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ReaktywnoSC orzeska Paramecium aurelia
na dziatanie wybranych hormonow

Streszczenie

Jednokomdérkowe organizmy, szczegoOlnie orzeski Paramecium, sg
wygodnym modelem w badaniach stanu pobudzenia komoérki, gdyz
wykazujg charakterystyczne odpowiedzi ruchowe.

Zbadana zostata rola dopaminy, serotoniny i glutaminianu sodu na
ruch Paramecium aurelia. Stwierdzono, ze substancje te dziatajg zaleznie
od dawki, a ich efekt byt blokowany przez antagonistow poszczegdlnych
receptoréw. Uzyskane wyniki sugerujg istnienie u orzeskow charakteiy-
stycznych receptoréw, wskazujgc jednoczesnie funkcje tych substancji
w przekazywaniu miedzykomoérkowej informaciji.

Wstep

Panuje poglad, ze system miedzykomdérkowego przekazywania
informacji u organizmoéw wyzszych wzigt swéj poczatek biochemiczny
i funkcjonalny na poziomie jednokomdérkowcoéw i zostat utrwalony na
drodze ewolucji. Ostatnio ukazato sie wiele doniesien o obecnosci
tych samych hormondéw u kregowcoéw i organizméw jednokomadrko-
wych. Uczestniczg one w przekazywaniu informacji w obrebie jednej
komorki, jak i miedzykomorkowo. U orzeska, Tetrahymena pyriformis,
wystepuje insulina, podobna immunologicznie do tej, ktéra u kregow-
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cow stymuluje metabolizm glukozy w adipocytach izolowanych ze
szczurow. Ekstrakty pierwotniakdéw zawierajg substancje przypomina-
jace ACTH (hormon adrenokortykotropowy) o wysokiej aktywnosci
biologicznej. Stwierdzono rowniez obecnos¢ /3-endorfiny i proopiome-
lanokortyny (prekursora ACTH i/l-endorfiny, Le Roith 1984). Obecne
sg réwniez i inne biogenne aminy w komdrkach pierwotniakéw, jak
np. katecholaminy (Janakidevi i wsp. 1966).

Interesujgca wydaje sie funkcja tych hormonéw na tak niskim
poziomie ewolucyjnym. Peptydy opioidowe hamujg np. pinocytoze
u Amoeba proteus, ktéory to efekt byt znoszony lub obnizany przez
antagoniste opioidowego nalokson (Joseffsson 1979). Serotonina
i katecholaminy stymulujg fagocytoze u Tetrahymena thermophila.
Procesy seksualne u orzeskdw sg rowniez stymulowane przez sub-
stancje przypominajace hormony kregowcéw. Blepharisma japonicum
wystepujgca w dwoch typach koniugacyjnych (I i Il), moze wzajemnie
koniugowac¢ wowczas, jezeli typ Il wydziela zwigzek przypominajacy
serotonine (Miyake, Rivola 1987).

Istniejg dowody na to, ze receptory btonowe u pierwotniakéw sag
identyczne z analogicznymi strukturami u organizmoéw wyzszych. Akty-
wacja receptorow komérkowych u pierwotniakéw wigze sie ze zmiang
poziomu wapnia w komdrce. Elementem regulujgcym ten poziom sg
ligandy cytoplazmatyczne, jak np. kalmodulina, kwas fosfatydowy,
ktéry, majgc wiasnosci jonoforu, moze otwiera¢ kanatly wapniowe
w btonie plazmatycznej (Kuznicki 1989).

