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MIKROSKOPOWE METODY BADANIA CYTOSZKIELETU

WPROWADZENIE

Termin cytoszkielet, jak wiele innych
terminéw zbiorczych, jest réwnie oczywisty,
co nieprecyzyjny. Z jednej strony, oczywiste
jest, ze cytoszkielet tworza wldékna biatkowe,
odpowiedzialne za utrzymywanie ksztattu
komorki, mniej oczywiste jest, ktore z bia-
tek zwiazanych z nimi, zaliczymy do biatek
cytoszkieletalnych. W latach 80. XX w. po-
wstala definicja funkcjonalna cytoszkieletu
mowiaca, ze jest to ,wewnatrzkomorkowa
sie¢ wiokien bialtkowych nierozpuszczajaca
sie w detergentach niejonowych” (ANDERSEN
i wspotaut. 1991). Ta definicja, jakze wygod-
na z punktu widzenia biochemii, zalicza do
cytoszkieletu takze wszystkie biatka, ktére
towarzysza tworzacym go wiloknom biatko-
wym. Cytoszkielet tworza zatem podstawowe
biatka polimeryzujace w filamenty czy sieci:
aktyna, tubulina, biatka wilokien posrednich
czy specyficzne komorkowo biatka, takie jak
spektryna, oraz tysiace innych czasteczek:
bialek regulatorowych, motoréw molekular-
nych, biatek adaptorowych czy tez bialek
uczestniczacych w przekazywaniu sygnalow.
Tak zlozona struktura bialkowa, o tak do-
brze zdefiniowanej formie przestrzennej, jest
wymarzonym obiektem do badan mikrosko-
powych i mikroskopia towarzyszy studiom
nad cytoszkieletem od ich zarania. Postara-
my sie tu opisa¢ podstawowe metody mi-
kroskopowe, ktore kazdy badacz struktury i

funkcji cytoszkieletu powinien znac¢. Zarysu-
jemy tez tlo historyczne ich rozwoju i wyka-
zemy, ze badania nad cytoszkieletem odegra-
ly niebagatelng role w rozwoju tych metod.

METODY STRUKTURALNE

METODY ZNAKOWANIA CYTOSZKIELETU W
UTRWALONYCH KOMORKACH I TKANKACH

Mikroskopia fluorescencyjna i przetom w
badaniach strukturalnych komorki

Wraz z rozwojem metod biochemii i ge-
netyki molekularnej, biologia oddalata sie od
modelu nauki obserwacyjno-opisowej i sta-
wala sie nauka eksperymentalna. Towarzy-
szyla temu utrata znaczenia tradycyjnej mi-
kroskopii optycznej, ktorej rozdzielczos¢ byla
niedostateczna do bezposredniej obserwacji
badanych struktur, a specyficznos¢ dostep-
nych woéwczas barwien dalece niewystarcza-
jaca. Jednoczesnie, od polowy XIX w. zna-
na byta niezwykle czula metoda barwienia,
jaka jest barwienie fluorescencyjne. Ponie-
waz barwnik fluorescencyjny emituje, a nie
pochtania, $wiatlo mozemy wykry¢ znacznie
mniejsze jego stezenia. Juz na poczatku XX
w. pojawily sie pierwsze mikroskopy fluore-
scencyjne. Problemem bylo jednak wzbudza-
nie fluorescencji. W tym celu nalezalo oswie-
tlic obserwowany obiekt Swiatlem wzbudza-
jacym, ktére w tradycyjnym mikroskopie
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optycznym oslepia obserwatora. Problem ten
zostal czesciowo rozwigzany w latach 20.
wraz ze skonstruowaniem mikroskopu epi-
fluorescencyjnego (ELLINGER i HIRT 1929).
Epifluorescencja (od greckiego emi oznacza-
jacego ,na”) polega na wprowadzeniu Swia-
tla wzbudzajacego przez obiektyw za pomoca
polprzepuszczalnego lustra wstawionego w
droge optyczna mikroskopu. Taka konstruk-
cja ma dwie ogromne zalety: po pierwsze,
Swiatlo wzbudzajace nie wnika bezposrednio
w szlak obserwacyjny mikroskopu. Po dru-
gie, obiektyw stanowi jednoczesnie konden-
sor dla swiatla wzbudzajgacego i znajduje sie
z definicji w idealnej pozycji. W momencie
powstania tej konstrukcji, problemy z tech-
nologia produkcji filtrow powodowaly jednak,
ze nawet niewielka ilo§¢ Swiatla wzbudza-
jacego, ktéra odbijata sie od preparatu lub
zostawala w nim rozproszona, wciaz mogla
by¢ jasniejsza od sSwiatla emitowanego przez
preparat i tylko bardzo jasne barwienia mo-
gly by¢ obserwowane. Techniki mikroskopii
fluorescencyjnej wymagaly jeszcze poét wieku
rozwoju, by w latach 70. doréwnac precyzja
molekularnym technikom in vitro. Jednym
z podstawowych powodow tego stanu rze-
czy byl problem z wydajna filtracja swiatla i
dopiero rozw¢j filtrow interferencyjnych, do-
stepnych od lat 70. w racjonalnych cenach,
umozliwit rozwo6j mikroskopii fluorescencyj-
nej jaka znamy dzis (Ryc. 1).

