
puszczenia Amosa [4], ze w przypadku Vorticella popetniono btad spo-
wodowany ztymi warunkami optycznymi pomiaru. Spasmonema Zoota-
mium, szczegolnie wygodna do pomiarow ze wzgledu na swe duze roz-
miary, skraca sie podczas skurczu do 45% swe] diugosci poczatkowe],
a tempo skurczu moze siegaC¢ 172 diugosci/sek. [6]. Rahat 1 wsp. [5]]
zmierzyli site wytwarzana przez nozke zywego osobnika Carchesium
| wykazali, ze napiecie w spasmonemie wynoslt 4 X 10 1 8 X 10 Nm “2
Dane te zgadzaja sie z wartoscia obliczonag teoretycznie na podstawie fil-
mu Jonesa 1 wsp. [41], Wartosci te wedtug Amosa 1 wsp. [6] sa porow-
nywalne z napieciem panujacym w miesniach. Natomiast nieporownal-
nie wyzsze jest tempo skurczu.

WPLYW KATIONOW DWUWARTOSCIOWYCH NA SKURCZ SPASMONEMY

Levine [45] stwierdzit, ze jony wapnia, magnezu I manganu moga
Indukowac skurcz glicerynowanych komorek Vorticella, dodanie nato-
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miast EDTA powoduje ich rozkurcz. Reakcja ta moze byC powtdrzona

wielokrotnie bez potrzeby dodawania ATP lub Iinnego zwiazku wysoko-
energetycznego. Hoffmann-Berling [36] wykonujac podobne dosSwiadcze-
nia wykazat, ze jony Mg2+ | Be2+ nie moga indukowac skurczu, jony zas
Caz2+ dziatajg w stezeniu mniejszym niz 10~9V. Efektywne sa tez wedtug
niego jony Sr2+ 1 Baz+. Autor ten sugerowat, ze jony wapnia neutrali-
ZUja tadunkl ujemne w dtugich czasteczkach polimeru tworzacego mi-
krofibryle, powodujac znikanie elektrostatycznych sit odpychania 1 po-
zwalajgc tym samym na fatdowanie sie tych czasteczek. W obecnosci
buforu Caz+-EGTA [3] glicerynowane nozki Vorticella kurcza sie, jesli
poziom wolnych jondw wapnia jest wyzszy niz 4 X10Hs Reakcja ta
moze byC powtdrzona wielokrotnie. Detergenty, Inhibitory metabolizmu
| zwiazki rteci nie maja wptywu na liczbe cykli, nawet jesli obecne sg
podczas catego doswiadczenia. Lantan 1 terb tez indukuja skurcz, ale ich
stezenia progowe nie byty mierzone. Jony magnezu nie zmieniaja pro-
gowego poziomu wapnia, nawet jesli obecne sa w wielkim nadmiarze,
Jakkolwiek wysokie ich stezenie (5 X 10~2M) blokuje skurcz nieodwra-
calnie. Wydaje sie nieprawdopodobne, aby obecna byta stale odpowiednio
duza 1los¢ wewnetrznego ATP, ktory dostarczatby energii potrzebnej do
skurczu zachodzacego dzieki mechanizmowi odpornemu na tak wiele roz-
nych inhibitorow. Amos [3] wysunat hipoteze, ze zrodiem energil moze
byC rdznica potencjatow chemicznych miedzy roztworami o0 wysokie]
| niskie] zawartoscl jonoOw wapnia.

POMIARY ZAWARTOSCI WAPNIA W SPASMONEMIE

Routledge 1 wsp. [56] przy uzyciu mikroanalizy rentgenowskie] zba-
dali zawartoS¢ wapnia w glicerynowanych spasmonemach Zootamium
w czasle skurczu 1 wyclagniecia. Wykazali oni, ze skurczone organella
zawleraty zawsze okoto 1,7 g wiece] wapnia na kg suche] masy niz wy-
ciaggniete 1 ta 1losC wapnia byta mocno zwigzana. Dane te zgodne s3a
Z teorig, ze energla skurczu pochodzi z potencjatu chemicznego jonow

wapnia.

LOKALIZACJA | TRANSPORT WAPNIA W SPASMONEMIE

Poniewaz Zootamium, ktére ma spasmoneme o Srednicy 40 um, rea-
guje na bodziec elektryczny skurczem po 8 msek. [6], niemozliwe jest,
aby wapn potrzebny do te] reakcji byt dostarczony droga dyfuzji z zew-

natrz. Natomiast reakcja ta jest w petni zrozumiata, jesli przyjmuje sie,
Zze nastepuje uwalnianie wapnia z tubuli towarzyszacych spasmonemom.

Bez wzgledu na zrodto wapnia, nastepowaC musi gwattowne prze-
wodzenie bodzca (sygnatu). Jedyna dotychczas zaobserwowana struktu-
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ra, ktora mogtaby byC odpowiedzialna za te czynnosc, jest kompleks 13-
czacy opisany przez Allena [2]. Weditug tego autora czesC tego kom-
pleksu wbudowana w btone tubuli jest miejscem aktywnego pompowania
wapnia. Interesujgce Jest, ze gatezie spasmonemy wchodzace do ciata
komorki moga byc aktywowane niezaleznie od czeSci lezace] w nozce
[41], choclaz obie te czesci systemu kurczliwego maja identyczna struk-
ture 1 stanowia continuum. Sugeruje to, za uwalnianie wapnia musi;
zachodziC w roznych czesSciach komorki.

Amos 1 wsp. [6] sugeruja, ze masa filamentow spasmonemy jest
,mechanochemiczna maszyng” skracajaca sie w odpowiedzli na wzrost
stezenia jonow wapnia. Ttumaczy to doskonale nieproporcjonalnie dtugi
okres rozciagania sie (rzedu sekund w porownaniu z 2-4 msek. potrzeb-
nymi na skurcz), ktory bytby faza, kiedy energia metaboliczna zuzywa-
na jest na pompowanie wapnia do systemu tubuli. Filamenty natomiast
wyprostowuja sie, poniewaz wapn Jest z nich usuwany. Gwattowne
uwalnianie wapnia z tubuli (w sposdob dotychczas nieznany) powodowa-
loby skracanie sie masy filamentow, uwalniajac energie potencjatu che-
micznego nagromadzona w dtugim czasie przez pompe.