U pierwotniakéw bodZce zewnetrzne powoduja depolaryzacje
komorki, a to prowadzi do otwierania sie kanatdw wapniowych
w blonie. Rezultatem tego jest wzrost stezenia wolnych jonéw wapnia
w cytoplazmie pierwotniaka. Nastepnie aktywacja kalmoduliny powo-
duje aktywacje ATP-azy dyneinowej i kanatéw potasowych zaleznych
od wapnia. W rezultacie tego rzeski zaczynajg poruszac¢ sie szybciej
i pod innym katem niz zwykle, co okreslane jest jako tzw. ,rewersja
rzeskowa”, ktdra umozliwia orzeskowi ucieczke od niekorzystnych
warunkéw Srodowiska. Po wypompowaniu Ca++ z cytoplazmy, ukiad
powraca do stanu wyjsciowego - orzeski ptywajg do przodu.
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Metoda

Hodowle Paramecium aurelia prowadzono na pozywce sporzadzo-
nej wg przepisu Sonneborna (1950), ktdrg szczepiono bakteriami
Enterobacter aerogenes. Orzeski byly przetrzymywane w termostacie
swietlnym w cyklu dobowym 12 h D/L, w temperaturze 22°C. Hodowle
pierwotniakéw zageszczano na 24 godziny przed eksperymentem
wirujac (1000 obrotéw na sekunde), nastepnie przeptukiwano buforem
Tris-HCI (pH = 7.3) i pozostawiano w komorze wilgotnej w buforze
do nastepnego dnia.

Mikropipetg przenoszono po 10 orzeskéw na ,szkietko z tezky”,
dodawano 20 y 1l badanego roztworu i inkubowano przez 10 minut.
Tak przygotowany preparat umieszczano pod mikroskopem M St-130
potaczonym z kamerg i monitorem. Na monitorze obserwowano
reakcje orzeskéw, typ ruchu komodrek oraz dokonywano pomiaru

szybkosci ruchu. Wyniki byty liczone testem ,T-Studenta”.

Do badan wykorzystano nastepujgce zwigzki: Cyproheptadine-HCI
(Sigma) CPH; 5-hydroxytryptamine-HCI (Sigma) 5HT; Arterenol-HCI
(Sigma) Na; 5-hydroxytyramine-HCI (Sigma) Da; Apomorfine-HCI
(Sigma) APG; Haloperidol (Sigma); Citalopram; Tris-(hydroxymet-
hyl)-methylamin (Aldrich); Sodium L-glutamate (Fluka).

Wyniki

Badano wpltyw dopaminy, serotoniny i glutaminianu sodu na
zachowanie Paramecium aurelia. W komorkach orzeskéw mozna
stwierdzi¢ obecnos$¢ serotoniny i katecholamin. Interesujgce wydaje
sie by¢ dziatanie tych substancji podanych egzogennie do medium na
ruch Paramecium. Substancje te dzialajg zaleznie od dawki, a efekt
ten blokowany jest przez antagonistow poszczeg6lnych receptorow.
Dopamina w koncentracji 10“JM powodowata zwiekszenie szybkosci
ruchu orzeskéw do 136% wartosci kontrolnej, dopamiona w stezeniu
I0OM"M zwiekszata szybko$¢ ruchu do 146% wartosci kontrolnej, a
koncentracja 10~5M dawata efekt wzrostu szybkosci ptywania do
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Rye. 1. Wptyw dopaminy i haloperidolu
na predko$é ptywania Paramecium aurelia

134% wartosci kontrolnej, natomiast koncentracja dopaminy ponizej
IOM"M dawata reakcje orzeskéw zblizone do zachowan w grupie
kontrolnej (rye. 1). Haloperidol w stezeniu 10-6M (antagonista re-

ceptora a1 i 5HT) znosit efekt dopaminy 10 M (rye. 1).

Efekt serotoniny byt proporcjonalny do stezenia w medium inku-
bacyjnym. Serotonina w koncentracji 10~3M powoduje wzrost szybkosci
ruchu orzeskéw do 132% wartosci kontrolnej, KHM obniza szybkos¢
ptywania do 118% wartosci kontrolnej, 10 5M zwieksza jedynie bardzo
nieznacznie szybkos$¢ ptywania w stosunku do grupy kontrolnej osig-
gajac 106% wartosci kontrolnej. Ponizej tej koncentracji orzeski
zachowywaty sie tak, jak w grupie kontrolnej. Efekt serotoniny byt
znoszony porzez cyproheptadyne (antagonista receptora 5HT) w kon-
centracji 10~12M (ryc. 2).
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Rye. 2. Wptyw serotoniny i cyproheptadyny
na predkos$é ptywania Paramecium aurelia