Znakowanie biatek cytoszkieletu przeciwcialami

Wydajne barwienie preparatow biologicz-
nych nie zapewnialo wystarczajacej specy-
ficznosci, pozwalajac barwi¢ chemicznie cale
klasy zwiazkéw, ale nie precyzyjnie znakowac
konkretne biatka. Istnieje jednak w naturze
klasa czasteczek, ktéra pozwala precyzyjnie
wykrywac specyficzne, przestrzenne struktu-
ry molekularne bialek czy wielocukrow, zwa-
ne epitopami. Sa to przeciwciala. Organizm
kregowca moze produkowac¢ miriady rodza-
jow przeciwcial, wykrywajacych praktycz-
nie wszystkie mozliwe biatka wystepujace w
przyrodzie. Pierwsze zastosowanie przeciwcial
jako specyficznego znacznika w mikroskopii
nastapitlo juz w latach 40. XX w. Wtedy to
stworzono niezwykle czula metode wykrywa-
nia pneumokokow przy pomocy przeciwcial
sprzezonych z barwnikiem fluorescencyjnym,
skierowanych przeciwko biatkom powierzch-
niowym tych bakterii (COONS i wspolaut.
1942). Byla to wéwczas jednak bardziej me-
toda diagnostyczna niz sposob obrazowania.
Na pierwsze prace pokazujace przestrzenne
obrazy cytoszkieletu znakowanego przeciw-
cialami trzeba bylo czeka¢ do 1974 r. (La-
ZARIDES i WEBER 1974), gdy autorzy pokazali
filamenty aktynowe w fibroblastach linii 3T3
i w komoérkach zarodkéw kurczaka.

Podczas gdy do znakowania wtokien cy-
toszkieletu wystarczajace bylo wykorzysta-
nie mieszaniny przeciwcial izolowanych z

Ryc. 1. Fluorescencyjne obrazowanie cytoszkieletu w komorce.

A. Komorki linii U-2 OS kostniakomiesaka czlowieka; czerwono znakowana przeciwcialami tubulina, zielono znako-
wane przeciwcialami wiékna posrednie (nestyna), na niebiesko znakowano jadro komorkowe (DAPI). Obraz z Human
Protein Atlas (HPA). B. Fibroblast 3T3 kurczaka; czerwono znakowana falloidyna aktyna, zielono znakowane wilokna
posrednie, niebiesko znakowane jadro komoérkowe (DAPI), ze zbioréw Wellcome Images Project. Oba obrazy pobrano
z Cell Image Library, prowadzonej przez Amerykanskie Towarzystwo Biologii Komorki. Obrazy udostepnione na li-
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osocza immunizowanych biatkami cytosz-
kieletu zwierzat (glownie kroélikow), to zna-
kowanie bialek inkrustujacych te witokna
stalo sie znacznie bardziej specyficzne wraz
z wprowadzeniem przeciwcial monoklonal-
nych. Teoria selekcji klonalnej w ukladzie
odpornosciowym (BURNET 1976) wskazywala,
ze powinno by¢ mozliwe wyizolowanie grupy
komorek, produkujacej przeciwciala odpo-
wiadajace tylko na jeden, wybrany epitop,
czyli niewielki fragment biatka mogacy wia-
zaé przeciwciato. Juz wczesniej, takie poje-
dyncze klony byly izolowane i namnazane
w myszach pozbawionych ukltadu odporno-
Sciowego (ASKONAS i wspotaut. 1970), ale do-
piero w polowie lat 70. opracowano techni-
ke hybrydyzacji limfocytow B z komoérkami
szpiczaka, w celu uzyskania trwalego zrodia
przeciwcial o scisle zdefiniowanej specyficz-
nosci (KOHLER i MILSTEIN 1975). Co ciekawe,
autorzy tej publikacji mieli powazne proble-
my z powtdérzeniem swych prac po przenie-
sieniu doswiadczen w potencjalnie znacznie
lepsze warunki. Problemy byly tak znaczne,
ze Milstein byl bliski wycofania pracy z Na-
ture, szczesliwie Giovanni Galfré znalazl zro-
dlo probleméw w pozywce, na ktorej hodo-
wano komorki i zoptymalizowal proces fuzji
(GALFRE i MILSTEIN 1981). W 1984 r. autorzy
pracy otrzymali za swoje badania nagrode
Nobla, a dzis trudno sobie wyobrazi¢c wspol-
czesng biologie komorki bez wykorzystywa-
nia przeciwcial monoklonalnych.