BIALKA SPASMONEMY

Badania Amosa 1 wsp. [5] wykazaty, ze glieerynowane preparaty
spasmonemy, zdolne do skurczu indukowanego wapniem, nie zawileraja
anl aktyny, ani tubuliny na poziomie, ktory mozna wykryc na zelu po-
llakrylamidowym. 60% stanowl Dbilatko o clezarze czesteczkowym okoto
20 000 daltonow sktadajace sie z dwoch podobnych podjednostek, ktorym
autorzy nadali nazwe spasmin. Zawieraja one duza ilos¢ kwasu aspara-
ginowego 1 glutaminowego 1 ich pochodnych oraz seryne, maja nato-
miast nieliczne aminokwasy aromatyczne oraz pozbawione sga cysteiny
| metioniny. Podczas elektroforezy na zelu poliakrylamidowym z bufo-
rem wapniowym obserwowano, ze ruchliwosc elektroforetyczna spasmin
byta redukowana specyficznie przez jony Caz w tych samych niskich
stezeniach, ktore indukuja skurcz [5]. Sugeruje to, ze spasminy sa biat-
kami wigzacymi wapn | moga byC bezposrednio zaangazowane w skurcz
spasmonemy.

MECHANICZNE | OPTYCZNE WEASCIWOSCI SPASMONEMY

Wyciagnieta spasmonema wykazuje dodatnig dwodjtomnos¢, ktora
podczas skurczu spada do zera [3, 57]. Sugeruje to, ze podczas skurczu
nastepuje fatdowanie sie molekut polimeru wchodzacego w sktad mikro-
fibryli, a nie Slizganie sie tych ostatnich. Weis-Fogh 1 Amos [64] prze-
prowadzili optyczng I mechaniczng analize 1zolowanych, glicerynowanych
spasmonem Zootamium. Przy wysokim poziomie wapnia (10-8M) orga-



20 B. TOLLOCZKO

nellum to zachowuje sie jak guma. Kiedy poziom wolnych jonow Ca2+

maleje do 10~8 M, spasmonema wydtuza sie aktywnie, wytwarzajac mie-
rzalng site pchania 1 staje sie dwojtomna. Takie aktywne wycigganie sie
spasmonemy obserwowano tez w zywych Peritricha. Jesli uniemozliwio-
no otoczce nozki Zootamium rozfatdowywanie sie po skurczu, spasmone-
ma wydtuzata sie jednak 1 zatamywata wewnatrz nozki [16]. To samo
Z)Jawlisko byto tez obserwowane w Carchesium [3].

MOLEKULARNA INTERPRETACJA ZJAWISKA SKURCZU SPASMONEMY

Wiele dowodow wskazuje, ze skurcz spasmonemy zachodzi dzieki
bezposSredniemu, wzajemnemu oddziatywaniu miedzy wapniem 1 apara-
tem kurczliwym. Jest prawdopodobne, ze podstawa skurczu jest zmia-
na konformacyjna spasminy, zachodzaca podczas wigzania jonoOw wapnia.
Wskazuje na to powinowactwo spasminy do jonoOw dwuwartosciowych.
Wiaze ona wapn w tym samym zakresie stezen, w ktorym zachodzi skurcz
glicerynowanych preparatow spasmonemy, I ma wysokie powinowactwo
do wapnia w porownaniu z magnezem, ktory nie indukuje skurczu 1 nie
rywalizuje o miejsce z wapniem. Zmiana ruchliwosci elektroforetycznej
spasminy moze byC konsekwencja zmiany konformacyjnej, ktora zacho-
dzi pod wptywem wigzania wapnia. Pomiary za pomoca mikroanalizy
rentgenowskie] wskazuja, ze kazda molekuta spasminy wiaze jeden lub
dwa jony wapnia. Z tego powodu, jak rowniez ze wzgledu na to, ze jest
ona kwasnym biatkiem o niskim ciezarze czasteczkowym, przypomina
spasmina parwalbumine z miesni karpia 1 troponine C. Amos I wsp. [6],
zaktadajac, ze gestosSc biatka wynosi 810 daltonow/mm~3, wyliczyli, ze
Srednica czasteczkl spasminy wynosi 3,6 nm, co W porownaniu z obser-
wowang periodycznoscig poprzecznego prazkowania spasmonemy (3,5 nm)
sugeruje, ze filamenty moga sktadac sie z lintowo utozonych czasteczek
spasminy. W takim przypadku bytoby mozliwe, ze skurcz spasmonemy
bytby suma pojedynczych zjawisk zachodzacych niezaleznie w poszcze-
golnych czasteczkach. Ttumaczytoby to szybkie tempo skracania sie spas-
monemy, Jak rowniez prosty, niekooperatywny stosunek miedzy steze-
niem wapnia I stopniem skurczu.

Pomiary dwojtomnoscit 1 stosunku dtugosci do napiecia w izolowa-
nych spasmonemach wykazuja, ze przy wysokich poziomach wapnia za-
chowuja sie one Jak guma. Weis-Fogh 1 Amos [64] stwierdzili, ze stosun-
ki diugoscC/napiecie w spasmonemie przy wysokim poziomie wapnia
zgodne sa z obliczeniami teoretycznymi przyjmujacymi, ze poszczegolne
potaczenia w tancuchu polipeptydowym sg state] ditugosci 1 sa elemen-
tami jednoosiowymi o state] dwodjtomnosci.

Teoria zaktadajaca, ze spasmonema zachowuje sie jak guma nie ttu-
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maczy Jednakze zachowania sie tego organellum w niskim poziomie
wapnia, kiedy pojawia sie mechaniczna 1 optyczna anizotropia. Weis-Fogh
| Amos |64] sugerowall, ze w stanie wyclagnietym spasmonema utrzy-
mywana Jjest podobnie jak kolagen przez mostki, ktore moga byC znisz-
czone przez jony wapnia. Jednakze w swe] pozniejsze] pracy przyznaja,
ze skoro wyclagnieta spasmonema Jest tylko niewiele sztywniejsza niz
w stanie skurczu — istnieje wiec w obu stanach swoboda kinetyczna cza-
steczek spasminy [6]. Trudno jest wiec wyobrazi¢ sobie, w jaki sposob
mostkli moga by¢ wbudowane w sposob uporzadkowany powodujac anizo-
tropie. Ponadto autorzy ci wykazali, ze dwojtomnosC spasmonemy nie
moze byC uznana za wskaznik konformacji tancuchow polipeptydowych.
Proponuja wiec Inng hipoteze, gtoszaca, ze submolekularna struktura
spasmonemy nie jest w zadnym stanie podobna do gumy, lecz kazda je]
podjednostka ma wysoko uporzadkowana konformacje. W tym przypadku
rozciagliwosC wcigz istnieje, jesSli czasteczki spasminy sa potaczone two-
rzac spiralne lub pofatdowane filamenty. Kiedy spasmonema jest biernie
rozciggana, mostki wewnatrz czasteczki moga byC rozciagniete w nie-
wielkim stopniu, co powoduje, ze kat potaczenia z nastepna czasteczka
zmienia sie lekko. Podobnie jak w metalowe] sprezynie, mate wewnetrz-
ne zmiany energil mogtyby odpowiadaC znacznemu wydtuzeniu struktury
Jako catosci. Dalsze badania przy uzyciu mikroskopu elektronowego
| ewentualnie dyfrakcji promient X mogtyby wyjasniC, ktory z modell
jest blizszy prawdy.