Badano réwniez efekt apomorfiny. Orzeski przezywaty w medium,
gdzie koncentracja apomorfiny wynosita 2 x 1CHM, obserwowano woéwczas
ruch obrotowy orzeskéw woko6t wiasnych osi, ale tez i pltywanie po
torach spiralnych. W stezeniu apomorfiny 1(h5M i nizszych orzeski

zachowywalty sie tak, jak w grupie kontrolnej (ryc. 3).
Glutaminian sodu w koncentracji 2 x 1(HM powodowat wyrazng

zmiane zachowan orzeskéw. Wykazywatly one zmniejszong predkosé
ruchu i bardzo silng spiralizacje toréw ptywania. W stezeniu 10~2M
paramecia poruszaly sie z predkoscig wynoszgacg 84% wartosci kon-
trolnej, a w stezeniu 10_3M orzeski zachowywalty sie tak, jak w grupach
kontrolnych (ryc. 3).
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Rye. 3. Wptyw glutaminianu sodu i apomorfiny
na predkosé ptywania Paramecium aurelia

Dyskusja

Pierwotniaki, szczegdlnie za$ z rodzaju Paramecium (orzeski),
stanowig wygodny model do badan stanu pobudzenia komoérki, gdyz
objawiaja charakterystyczne odpowiedzi ruchowe. Dryl i Grebecki
(1966) wyodrebnili szereg reakcji ruchowych orzeskéw (ryc. 4 i 5),
stwierdzajagc przy tym, ze depolaryzacji btony komdrkowej orzeska
towarzyszy rewersja rzesek, natomiast hiperpolaryzacja przyspiesza
bicie rzesek w normalnym kierunku.

Bonini i inni (1986) stwierdzili, ze substancje, ktére powoduja
wzrost cyklicznego AMP zwiekszajg szybkos¢ ptywania Paramecium
do przodu 2-3-krotnie, co jest zwigzane z hiperpolaryzacja komorki.
U Paramecium ruch jest regulowany zaréwno przez jony wapnia, jak
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i przez c-AMP i moze by¢ to dziatanie antagonistyczne, cho¢ nie
zostato do tej pory wyjasnione, czy nalezy to wigza¢ z tym samym
miejscem w rzesce.

Stezenie wewnagtrzkomdérkowego wapnia jest regulowane podczas
dziatania niektérych hormondéw na receptory btonowe. Zaktada sie,
ze pierwotny efekt katecholamin typu a, podobnie jak serotoniny jest
zwigzany z hydroliza fosfatydoinozytoli pociggajacq za sobg otwarcie
kanatu wapniowego. Dzieki temu jony wapnia moga zmienia¢ swoje
stezenie w cytoplazmie i petnigc role drugiego informatora wywotywac

okres$lone reakcje w komdrce (Kawiak 1985).

Badania przeprowadzone w niniejszej pracy wykazujg, ze endo-
genne substancje majg wptyw na zachowanie sie orzeskéw, co wigze
sie Scisle ze stanem pobudzenia komorki. Moze to sugerowac istnienie
u pierwotniakéw charakterystycznych receptoréw i wskazywaé¢ na
funkcje tych substancji w przekazywaniu informacji.
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Summary

Unicellular organisms, particularly Paramecium, can be used as
a model for studying physiological mechanism involved with the
excitability of the living cell. The excitation phenomena in the
membrane of protozoan cell is connected with the motor response
of ciliary apparatus. In examining the role of serotonin, dopamine
and sodium L-glutamate the cells were incubated in different con-
centrations of these compounds. The swiming speed and behaviour
of these organisms were obserwed after 30 min of incubation.

The effect of these substances was dose-related and blocked by
antagonists of respective receptors. The results suggest the presence
of some specific receptors in Paramecium, and indicate the function
of these hormones in the intracellular communication.