Znakowanie przeciwcialami ma ogromna
specyficznos¢ i pozwala zidentyfikowaé nie
tylko bialka, ale nawet ich stan fizjologicz-
ny (np. to czy sa ufosforylowane w okreslo-
nym miejscu czy nie). Niestety rozdzielczoscé
mikroskopu optycznego jest niewspoimier-
nie duza do rozmiarow czasteczek biatka, a
to, ze znakowane bialka znajdujemy w tym
samym miejscu na mikrofotografii nie zna-
czy, ze tworza one kompleks. Aby przeko-
nac sie, ze obiekty znakowane przeciwciala-
mi znajduja sie wystarczajaco blisko by ze
sobg oddzialywac, stworzono technike zwang
ligacja zblizeniowa (ang. proximity ligation
assay, PLA). Polega ona na uzyciu prze-
ciwciat znakujacych epitopy na dwoéch ba-
danych bialkach, kazde zwigzane z potowg
startera PCR. Po zwiazaniu przeciwcial, do
preparatu dodaje sie ligazy. Jesli dwa frag-
menty startera znajduja sie od w odleglosci
kilkudziesieciu nanometréow od siebie, liga-
za przeprowadzi reakcje ligacji i powstanie
kompletny starter PCR. Do roztworu dodaje
sie nastepnie kolista czgstke jednoniciowego
DNA, kompatybilna ze starterem oraz zna-
kowane fluorescencyjnie nukleotydy i poli-
meraze, ktéra prowadzi reakcje polimeryzacji
DNA na dodanej kolistej matrycy. Powstaje
fluorescencyjny produkt, ktéry mozemy zo-

baczy¢ w mikroskopie jako punkt. Jesli do
ligacji nie dojdzie, polowki startera beda za
krotkie i reakcja sie nie rozpocznie. Pojawie-
nie sie sSwiecacych punktéow swiadczy o bar-
dzo bliskim potozeniu dwoch biatek i prak-
tycznie gwarantuje, ze moga one tworzyc
kompleks. Metoda jest uniwersalna, ale z
powodzeniem bywa wykorzystywana rowniez
w badaniach nad cytoszkieletem (SCHNEIDER
i wspoétaut. 2010).

Aktyna i falloidyna, marker wyjatkowy i jego
wady

Falloidyna, odkryta w latach 30. XX w.,
jako jedna z toksyn produkowanych przez
muchomora sromotnikowego Ammanita phal-
loides (LYNEN i WIELAND 1938), jest zwiaz-
kiem ze wszech miar niezwyklym. Czastecz-
ka falloidyny jest cyklicznym heptapepty-
dem (sklada sie¢ z siedmiu aminokwasow),
tworzacym, dzieki mostkowi siarczkowemu
laczacemu cysteine z tryptofanem, podwoj-
ny pierscien. Peptyd ten silnie wiaze sie z
filamentami aktyny w taki sposéb, ze jed-
na czasteczka falloidyny trwale wiaze sie z
trzema protomerami aktyny (informacje o
budowie aktyny i filamentow aktynowych -
patrz REDOWICZ oraz MORACZEWSKA w tym
zeszycie KOSMOSU). Fluorescencyjne zna-
kowanie aktyny falloidyna okazalo sie me-
toda niezwykle szybka i wygodna w uzyciu,
barwiac tylko spolimeryzowana forme aktyny
i wymagajac tylko jednej, krotkiej inkuba-
cji biatka ze znacznikiem (WULF i wspotaut.
1979). Z czasem falloidyna stala sie zltotym
standardem w wizualizacji mikrofilamentow.
Nie mozna jednak zapominaé, ze falloidyna
jest silng toksyna i nadaje sie glownie do
barwienia preparatéow utrwalonych; falloidy-
na stabilizuje bowiem mikrofilamenty i blo-
kuje uwalnianie zwiazanego z aktyna ADP,
co w konsekwencji uniemozliwia depolimery-
zacje filamentow i zaburza dynamike cytosz-
kieletu (VANDEKERCKHOVE i wspolaut. 1985).
Przyzyciowe podanie peptydu w wiekszych
stezeniach, koniecznych do wizualizacji mi-
krofilamentéw, zmienia fizjologie komorki
i ostatecznie prowadzi do jej Smierci (WE-
HLAND i wspétaut. 1977). Jesli jednak ste-
zenia falloidyny sa niskie, nie zakloca ona
funkcji komoérki, co wykorzystano do ra-
tiometrycznego okreslania stosunku F/G
aktyny w komoérkach Amoeba proteus, do
ktérych wstrzyknieto mieszanine znakowa-
nej fluorescencyjnie falloidyny i przeciwciat
przeciw aktynie (POMORSKI i wspétaut. 2007).
Metoda ta pozwalala na pokazanie stopnia
polimeryzacji w réznych rejonach komorki,
ale nie wizualizacje struktur cytoszkieletu.
Dzi§ falloidyna jest powszechnie uzywana
w badaniach biologii komérki, a nowe roz-
wiazania stosowane w jej syntezie (falloidyny
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nie otrzymuje sie dziS z grzybow) pozwala-
ja mie¢ nadzieje na dalsze udoskonalanie
funkcjonalnosci tego znacznika (ANDERSON i
wspotaut. 2005).