SKURCZ CIALA ORZESKOW

Zdolnosciag do gwattownych zmian dtugosci ciata charakteryzuja sie
takze niektore orzeski z grupy Heterotricha. Do najlepiej wsrod nich
poznanych naleza Stentor 1 Spirostomum. Wiele informacjl na ten temat
dostarcza praca Fabczaka [21]. Zwrdocono w nie] jednakze uwage gtOw-
nie na zjawiska pobudliwosci. W te] zas pracy pragne zajaC sie przede
wszystkim ultrastrukturalnymi aspektami skurczu.

SKURCZE CIALA STENTOR COERULEUS

Ogromna kurczliwoSC Stentora przypisuje sie dwom systemom bileg-
nacym wzdtuz ciata orzeska w korteksie komorkowym. Struktury te byty
poczatkowo badane w mikroskopie Swietlnym 1 opisane w pracach mono-
graficznych Taylora [62] | Tartara [61]. Nie byto jednakze wtedy mozli-
we wyclagniecie wnioskow dotyczacych funkcji kurczliwoscl, zwigza-
nych z opisywanymil systemami. Plerwsze badania przy uzyciu mikro-
skopu elektronowego przeprowadzili Faurc - Fremiet 1 wsp. [23] | Faurc -
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Fremiet 1 Rouiller [24]. Autorzy ci uznali, ze oba obserwowane przez
nich systemy wiokniste biorg udziat w skurczu zwierzecia. Randall
| Jackson [54] nazwali jeden z tych systemow, o charakterze mikrotu-
bularnym, wioknami kinetodesmalnymi (km), drugi zas, filamentowy —
mionemami [M]. Z obserwac]ji ich wynikato, ze oba te rodzaje struktur
zachowuja sle Identycznie: podczas skurczu skracaja sie | pozostaja proste,
podczas gdy w czasie relaksacji fatdujg sie. Podobne wnioskl wysnull
rowniez Bannister 1 Tatchell [/] na podstawie obserwacji przy uzyciu
mikroskopu swietlnego. Autorzy ci przeprowadzili rowniez badania za
pomoca mikroskopu elektronowego stwierdzajac, ze mionemy W CczescCl
dystalne] pierwotniaka tworza wyraznie od siebie oddzielone peczki,
w czescl adoralnej natomiast tacza sie ze soba licznymi odgatezieniami.
Obserwowali rowniez potaczenia filamentowe miedzy mionemami 1 Ki-
netosomami oraz wioknami km 1 Kkinetosomami, jak rowniez miedzy
mikrotubulami sasiednich wigzek we witoknach km. Autorzy ci przepro-
wadzili rowniez pierwsze proby porownania ultrastruktury osobnikow
skurczonych 1 zrelaksowanych. W tym celu przed utrwaleniem czesc
orzeskow oziebiali do temperatury okoto 0° C lub zatapiali w zelatynie,
co zapobiegato kurczeniu sie pierwotniakow pod wptywem utrwalacza.
Na podstawie obserwacji tak przygotowanych obiektow doszli do wniosku,
ze podczas zmian dtugosci ciata pierwotniaka wiazki mikrotubuli Slizgaja
sie wzgledem siebie. W pozniejsze] pracy ci sami autorzy [8] zajeli sie
bardziej szczegotowo ultrastruktura mionem w osobnikach skurczonych
| wyclagnietych, dzieki zastosowaniu przed utrwalaniem Srodowiska
0 zwiekszone] sile jonowej 1 wysokim stezeniu jonow Jjednowartoscio-
wych w stosunku do dwuwartosciowych. W obu rodzajach preparatow
obserwowali w mionemach rurkowate mikrofibryle o srednicy 8 nm,
ktore stanowity wiekszosc, oraz niewielka i1losc filamentow o Srednicy
3-5 nm. Mikrofilamenty skurczonych mionem lezaty w mniejszych od
siebie odlegtosciach niz w mionemach osobnikow wyciagnietych. Na te]
podstawlie autorzy wysnuli wniosek, ze podczas skurczu mikrofilamenty
nie przechodzag wewnetrznych zmian konformacyjnych, a zmieniajg tylko
swoje potozenie wzgledem osi komorki.

Lepsze rezultaty otrzymywania komorek w stanie wyciaggnietym data
metoda zastosowana przez Huang 1 Pitelke [38]. Przed utrwalaniem

czesC komorek poddawana byta wptywowi roztworu zawierajacego 10 mM
EGTA, 50-80 mM Tris, 3mM MgS04, 7,5 mM NH4C1L 1 10 mM buforu fos-

foranowego (pH = 7,1). Na podstawie pracy tych autorek oraz wczes-
niejszych badan [7, 23, 24, 31, 40, 54] odtworzyC mozna doktadnie or-
ganizacje struktur witoknistych Stentora (ryc. 2). Tuz pod powierzchnig
komorki'biegna, utozone wzdtuz diugiej osi ciata pierwotniaka, widoczne
na cate] dtugosci komorki wtokna km. Kazde z nich sktada sie z lezacych
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Ryc. 2. Budowa korteksu Stentor coeruleus [28]

a — alweole pellikularne, p — granule pigmentu, A — Kinetosom
urzesiony. P — Kinetosom nie urzesiony, km — widokno km, r —
wstega mikrotubuli, afs — przednie pasmo witokniste, t — witokno
transwersalne, my — mionema, ¢ — cysterna retikulum endo-

plazmatycznego, db — elektronowo geste ciato

rownolegle, zachodzacych na siebie czesciowo wsteg mikrotubuli. W swej
przednie] czescli wiaza sie one z nieurzesionym kinetosomem, gdzie wi-
doczny jest jeszcze jeden system widknisty. Wiekszos¢c wsteg sktada sie
z 20 mikrotubuli utozonych w rzedzie. Liczba ta maleje w dystalne] czesci
wstegl. Potaczenia miedzy mikrotubulami sgsiadujacych wsteg wyste-
puja jedynie w przedniej czesci wtokna km.

Bezposrednio pod wioknami km leza mionemy sktadajace sie z fila-
mentow tworzacych peczki w tylnej czeSci komorki, a niezorganizowanag
sieC — w przedniej. Mionemy z trzech stron otoczone sa kanatami gtad-
kiego retikulum endoplazmatycznego penetrujgcymi nawet czasem do
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wnetrza mionemy. Wewnatrz tych cystern znalezC mozna geste elektro-
nowo cilata o srednicy 0,1-0,5 pm. W korteksie komorkowym wystepuja
tez grupy mitochondriow. Delikatne 4 nm filamenty tacza krawedzie
wiokien km z lezacymi pod nimi mionemamil.