Zastosowanie znakowania cytoszkieletu
w mikroskopii elektronowej, mikroskopia
korelacyjna

Rozdzielczos¢ optyczna, czyli najmniejsza
odleglos¢ miedzy obiektami jaka mozemy
zobaczy¢ w tradycyjnej mikroskopii Swietl-
nej, wynosi ~200 nm (co jest rowne mniej
wiecej polowie diugosci fali swiatla uzytego
do obrazowania). Co najmniej kilkukrotnie
przewyzsza ona Srednice filamentow tworza-
cych cytoszkielet. Mikroskopia elektronowa
(ang. electron microscopy, EM) do uzyskania
obrazu zamiast $wiatla wykorzystuje wiaz-
ke elektronow. Zgodnie z teoria kwantowa,
taka wigzke mozemy interpretowaé w Swie-
tle dualizmu korpuskularno-falowego, jako
fale de Broglie’a o dhugosci zaleznej od pedu
elektronow, ktory w mikroskopie elektrono-
wym determinowany jest przez napiecie roz-
pedzajace czasteczki. Dlugosé¢ fali zwigzanej
z wiazka elektronéw rozpedzonych napie-
ciem 200.000 Voltow (o energii 200 keV)
wynosi 2,5 pm (pikometra, 102 m). W rze-
czywistosci rozdzielczosci subpikometrowe
sa nieosiggalne (atom helu ma w teorii 62
pikometry Srednicy) nie ze wzgledu na na-
ture falowa wiazki, ale na niedoskonalosc
soczewek magnetycznych uzywanych w mi-
kroskopii elektronowej. Dzieki mikroskopii
elektronowej po raz pierwszy zwizualizowano
cytoszkielet i to glownie ona dostarcza infor-
macji o ultrastrukturze tworzacych go kom-
ponentow (SVITKINA 2009).

Mikroskopia elektronowa wymaga spe-
cjalnie przygotowanego materiatu. Jedna z
mniej skomplikowanych metod przygoto-
wania probki do EM, barwienie negatyw-
ne, polega na zatopieniu cienkiego plaster-
ka utrwalonej chemicznie probki w warstwie
soli metalu ciezkiego (np. osmu i uranu),
ktory pochtania wiazke elektronow. Sole te
stabo penetruja czastki organiczne, przez co
na obrazie elektronowym tworzone przez nie
struktury sa znacznie jasniejsze od tta (Bo-
OTH i wspoétaut. 2011). W ten sposob mozli-
we bylo zwizualizowanie filamentéw aktyno-
wych, mikrotubul i filamentow posrednich
in vitro, kontrastowanych octanem uranylu.
Uzyskana rozdzielczos¢ umozliwila takze zo-
brazowanie i zidentyfikowanie tych struktur
w komoérkach miesniowych (IP i FISCHMAN
1979).

Niewatpliwym ograniczeniem tej techni-
ki jest jednak brak informacji o strukturze
przestrzennej badanych obiektéw, poniewaz
jednoczesnie obrazowane sa dwuwymiaro-
we, cienkie skrawki probki. Z tego wzgledu

badacze cytoszkieletu wykorzystuja rowniez
inne podejscie - metode metalowej repli-
ki obrazowanej w elektronowym mikrosko-
pie skaningowym (ang. metal replica, metal
shadowing), ktéra pozwala zwizualizowaé to-
pografie badanej struktury, dostarczajac da-
nych o jej strukturze przestrzennej. Techni-
ka ta, poczatkowo stosowana glownie do ob-
razowania in vitro wirusow i wyizolowanych
biomolekul, polega na napyleniu na utrwa-
lona préobke bardzo cienkiej (kilku nanome-
trowej) warstwy metalu ciezkiego i wegla.
Metal ciezki, ktorym moze by¢ np. platyna
czy iryd badz ich mieszanka, umozliwia
obrazowanie takiej ,repliki” za pomoca
wigzki elektronow, natomiast wegiel ma za
zadanie ustabilizowanie powstatej struktury
(WEPF i wspoétaut. 1991, SVITKINA 2009). W
ten sposéb uzyskano m.in. dokladne infor-
macje o strukturze i rozmiarach oligomeréw
tubuliny oraz filamentow posrednich skta-
dajacych sie z desminy (SCHEELE i BORISY
1978, GEISLER i wspoétaut. 1986). Pokaza-
no takze charakterystyczne rozgalezianie sie
mikrofilamentéw, mozliwe dzieki jednemu z
bialek wiazacych aktyne, Arp 2/3, w kera-
tynocytach Xenopus laevis (SVITKINA i BORISY
1999) i w warstwie kortykalnej Amoeba pro-
teus (POMORSKI i wspétaut. 2007).