ZMIANY ULTRASTRUKTURALNE WLOKIEN KM I MIONEM
PODCZAS SKURCZU

W skurczonych komorkach Stentor coeruleus 1ilos¢ wsteg mikro-
tubularnych zachodzacych na siebie wynosi od 40 do /8, podczas gdy
w komorkach zrelaksowanych liczba ta wynosi zaledwie 2-6. Podczas
skurczu maleje az dziesieciokrotnie (z 3 pm do 0,3 pm) odlegtoSC miedzy
parami kinetosomow [38].

Zmiainy diugosci komorki wiaza sie tez ze zmianami w strukturze
| organizacji filamentow mionem. Mionemy w komaorkach wyciagnietych,
majace szerokosc nie wiekszg niz 0,5 pm, sktadaja sie z peczkow filamen-
tow utozonych wzdtuz dtugiej osi mionemy. Maja one wedtug Huang
| Pitelki [38] srednice okoto 4 nm. Autorki te nigdy w komaorkach zrelak-
sowanych nie obserwowaty grubszych, tubularnych filamentow. Sprzecz-
nosC z wynikami Bannistera 1 Tatchella [7, 8 ttumaczy¢ nalezy faktem,
ze utrwalane przez tych ostatnich autorow komorki nigdy nie byty w pet-
ni zrelaksowane. W komorkach skurczonych natomiast mionemy maja
Srednice az 2 pm. Sktadaja sie one z gesto upakowanych filamentow ma-
jacych ksztatt rurek. Ich srednica wynosi 10-12 nm, a diugosC nie wiece]
niz 0,1 pm. Poszczegolne grupy filamentow leza w stosunku do siebie
pod niewielkimi kagtami.

Podczas poczatkowych stadiow rozkurczu mionemy fatdujag sie, zaS
filamenty wchodzace w ich sktad identyczne sg jak w komorkach catko-
wicie zrelaksowanych. Utozone sa one rownolegle do osi mionemy, zgod-
nie z jej wycleciami [38].

Witokna km natomiast, w komorkach czesciowo tylko wyciagnietych,
przypominaja witokna w komorkach skurczonych.

Poniewaz rozkurczanie sie mionem wyprzedza wydtuzanie sie wio-
Kien km, a oba te systemy sa potaczone, w pilerwsze] fazie rozkurczu
nastepuje fatdowanie sie mionem ,,przytrzymywanych” przez wiokna km.
Podczas wydtuzania sie widkien km rosnie stopniowo odlegtoSC pomiedzy
poszczegdlnymi miejscami potaczen z mionema 1 nastepuje rozfatdowy-
wanie sie tej ostatniej.

FIZJOLOGIA, WELASCIWOSCI OPTYCZNE | MECHANICZNE MIONEM

Zmiany obserwowane w morfologii filamentow podczas skurczu
nie przemawilaja za mechanizmem polegajacym na Slizganiu sie filamen-
tow wzgledem siebie. Rowniez wiasciwosci optyczne wskazuja, ze
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w przypadku mionem Stentora mechanizm ich dziatania jest racze] taki,

Jjak w przypadku Peritricha, wykazuja one bowiem dwojtomnoS¢ dodat-
nia w stosunku do ich dtugosci [42].

Stan kurczliwosci mionem Stentora zalezy od obecnoSci dostepnych
jonow wapnia. Komorki kurczg sie zawsze pod wptywem utrwalania

za pomoca aldehydu glutarowego. Zjawisko to nie zachodzl natomiast,
Jezell zostang one przedtem poddane wptywowil EGTA [37, 38]. 10 mM
EGTA sprawia rowniez, ze komorki nie reaguja skurczem nawet na tak

stiny bodziec, jak ciecie. Inkubacja w roztworach zawierajagcych 10 mM
EGTA przez 10-15 min powoduje rowniez gwattowna utrate réznych
funkcji zyciowych komorek. Przeniesienie ich do Ssrodowiska nie zawie-
rajacego EGTA nie powoduje renormalizacji tych zjawisk [39]. Jednakze
w tych samych warunkach mionemy nie tracg swych zdolnosci kurczli-
wych. Komorki poddane wptywowil EGTA, a nastepnie przeniesione do
Srodowiska zawierajacego powyze] 10—M Caz2+ przechodza stopniowy
skurcz podobny do obserwowanego w zywych komorkach. Zjawisko to
nie zachodzi, jezeli 1los¢c jonow wapnia w Ssrodowisku jest nizsza. Skurcz
moze tez byC indukowany, jezeli obecne sg jony Ba2+ I Sr2+ w stezeniu
podobnym, jakie potrzebne jest dla jonow Ca2+. Natomiast obecnosC jo-
now Mg2+ nawet w stezeniu 10~2 M nie wywotuje skurczu. Obserwacje
przeprowadzone za pomoca mikroskopu elektronowego wskazujg, ze

morfologia mionem poddanych wptywowl EGTA, a nastepnie skurczonych
pod wptywem jondw Ca2+, jest taka sama, Jak witokien w zywych ko-
morkach utrwalonych podczas skurczu [38]. Rowniez zachowanie sie
| morfologia mionem rozkurczonych pod wptywem usuwania ze Srodo-
wiska jonow Ca2+ jest taka sama, Jak w zywych, wydtuzajacych sie pier-
wotniakach. Te obserwacje wskazuja, ze musi istnieC piechanizm zmienia-
jacy stezenie wolnych jondw wapnia wewnatrz komorki. Poniewaz Sten-
tor nie traci zdolnosci do skurczu w Srodowisku pozbawionym wapnia,

nalezy wykluczyC przypuszczenie, ze aktywacja mionemy zalezy jedy-
nie od przeptywu wapnia przez btone komorkowa. Zmiany poziomu
wolnych jonow Ca2+ wewnatrz komorki moga byCc powodowane przez
uwalnianie sie lub wychwytywanie wapnia przez woreczki retikulum
endoplazmatycznego towarzyszace mionemom. System aktywacjl wap-
niowej wydaje sie by¢ niezalezny od obecnosci ATP. Swiadcza o tym
obserwacje Huang 1 Mazia [39] przeprowadzone na komorkach podda-
nych wptywowl EGTA, a nastepnie glicerynowanych. Mimo braku bez-
posrednich dowodow wskazujacych na wiazanie wapnia z filamentami
podczas skurczu nalezy jednak na podstawie zarowno badan fizjologicz-
nych, jak 1 optycznych przypuszczac, ze zjawisko to nastepuje podobnie
Jak w przypadku Peritricha.
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MODEL SKURCZU FILAMENTOWEGO MIONEM STENTORA

Poniewaz Srednica Sclanki tubularnych filamentow obserwowanych
w skurczonych komorkach Stentor coeruleus jest taka sama jak Srednica
filamentow w zrelaksowanych komaorkach, Huang 1 Pitelka [38] przypusz-
czaja, ze w obu wypadkach mamy do czynienia z tymi samymi wiokien-
kami, ale w roznych stanach. Podstawa tej zmiany moze byc¢ albo liniowa
agregacja, albo spiralne zwijanie sie filamentow podczas skurczu. Ponie-
waz agregacja nie ttumaczytaby znacznego skracania sie filamentow pod-
czas skurczu, autorki sktaniaja sie ku hipotezie, ze za zmiane odpo-

wiedzialne jest zwijanie sie filamentow.