Opisane powyzej metody wizualizacji cy-
toszkieletu za pomoca mikroskopii elektro-
nowej, jak kazde zastosowanie tej techniki,
niosa ze soba duze prawdopodobienstwo
wprowadzenia artefaktow podczas wieloeta-
powej obrobki materiatu biologicznego przed
obrazowaniem. Dlatego tez, do znacznego
postepu w obrazowaniu struktur cytoszkiele-
tarnych (i nie tylko) przyczynila sie metoda
cryo-EM, nad ktorg prace, trwajace ponad
dwie dekady, zostaly w 2017 r. nagrodzo-
ne Nagroda Nobla w dziedzinie chemii dla
Jacques’a Dubocheta, Joachima Franka i
Richarda Hendersona. W technice tej przy-
gotowanie i obrazowanie préb zachodzi w
bardzo niskich temperaturach (najczesciej
w temperaturze cieklego azotu, -193°C), w
kawatku zeszkliwionego lodu. Taki 16d nie
tworzy krysztalow, ktore moglyby zniszczyc
strukture zamrazanego materiatu. Dzieki
uzyciu wysokonapieciowych  mikroskopow
i zwiazanej z tym niezwykle wysokiej roz-
dzielczosci (ponizej 4 A, czyli 0,4 nm), kté-
ra badacze sa w stanie obecnie uzyskag,
technika ta jest stosowana jako alternatywa
dla metod krystalograficznych. Brak susze-
nia, odwadniania i kontrastowania znaczaco
ogranicza wystepowanie artefaktow, dzieki
czemu cryo-EM jest metoda umozliwiajaca
badanie biomolekul, w tym cytoszkieletu, w
formie najbardziej zblizonej do fizjologiczne;j.
Uzyskiwane obrazy charakteryzuja sie jed-
nak duzo mniejszym kontrastem niz w przy-
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padku technik wykorzystujacych znakowanie
zwiazkami metali ciezkich. Z tego wzgledu,
rozwoj cryo-EM jest bardzo Scisle zwiazany
ze stosowaniem coraz czulszych detektoréw
elektronéw oraz opracowywaniem coraz do-
skonalszych metod obrébki obrazéow (MURATA
i WoLF 2018). Metoda ta pozwala nie tylko
na badanie pojedynczych czasteczek, ale tez
wielkich kompleksow biatkowych, co stwarza
ciekawe perspektywy w kontekscie badan
nad cytoszkieletem.

Turgay z wspolpracownikami wykorzysta-
i EM do zbadania ultrastruktury filamen-
tow posrednich tworzacych blaszke jadrowg
— lamin (TURGAY i MEDALIA 2017). Analiza
przestrzennego ulozenia poszczegolnych fila-
mentow w sieciach laminowych wykazala, ze
sg one bardzo elastyczne. Ponadto, autorom
udalo sie zaobserwowac globularne struktury
o Srednicy ~3,5 nm, rozmieszczone na tetra-
merowych wiloknach laminowych doktadnie
co 20 nm. Analiza profilu intensywnosci ob-
razu elektronowego pozwolila zidentyfikowaé
te struktury jako dimery laminowe. Stad ba-
dacze zaproponowali nowy model filamentu,
ktory zaklada naprzemienne wystepowanie
odcinkow tetramerowych i heksamerowych
(tetramer z bocznie dolaczonym dimerem) o
precyzyjnie okreslonym wzorze.

Mikroskopia elektronowa umozliwia ob-
serwacje materialu wylacznie po utrwaleniu,
pozbawiajac badacza szerszego biologicznego
kontekstu, jaki zapewnia obserwacja przyzy-
ciowa. Z tego wzgledu, czesto laczy sie za-
lety EM oraz mikroskopii $§wietlnej stosujac
mikroskopie korelacyjna (ang. correlative li-
ght and electron microscopy, CLEM). Tra-
dycyjna mikroskopia korelacyjna wymaga
zastosowania systemu precyzyjnych koordy-
natow przestrzennych, poniewaz probka jest
najpierw obrazowana za pomoca mikroskopu
Swietlnego, a nastepnie poddawana dodatko-
wej obrobce (odwadnianiu, kontrastowaniu
i zatapianiu w zywicy), celem wizualizacji
w mikroskopie elektronowym. Koordynaty
umozliwiaja nalozenie na siebie obu obrazéw
z zachowaniem odpowiednich relacji prze-
strzennych. Metoda ta wigze sie jednak z
ryzykiem wprowadzenia artefaktéow podczas
przygotowania probki do EM, a wiec juz po
obrazowaniu w mikroskopie swietlnym (KuU-
KULSKI i wspoétaut. 2011). Problem ten po-
zwalaja obejs¢ urzadzenia laczace w sobie
mikroskopie sSwietlng i EM (ang. integrated
CLEM, iCLEM), w ktorych skaningowy mi-
kroskop konfokalny jest wbudowany w mi-
kroskop elektronowy. Obrazowanie obiema
metodami zachodzi tutaj sekwencyjnie, ale
w jednym urzadzeniu. Uzyskane obrazy sa
od razu odpowiednio zorientowane wzgledem
siebie, a mozliwos¢ ,podgladu” prébki w mi-
kroskopie Swietlnym znacznie ulatwia odna-

lezienie w preparacie konkretnych komorek i
struktur interesujacych badacza (AGRONSKAIA
i wspotaut. 2008). Wyzwaniem jest w tym
przypadku zastosowanie takiej metody przy-
gotowania préobki, aby byla ona jednoczes$nie
widoczna w obu mikroskopach. Metale ciez-
kie, stosowane powszechnie do uzyskania
kontrastu w mikroskopii elektronowej, moga
powodowac¢ wygaszanie fluorescencji barwni-
kow i bialek fluorescencyjnych znajdujacych
sie w ich poblizu. Ponadto, samo odwodnie-
nie proby rowniez moze negatywnie wplywac
na sSwiecenie niektérych z nich. Opracowa-
ne protokoly zakladaja wiec uzyskanie row-
nowagi miedzy zachowaniem fluorescencji a
kontrastem widocznym w mikroskopie elek-
tronowym. Zazwyczaj dazy sie do sytuacji,
w ktorej kontrast jest na tyle wysoki, aby
umozliwil uzyskanie odpowiedzi na pytanie
badawcze, a nie by powstal doskonaly ob-
raz. Stad tez proby do zintegrowanej mikro-
skopii CLEM moga w ogodle nie by¢ kontra-
stowane lub kontrastowane tylko w bardzo
niewielkim stopniu (VOORTMAN i wspélaut.
2014).

Dzieki mikroskopii korelacyjnej wudalo
sie lepiej pozna¢ mechanizm podziatu ko-
morki (GUIZETTI i wspoétaut. 2011). Badacze
poczatkowo obserwowali dzielace sie komor-
ki w mikroskopie fluorescencyjnym, aby na-
stepnie je utrwalic i zobrazowac¢ za pomo-
ca mikroskopii elektronowej. Obrazowano w
ten sposob kolejne stadia cytokinezy. Udato
sie stwierdzi¢, ze w miejscu podzialu cyto-
plazmy, oprocz mikrotubul, powstaja réw-
niez helikalne, kurczliwe filamenty zalezne
od kompleksu biatkowego ESCRT-III (ang.
endosomal sorting complexes required for
transport), ktory odpowiada za transport pe-
cherzykowy. Wykazano, ze to te filamenty sa
niezbedne, aby ostatecznie przerwac ciaglosé
blony komoérkowej i doprowadzi¢ do rozdzie-
lenia sie komorek potomnych.

METODY OBSERWACJI CYTOSZKIELETU W
ZYWYCH KOMORKACH

Domeny fluorescencyjne a znakowanie biatek
cytoszkieletu

Niekwestionowana rewolucja w mikro-
skopii fluorescencyjnej miata miejsce w la-
tach 90. XX w. wraz z wykorzystaniem do
wizualizacji fluorescencyjnego biatka produ-
kowanego bezposrednio w badanym mate-
riale. Znacznikiem tym bylo zielone biatko
fluorescencyjne (ang. green fluorescent pro-
tein, GFP). GFP odkryto w latach 60., w
morskiej meduzie Aequorea victoria (SHIMO-
MURA i wspoétaut. 1962), w latach 90. zse-
kwencjonowano jego gen, a kilka lat pdzniej
wykorzystano go do stworzenia sztucznych
konstruktéw skladajacych sie z badanego
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biatka natywnego z dodana domeng fluore-
scencyjna (CHALFIE i wspotaut. 1994). Wpro-
wadzenie takiego konstruktu do zywej ko-
morki skutkuje produkowaniem przez nia
zmodyfikowanych biatek (tzw. biatek fuzyj-
nych), ktére skladaja sie z zielonego bialka
fluorescencyjnego dolaczonego do praktycz-
nie dowolnego innego biatka interesujacego
badaczy (Ryc. 2). Od tamtego czasu prace
nad GFP zostaly nagrodzone Nagroda Nobla
w dziedzinie chemii w 2008 r., a same bial-
ka fluorescencyjne niezmiennie sg przedmio-
tem wielu badan w celu doskonalenia ich
wlasciwosci fluorescencyjnych, takich jak
jasnos¢ i odpornosé na blakniecie. Obecnie
dostepny jest caly wachlarz biatek, ktore
emituja Swiatlo pokrywajace praktycznie caty
zakres Swiatla widzialnego - od niebieskie-
go do podczerwieni. Powstaly one na sku-
tek wprowadzenia mutacji do oryginalnego
zielonego biatka fluorescencyjnego, badz tez
zostaly odkryte w innych organizmach zy-
wych wykazujacych naturalna fluorescencije.
Dzieki temu, podobnie jak w przypadku im-
munofluorescencji, przyzyciowa obserwacja
materialu moze odbywac sie¢ z jednoczesnym
uzyciem kilku réznych znacznikéw, co jest
nieocenione w badaniach biologicznych, tak-
ze tych dotyczacych cytoszkieletu (CHUDAKOV
i wspoétaut. 2010).

Nalezy jednak mie¢ na uwadze, iz sama
obecnos¢ znacznika fluorescencyjnego moze
nie byc¢ calkowicie obojetna dla funkcjonal-
nosci badanego biatka. Moze ona zaburzac
lub uniemozliwia¢ jego oddziatywanie z part-
nerami, lokalizacje subkomoérkowsa, a takze

S5' Promotor Gen GFP Gen badanego biatka 3'

badane

Ryc. 2. Schemat konstruktu zawierajacego GFP
oraz bialtko fuzyjne.