SLIZGANIE SIE MIKROTUBULI WE WELOKNACH KM

Huang 1 Pitelka [38] na podstawie prac swych poprzednikdw oraz
swoich wyciagnety hipoteze slizgania sie mikrotubuli wiokien km (ryc. 3).
We widknach Stentor coeruleus kazda wstega mikrotubuli slizga sie
wzgledem wstegil przylegte] tak, ze rOwnoczesnie ze zmiang stopnia za-
chodzenie mikrotubuli na siebie nastepuje zmiana odlegtosci miedzy
punktami poczatkowymi przylegajacych wsteg 1 zmiana ilosci zachodza-
cych na siebie wsteg widocznych w przekroju poprzecznym wiokna. Ta
ostatnia zmiana Jest odpowiedzialna za zmiany wymiaru wiokna km
towarzyszace zmianom diugoscti komorki. Parametry mozliwych zmian
potozenia wsteg mikrotubularnych zaleza od geometrii catego systemu.
Poniewaz kazda wstega w swej] przednie] czesScl przyczepiona Jest do
clatka bazalnego, maksymalne skrocenie moze byC zdefiniowane przez
minimalna, mozliwa odlegtos¢ miedzy Srodkami przylegtych kinetoso-
mow (okoto 0,3 (im). Maksymalne slizganie sie, ktére moze zachodziC
miedzy sasiadujacymi wstegami podczas skurczu, jest okreSlone przez
dtugosCc Slizgajacych sie komponentow. Jednakze z pracy Huang [37]
wynika, ze w praktyce odlegtosci te sa mniejsze niz teoretycznie mozli-
we. Przy czterokrotnym wzroscie dtugosci komorki kazda wstega mikro-
tubularna Slizga sie w stosunku do przylegajace]j na odlegtoS¢c okoto
2,0 (im. Potaczenia widoczne miedzy mikrotubulami mogtyby byc aktyw-
nymi, mechanochemicznymi jednostkami dziatajagcymi w sposob analo-
giczny do miesniowych mostkow poprzecznych (cross - bridgess), pchajac

wyclagniete skurczone

Ryc. 3 Schemat slizgania sie mikrotubuli we witdoknie km Stentor coeruleus [38]
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wstegl wzgledem siebie. Te hipoteze potwierdzaja obserwacje, ze struk-
tura 1 orientacja potaczen miedzy wstegami rozni sie w komorkach
utrwalanych w réznych stadiach procesu skurczu [39]. Podczas skurczu
komorki mostki odczepiaja sie, aby pozwoliC na przemieszczenie sie
wsteg. W mostkach moze znajdowac sie biatko podobne do dyneiny,
Zzwigzane z aktywacja Slizgania sie mikrotubuli podczas procesu roz-

Kurczu.

SKURCZ CIALA SP1IROSTOMUM

Pierwsze badania organelli kurczliwych Spirostomum przy uzyciu
mikroskopu elektronowego przeprowadzone zostaly przez Finleya [28,
29]. Opisat on pasma wiokien o charakterze mikrotubularnym biegnace
wzdtuz ciata orzeska 1 tagczace sie z btonag komdorkowa. Podobne wynikKi
otrzymat wkrotce potem Randall [52, 53], ktory rowniez jako mionemy
potraktowat pasma tubuli o Srednicy 25 nm. Dalsze badania struktury
uktadu pellikularnego przeprowadzili Yagiu 1 Shigenaka [66, 67]. Jako
pierwsl stwierdzili oni, ze mionemom, czyli strukturom odpowiedzial-
nym za skurcz, odpowiada raczej znaleziona przez nich warstwa fila-
mentow lezaca na pograniczu ekto- 1 endoplazmy, a nie uktad mikrotubu-
larny (ryc. 4). System kurczliwy sktada sie z sieci filamentow o0 Sred-

Ryc. 4. Budowa warstw powierzchniowych Spirostomum ambiguum |[67]

LFB — podtuzne peczki fibrylarne (witdkno Kkinetodesmalne, CFS — Kkurczliwy
system witoknisty (mionema, spf — witokna podpelikularne, enp — endoplazma,
ecp — ektoplazma, fb — fragment witokien aparatu gebowego

3 — Postepy Biol. Kom. 1/80



34 B. TOLLOCZKO

nicy 3-4 nm. Towarzysza Je] pecherzyki gtadkiego retikulum endoplazma-
tycznego. System mikrotubuli natomiast nazwany zostat przez tych au-
torow podtuznymi peczkami wioknistymi 1 odpowiada kinetodesmie In-
nych orzeskow. Wedtug tych autorow jest to struktura zachowujaca sie
podczas skurczu biernie. Bezposrednio pod powierzchnig komorki Spi-
rostomum Yagiu 1 Shigenaka [66, 67] odkryli trzect uktad fibrylarny
sktadajacy sie z elementow o przekroju 20-26 nm. Funkcja tego uktadu
wedtug nich polega na dziataniu przeciwstawnym do uktadu mionemal-
nego lub tez powoduje spiralizacje komorki podczas skurczu. Podobne
obrazy kompleksu pellikularnego Spirostomum otrzymali takze Finley
| wsp. [30]. Jako mionemy traktowali oni jednak zarowno struktury
filamentowe, jak 1 mikrotubularne. Nie podali tez zadnych hipotez do-
tyczacych ich dziatania. Wiekszej 1losci informacji dostarczaja natomiast
prace Legranda [43] 1 Lehmana 1 Rebhuna [44], ktorzy uzyli do swych

badan zarowno mikroskopu elektronowego, jak 1 swietlnego. Potwier-
dzili oni istnienie w komorce Spirostomum wiokien Kkinetodesmalnych,
ktore — zgodnie z terminologiag wprowadzong dla Stentora — nazwali
widknami km. Struktury filamentowe, nazwane przez tych autorow wito-
knami M, tworza ciagta warstwe w postaci cylindra na cate] dtugosci ko-
morki. Przeprowadzili oni rowniez porownanie preparatow otrzymanych
Z komodrek skurczonych 1 wyciagnietych. Nie pozwolito to jednak na
ustalenie roli, jaka w czasie skurczu odgrywa uktad filamentowy 1 tu-
bularny, ale autorzy sugerowali, ze skracanie sie komorek zachodzi dzieki
wioknom mikrofilamentowym (M). Najbardziej prawdopodobne wydaje
sie, ze u Spirostomum, podobnie jak w przypadku Stentor coeruleus,
wiokna M dziatajg aktywnie podczas skurczu, system zaS mikrotubular-
ny odpowiedzialny jest za powstawanie sit rozkurczowych.