Konstrukt sktada sie z genu GFP i genu badanego bial-
ka, umieszczonych jako jeden gen, pod kontrola tego
samego promotora. W procesie translacji GFP i biatko
badane sa produkowane jako pojedyncza czasteczka
biatka fuzyjnego. Na pokazanym przykladzie domena
GFP znajduje sie na aminowym koncu biatka fuzyjnego.

wplywa¢ na dynamike tworzenia polimerow.
I tak np., dotaczenie eGFP (ang. enhanced
green fluorescent protein) do konca amino-
wego cytoplazmatycznej P-aktyny zmieniato
wlasciwosci mechaniczne komorek, co wply-
walo na ich zdolnos¢ do migrowania. Oka-
zalo sie, ze synteza B-aktyny z eGFP dola-
czonym na koncu aminowym biatka powo-
dowala zmiane w stopniu spolimeryzowania
aktyny endogennej (NAGASAKI i wspoétaut.
2017). Opisywanych efektow nie zaobserwo-
wano natomiast w przypadku fuzji na koncu
karboksylowym. Badacze porownali rowniez
stosunek ilosci G- do F-aktyny, rozdzielajac
biatka zawarte w badanych komoérkach na
frakcje rozpuszczalng (aktyna monomerycz-
na, G-aktyna) i odporna na dziatanie deter-
gentu (aktyna filamentowa, F-aktyna), a na-
stepnie mierzac zawartos¢ B-aktyny w obu
frakcjach za pomoca techniki immunodetek-
cji na blonie nitrocelulozowej (Western blot).

Sondy stuzace do przyzyciowego znakowania
cytoszkieletu

Do wizualizacji filamentéw tworzonych
przez biatka cytoszkieletu stosuje sie row-
niez metody znakowania poSredniego. Pole-
gaja one na syntezie biatka fuzyjnego, skla-
dajacego sie ze znacznika fluorescencyjnego
dolaczonego do biatka inkrustujacego specy-
ficznie struktury cytoszkieletu badz fragmen-
tu takiego bialka. Takie podejscie powoduje
uzyskanie wyrazniejszych obrazéw filamen-
tow aktynowych lub mikrotubul, na skutek
wyzszego stosunku intensywnosci sygnatu
do tla niz w przypadku znakowania biatkiem
fluorescencyjnym monomeréw tworzacych fi-
lamenty (SLIOGERYTE i wspoétaut. 2016). W
tej sytuacji uzyskanie odpowiedniej jakosci
obrazéw jest mozliwe przy nizszym poziomie
ekspresji genoéw biatka fuzyjnego, co jest ko-
rzystne ze wzgledu na jego wplyw na proce-
sy komorkowe. W przypadku F-aktyny, naj-
czesSciej stosowanymi markerami sg sprzezo-
ne z bialkiem fluorescencyjnym rézne bial-
ka wiazace filamenty aktynowe: fimbryna,
podjednostka ARP-3 kompleksu bialtkowego
Arp2/3, tropomiozyna, F-traktyna (fragment
zlozony z aminokwasoéw 10-52), utrofina
czlowieka (fragment zlozony z aminokwaséw
1-261) oraz opracowany stosunkowo niedaw-
no Lifeact (zlozony z 17 reszt aminokwaso-
wych fragment biatka ABP-140 pochodzacego
z Saccharomyces cerevisiae) (DELGADO-ALVA-
REZ i wspoétaut. 2010, RIEDL 2010, MELAK
i wspoétaut. 2017). W przypadku mikrotu-
bul, uzywane sa znakowane fluorescencyjnie
biatka EB1, wiazace konce ,+” mikrotubul,
oraz CLIP170/190, znakujace cate mikrotu-
bule (FOLKER i wspélaut. 2005, MUROYAMA
i LECHLER 2017; patrz JAWORSKI w tym ze-
szycie KOSMOSU). Opisywane podejsScie, po-
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dobnie jak bezposrednie znakowanie bial-
kami fluorescencyjnymi, moze wplywac¢ na
strukture i funkcje znakowanych elementéw
cytoszkieletu. Najczesciej obserwowane efek-
ty syntezy takich znacznikéw to stymulacja
tworzenia filamentow i stabilizowanie tych
juz istniejacych (MELAK i wspélaut. 2017).
Ponadto, poréwnanie efektéow znakowania F-
-aktyny za pomoca réznych znacznikow flu-
orescencyjnych wykazato, ze kazde z testo-
wanych bialek charakteryzowalo sie nieco
inna lokalizacja w komorce wzgledem fallo-
idyny i preferencyjnie znakowalo jedna lub
kilka subpopulacji aktyny: w lamellipodium,
filopodiach, wloknach naprezeniowych czy
korteksie komorki (BELIN i wspoélaut. 2014).
W efekcie, przeprowadzajac doswiadczenia
z wykorzystaniem opisywanych znacznikow,
nie tylko warto minimalizowac¢ ekspresje ich
genow, ale takze rozwazy¢c wykorzystanie
wiecej niz jednego markera, aby zwiekszyc
wiarygodnos§¢é uzyskiwanych wynikow.