MOLEKULARNE PODSTAWY DZIALANIA WEOKIEN KURCZLIWYCH
SPIROSTOMUM

Serawin 1 wsp. [58] przy uzyciu digitoniny uzyskali modele Kko-
morek Spirostomum, ktore w roztworze fizjologicznym nie wykazuja
zadne] reakcji na rdozne bodzce. Wprowadzenie natomiast ATP 1 Mg2+
w stezeniach od 10~3 do 5 X 103 M powoduje wznowienie bicia rzesek.
Dodanie zas jonow wapnia wywotuje reakcje skurczowa modelu. Auto-
rzy ci stwierdzili tez, ze rowniez obecnosC jonow Mg2+, Ba2+, Co2+ | In-
nych powoduje skurcz, jednakze w mniejszym stopniu niz jony wapnia.
Mocny skurcz mozna tez wywotac za pomoca NAD. Nie udato sie nato-
miast spowodowac relaksacji modeli ani za pomocg EDTA, ani ATP, ktory
rozkurcza modele Peritricha. Dodanie do modeli Spirostomum KC1 o du-
ze] sile jonowe] (wyptukujacego miozyne z mo.deli mieSniowych) powo-
duje brak reakcji rzeskowe] po dodaniu Mg2+ 1 ATP, natomiast nie ma
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wptywu na pojawienie sie reakcji skurczowe] po dodaniu jonow Caz2+
[58]. Wskazywatoby to, ze miozyna moze wystepowac w organellach ru-
chu, natomiast brak jej jest w uktadzie kurczliwym. Wedtug tych au-
torow nie ulega jednak watpliwosci, ze mionemy Spirostomum zawieraja
F - aktyne. Dalszych wiadomosci na temat rolt wapnia w procesie skur-
czu Spirostomum dostarcza praca Etienne’a [17]. Zastosowat on mikro-
Iniekcje do cytoplazmy Spirostomum bioluminiscencyjnego Dblatka —
aguoriny, ktora w obecnoscl zjonizowanego wapnia emituje Swiatto wi-
dzialne. Rejestracja zmian Swiecenia aquoriny wewnatrz cytoplazmy po
stymulacji elektryczne] wykazata, ze zapoczatkowanie skurczu cilata
Spirostomum nastepuje wtedy, gdy w cytoplazmie pojawi sie okreslona
1los¢ wolnych jonow wapnia/ Jak wykazali Hawkes 1 Holberton [34]
poziom ten wynosi 10~5 M.

Wydtuzanie sie komorki Spirostomum wigze sie ze spadkiem na-
tezenia Swiecenia aquoriny, a wiec z obnizeniem poziomu wolnego wap-
nia. Jezell poziom jego jest nizszy niz 10~7 M, nie mozna wywotac
skurczu cilata Spirostomum |[34]. Hawkes 1 Holberton [35] obliczyli, ze
teoretycznie mata ilos¢ jonow Ca2+ musi wiazac¢ sie z filamentami kur-

czliwymi, aby wytworzyC energie potrzebng do skurczu. Wiadomo tez,
ze btony wchodzace w sktad uktadu pellikularnego Spirostomum odzna-
czaja sie wysoka opornoscia wiasciwg [17]. Czas miedzy poczatkiem dzia-
lania bodzca a poczatkiem reakcji jest bardzo krotki (nie wiece] niz
20 msek.), a opornosc btony nie ulega wtedy zmianie [34]. Wszystkie te
dane wskazuja, ze w procesie skurczu wapn ze Srodowiska zewnetrzne-
go nie bilerze bezposSredniego udziatu. Potwierdza to fakt, ze aktywnoScC
skurczowa Spirostomum wystepuje rowniez w Srodowisku pozbawionym
wapnia [20]. Jednakze w Srodowisku bezwapniowym okres latencji (czas
miedzy poczatkiem dziatania bodzca a poczatkiem reakcji) ulega stopnio-
wemu wydtuzeniu [17], co wskazuje, ze w warunkach tych nastepuje
obnizenie poziomu wapnia cytoplazmatycznego, brak Jest natomiast

mozliwoscl jego uzupetnienia. Liczne twory wakuolarne, obserwowane
w cytoplazmie Spirostomum [15, 63, 65], moga stuzyC jako miejsca aku-
mulujace wapn. Etienne 1 Dickstein [18] zwracajg uwage, ze jedynie faza
skurczu niezalezna jest od obecnosci ATP. Gromadzenie zaS 1 przecho-
wywanie jonow Ca2+ w obrebie retikulum endoplazmatycznego wymaga
poboru energil. Obserwowany brak relaksacji w obecnosci inhibitorow
metabolizmu [18, 19] powodowany jest zahamowaniem doptywu energii
potrzebnej do akumulacji jonow wapnia.

Jak wynika z przedstawionych badan, podstawa kurczliwosci ciata
Heterotricha jest wspotdziatanie dwoch systemow: mionem 1 widkien km.
Powstawanie sity potrzebnej do skurczu tych orzeskow wigze sie naj-
prawdopodobniej ze zmianami w makromolekularnej konformacji fila-
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mentow w mionemie, indukowanym wapniem. U Stentor coeruleus zmia-

ny te obrazuje odwracalne przejscie filamentow w Kkrotsze, tubularne
formy. Zmiany przestrzenne we wioknach km sa generowane przez sliz-
ganie sie elementow tych widkien wzgledem siebie. Zmiany morfologii
potaczen miedzy tymi komponentami sugeruja, ze dziatajag one w proce-
sie wyclagania sie komorki albo tworzac sity Slizgania potrzebne do ak-
tywnego przemieszczenla sasiadujacych ze soba wsteg mikrotubularnych,
albo regulujac stopien tego slizgania sie.

RUCHY AKSOSTYLI NIEKTORYCH WICIOWCOW

Duzej 1loSci informacji dotyczacych mechanizmow sSlizgania sie mi-
krotubuli wzgledem siebie dostarczaja prace dotyczace badan aksostyli.
Aksostyl jest to organellum wystepujace u wiciowcOw z rodziny Pyrso-
nimphidae, pasozytujacych w jelicie termitow. Ma on ksztatt wstegi lub
pateczki biegnace] przez catg dtugosc komorki. Zdolny jest do przesu-
wajacych sie wzdiuz cate] jego dtugosSci ruchow typu zginania, powo-
dujacych zmiane ksztattu catej komorki, co z kolel sprawia, ze caty
organizm porusza sie.

GrassC [32] pierwszy opisat ultrastrukture tego organellum 1 przy-
rownat Ja do wiokien obserwowanych u Spirostomum. Grimstone Cle-
veland [33] natomiast podkresSlali podobienstwo elementow tej struktury
z elementami wicl, nie nazywajac ich jednakze mikrotubulami. Opisy
podane przez tych autorow potwierdzone zostaty przez poédzniejsze ba-
dania Brugerolle [12]. Szczegdtowych danych na temat ultrastruktury
aksostylu, ale bez Interpretacjl dotyczace] Jego funkcjonowania, dostar-
cza praca Mclintosha 1 wsp. [49] przeprowadzona na dwoch gatunkach
Saccinobaculus. Wyjasnili onil, ze opisywany juz przedtem, znajdujacy
sie w przednie] czesci aksostylu twor w ksztatcie pateczki stanowl rzad
mikrotubuli potaczonych z centriolami. Z nim +taczy sie tzw. plerwotny
rzad mikrotubuli (primary row), lezacy na cate] swej diugosci najblizej
powierzchni komorki. Przednig jego czeSCc otacza palisada utworzona
z lezacych do siebie rownolegle, potaczonych tubuli. Struktura ta od-
powlada opisywane] przedtem [33] cienkie] ptytce (thin lamella). Row-
nolegle do rzedu pilerwotnego biegna Inne rzedy mikrotubuli tworzace
caty aksostyl. Mikrotubule jednego rzedu potaczone sa ze soba z perio-
dycznosScia charakterystyczna dla danego gatunku. Potaczenia pomiedzy
rzedami sa rzadsze. Tylna czes¢ aksostylu na 1/5-1/10 swej dtugosci po-
kryta jest otoczka zbudowang z 25 nm tubuli potaczonych ze soba, po-
dobnag do otoczki przedniej. Otoczki te moga spetniaC role przyczepienia
aksostylu |33, 49].

Mclintosh [48] porownat strukture aksostylu w miejscu zgiecia
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| W czeScl wyprostowane]. Stwierdzit, ze przekrd] poprzeczny niezgietego
aksostylu ma ksztatt rozka, ktory sptaszcza sie przy zgieciu. Pomiary
dyfrakcji optyczne] na elektronogramach przedstawiajacych aksostyl
W miejscu zgiecla wykazaty, ze podczas zginania sie aksostylu mikrotu-
bule slizgaja sie wzgledem siebie. W niektorych przypadkach autor ob-
serwowat tez kurczenie sie mikrotubuli lezacych po wewnetrznej stronie
zglete] czesSci aksostylu. Postuluje jednakze, ze samo slizganie sie mikro-
tubull jest wystarczajagce do spowodowania zgiecia aksostylu. Podobne
wyniki, dotyczace struktury mikrotubuli i taczacych je mostkow, otrzy-
mall Bloodgood 1 Miller [9] uzywajac techniki ,,freeze - fracture”. U Pyr-
sonympha stwierdzono tez obecnosc sieci filamentow zwigzanych z pier-
wotnym rzedem mikrotubuli [10].

MECHANIZM SLIZGANIA SIE MIKROTUBULI AKSOSTYLU

Moosaker 1 Tilney |50] 1zolowali aksostyle za pomoca Tritonu X 100.
Zdolne one byty do normalnego ruchu w tych samych warunkach, w ja-
kich nastepuje reaktywacja ruchu wici plemnikow. Zjawisko to wymaga
obecnosci jonow dwuwartosciowych. Najlepsze rezultaty daja jony Mg2+,
podczas gdy Caz+ sa nieefektywne 1 hamuja aktywacje powodowang przez
Mg2+. Stymulujace dziataja tez jony Mn2+, sg jednak mnie] efektywne
niz Mg2+. Reakcja przebiega w szerokim zakresie pH (7,5-9,6) przy opti-
mum wynoszacym 8,3. Niezbedna jest tez obecnos¢c ATP. ITP 1 GTP maja
bardzo maty wptyw na to zjawisko. lzolowane aksostyle wykazywaty
aktywnosc ATP - azowa podobnag do wartosci otrzymanych dla aksonem
rzeskowych czy wiciowych. Wykryto tez takie same bilatka, jak w aksone-
mach: dyneine, tubuline, biatko taczace (neksyne) 1 Inne biatka drugo-
rzedne. Przypuszcza sie [50], ze dyneina lub biatko dyneinopodobne zloka-
lizowane Jest w mostkach miedzytubularnych. Przemawilajg za tym na-
stepujace argumenty: 1. Aksostyl ma mostki umieszczone w odpowiednie]
pozycji, aby generowac ruch bedacy wynikiem wzajemnego oddziatywania
miedzy przylegtymi rzedami mikrotubuli; 2. Wymiary mostkow odpowia-
daja rozmiarom podjednostek dyneiny; 3. Aksostyl zawiera biatko o tej
same] maslie czasteczkowe] co podjednostkl dyneiny rzesek 1 wicl. Moosa-
ker 1 Tilney [50] podkreslaja ponadto, ze mikrotubule przylegtych rzedow
nie sa upakowane jednorodnie. CzesC z nich upakowana jest heksagonalnie,
a czesC — prostoliniowo. Wydaje sie, ze nastepuje to dzieki wklesnieciu
aksostylu, co z kolei jest wynikiem stosunku mostkow do sasiednich mikro-
tubuli. Ze zdjec Grimstone’a 1 Clevelanda [33] oraz Moosakera 1 Tilneya
I50] wynika, ze mostki pomiedzy mikrotubulami sg nachylone. Pozostaje
to najprawdopodobniej] w zwiazku z substrukturg mikrotubuli (tzn. nie-
rowna iloscig podjednostek). W kazdym razie, w zwigzku z tworzeniem
sie wklesniecia w nieaktywnym aksostylu, odlegtosci miedzy tubulami jed-
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nego rzedu 1 rzedu sasiedniego roznig sie 1 to nie pozwala na tworzenie
sie maksymalnej 1losci mostkow. Moze to natomiast zachodziC, Kkiedy
wstega aksostylu jest sptaszczona. Z badan Mclntosha 1 wsp. [47] wynika,
ze aksostyl jest sptaszczony w rejonie aktywnym. Sptaszczenie to posuwa
sie wzdtuz aksostylu wraz z aktywng fala, co pozwala na maksymalna
interakcje mikrotubuli przylegtych rzedédw w tym witasnie miejscu. Do-
datkowym dowodem na tego rodzaju przebieg zjawiska aktywacjl akso-
stylu sg obserwacje Longforda (cytowane w pracy Moosakera 1 Tilneya
[50]) wskazujace, ze sptaszczenie In vivo czesci aksostylu wywotuje ruch,
ktory propagowany jest z tego miejsca w dwoch Kierunkach. Bloodgood
[11] na podstawie obserwacji przy uzyciu mikroskopu elektronowego oraz
badan biochemicznych postuluje rowniez, ze aktywnosS¢ ATP-azowa zlo-
kalizowana jJest w mostkach miedzy rzedami mikrotubuli. Natomiast
mostkl wewnatrzrzedowe sg — zdaniem tego autora — miejscem mecha-
nochemicznej transdukcji. ATP 1 jony dwuwartosciowe potrzebne sa do
wytwarzania sie mostkOw w miejscu aktywacji (odwrotnie niz w miesniu
prazkowanym 1 wicl plemnika Jezowca, gdzie gwattowna redukcja steze-
nia ATP powoduje wytwarzanie mostkow, a obecnosC ATP — ich uwal-
nianie).

Ryc. 5. Model aktywnosci mostkow miedzyrzedowych aksostylu [11]

1 — nadejscie fali zgiecia, 2 — aktywacja ATP-azy, 3 — hydroliza ATP, 4 — transdukcja
mechanochemiczna
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Ryc. 5 przedstawia zaproponowany przez Bloodgooda [11] model cyk-
liczne] aktywacji mostkOw miedzyrzedowych podczas propagacjl zgiecia
aksostylu. Zaktada on, ze kazdy takli mostek miedzyrzedowy posiada
miejsce wiazania mikrotubuli na kazdym koncu, z jednej strony jednak
wiagze sie z mikrotubula silniej niz z drugiej. Postuluje tez, ze kazdy taki
mostek ma miejsce wigzania kompleksu kation-nukleotyd, miejsce wiaza-
nia jonu dwuwartosciowego 1 Jjedna lub wiecej grup sulfhydrylowych
zwigzanych funkcjonalnie z aktywnoscig ATP-azowa mostka. Aby mostek
mogt zwigzaC druga mikrotubule, substrat (Ca2+-ATP lub Mgz-ATP)
| kation dwuwartosciowy (Caz+ lub Mg2t) musza byC zwigazane we witasci-
wych dla nich miejscach. W normalnym stanie spoczynku kazde] czeSci
aksostylu, wielka czeSC mostkow miedzyrzedowych ma zwiazany substrat
(zwykle Mg2+-ATP) 1 kation (zwykle Mg2+), a wiec jJest w stanie przycze-
pienia. Aby powstata aktywnosS¢ ATP - azowa mostka, musza bycC speinio-
ne dwa warunki: 1. mostek musi byC przyczepiony do drugiej mikrotu-
buli, 2. na system musi byc wywarty odpowiedni nacisk mechaniczny.
Normalnie ten drugl warunek jest spetniony przez zgiecie aksostylu. Kie-
dy aktywnoS¢ ATP - azowa mostka jest aktywowana, nastepuje hydroliza
substratu 1 uwolniona w tym procesie energla chemiczna jest (w niezna-
ny dotad sposob) przetwarzana na energie mechaniczna, powodujac Sliz-
ganie sie mikrotubuli sasiedniego rzedu. Generowanie sity zachodzi tylko
wtedy, jesli miejsce wigzania jonu dwuwartosciowego zajete Jest przez
Mg?2+, natomiast jeSli tam zwigzany jon Caz2+, uwalnianie energii zachodzi,
brak jest natomiast mechanochemiczne] transdukcji. Uwalnianie mostka
| uwalnianie substratu zachodzi po mechanochemiczne] czesci cyklu. Inna
czasteczka substratu 1 jon dwuwartosciowy wigze sie nastepnie z mostkiem
| zachodzi wiagzanie drugie] mikrotubuli. W tym czasie zgiecie przeszto juz
przez ten region aksostylu 1 mostek, jakkolwiek zwiazany, jest znowu nie-
aktywny.

Model Bloodgooda [11] postuluje wiec, ze aktywacja cyklu jest zwiaza-
na z mechaniczng zmiang stanu spoczynkowego. Zatozenie to potwierdzaja
dwie obserwacje: 1. aksostyl Saccinobaculus, sptaszczony przez szkietko
przykrywkowe, Inicjuje aktywne zgiecie w miejscu kontaktu, 2. rytmiczne
oscylacje w wici plemnika ssakOw moga by¢ w obecnosci ATP 1 ADP In-
dukowane przez mechaniczne zgiecie wicl. Postulat, ze mostki zawieraja
dwa miejsca wigzania: jedno dla substratu, a drugie dla kationu dwuwar-
tosciowego, opiera sie na zatozeniu, ze stany konformacyjne aksostylu po-
zostaja w zwigzku ze stanem mostkOw oraz na nastepujacych obser-
wacjach: 1. EDTA powoduje przejscie aksostylu z formy skreconej do wy-
prostowanej, 2. Caz2+ 1 Mg2+ jednakowo dostarczaja aktywnosci ATP - azo-
wej, ale tylko w obecnosci jonow Mg+ moze byC indukowany ruch
aksostylu.
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Bloodgood [11] nie wyklucz-a tez mozliwosci, ze cykl przez niego za-
proponowany Jest przesuniety, tzn. w stanie spoczynku aksostylu mostKi
sg odczepione. W chwili nadejScia zgiecia powstajg warunkli sprzyjajace
przyczepianiu sie mostkow, nastepuje aktywacja wiasnosci ATP - azo-
wych, hydroliza substratu, mechanochemiczna transdukcja 1 prawdopo-
dobnie uwolnienie mostkow, ktore w tym stanie pozostaja do nadejscia
nastepne] fali zgiecia.

Omowione rodzaje ruchliwosci pierwotniakow Swiadczag o tym, ze
U je] podstaw leza systemy wiokniste zbudowane z filamentow lub mikro-
tubuli. Ruch moze by¢ wynikiem dziatania jednego z tych uktadow (fi-
lamentowego — u Peritricha, mikrotubularnego — w aksostylach Pyr-
sonymphidae) lub wspotdziatania ich obu (skurcz cilata Spirostomum
| Stentora). We wszystkich tych przypadkach mechanizmy lezace u pod-
staw skurczu, mimo wielu zewnetrznych podobienstw, na poziomie mole-
kularnym rozniag sie znacznie od zjawisk zachodzacych w komorkach
Metazoa.
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