METODY FUNKCJONALNE

FLUORESCENCYJNA MIKROSKOPIA PUNKTOWA
I RUCH MONOMEROW W POLIMERACH
CYTOSZKIELETALNYCH

Zarowno mikrotubule, jak i mikrofila-
menty aktynowe sa polimerami spolaryzowa-
nymi. Mikrofilamenty maja tatwo rozréznial-
ne konce: plus lub kolczasty (ang. barbed
end) i minus lub ostry (ang. pointed end).
Konce mikrotubul réwniez oznacza sie jako
plus i minus. Na koncu plus eksponowana
jest podjednostka B-tubuliny dimeru, nato-
miast na koncu minus, a-tubuliny. W obu
przypadkach polaryzacja ta jest istotna przy
wzroscie dlugosci wilokien i dodawanie no-
wych monomeréw odbywa sie na koncu +
polimerow (patrz REDOWICZ oraz NIEZNANSKA
w tym zeszycie KOSMOSU). Istnieje jednak
inny aspekt tego zjawiska, ktory bada¢ mo-
zemy tylko metodami mikroskopowymi. Z
polaryzacja filamentéow aktynowych i mi-
krotubul wiaze sie zjawisko, polegajace na
przesuwaniem si¢ monomeréw wewnatrz
struktury polimeru od konca plus (gdzie sg
przytaczane do polimeru) do konca minus
(gdzie sa odlaczane). Zjawisko to zwane jest
z angielska ,treadmillingiem”. Taki ruch we-
wnatrz struktury mozna obserwowac, jesli
do struktury polimeru wprowadzimy losowo
pojedyncze, fluorescencyjne monomery. Tak
powstala FSM (ang. fluorescent speckle mi-
croscopy), czyli fluorescencyjna mikroskopia
punktowa. To, ze taka technika jest prak-
tycznie mozliwa, pokazali Clair Waterman-
-Storer i Ted Salmon, najpierw na mikrotu-
bulach (WATERMAN-STORER i SALMON 1998), a
potem na mikrofilamentach (WATERMAN-STO-

RER i wspotaut. 1998). Technika oryginalnie
polegala na wstrzyknieciu malej ilosci zna-
kowanego fluorescencyjnie biatka do badanej
komorki. Ilos¢ sondy byla tak dobrana, by
nie przekraczala ona 5% natywnej puli bial-
ka w komorce. Dzieki temu udalo sie unik-
naé¢ problemow z nadmiarem fluorescen-
cji tla. Jednoczesnie, podczas polimeryzacji
fluorescencyjnie znakowane biatko wspol-
zawodniczylo z natywnym, tworzac charak-
terystyczny wzor $Swiecacych kropek, ktory
nastepnie mozna bylo Sledzi¢ i obserwowac
ruch pojedynczych monomeréow w polimerze.
Wykorzystujac te metode badacze pokazali,
ze w komorkach kultur pierwotnych z pluc
traszki (Taricha granulosa) mikrotubule prze-
jawiaja zaréwno dynamiczna niestabilnosé,
jak i klasyczny ,treadmilling”. Co wiecej,
sama dekompozycja cytoszkieletu aktynowe-
go powodowala zanik dynamicznej niestabil-
nosSci mikrotubul, a nie wplywala na ruch
podjednostek od konca plus mikrotubul ku
Srodkowi komorki (WATERMAN-STORER i SAL-
MON 1997). Wraz z uplywem czasu techni-
ka ta statla sie w pelni iloSciowa (DANUSER
i WATERMAN-STORER 2006) i do dzi§ jest
uzywana w analizie dynamiki cytoszkieletu
w zywych komoérkach (ATHAMNEH i wspélaut.
2017).

NAPREZENIA W CYTOSZKIELECIE

Elastyczne podloza i nieinwazyjne pomiary
naprezen cytoszkieletu

Jedna z funkcji cytoszkieletu jest wytwa-
rzanie sily mechanicznej kosztem hydrolizy
czastek ATP. Ta funkcja, najbardziej znana
z komorek miesniowych, oparta jest przede
wszystkim na interakcjach filamentow ak-
tynowych z filamentami miozyny (zwlaszcza
tymi z rodziny II, a dokladniej z domenami
motorycznymi ciezkich lancuchéw miozyny).
Wiecej informacji o miozynach w artyku-
lach SuUSzEk i wspoélaut. oraz NOWAK i RE-
DOWICZ w tym zeszycie KOSMOSU. Opisane
poprzednio metody pozwalaja na obrazowa-
nie skitadu biatek aparatu kurczliwego, obec-
nego w innej wprawdzie postaci, nie tylko
w miesniach. Powstaly rowniez metody po-
zwalajace na mikroskopowe badanie sit po-
wstajacych podczas skurczu aktomiozyny w
zywej komoérce. Metody te polegaja na za-
stosowaniu elastycznego podloza, ktore pod
wplywem dziatania sit ulega odksztalceniu.
Poczatkowo byla to metoda jakosciowa, po-
legajaca na obserwacji wielkosci zmarszczek
powstajacych na cienkim, elastycznym pod-
lozu, zawieszonym na plynnym podkladzie
(HARRIS i wspotaut. 1980). W celu uzyska-
nia wynikéw iloSciowych zmieniono podejscie
i w podlozu zatopiono drobne koraliki, kto-
re po wysianiu komorek zmieniaja polozenie
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w miare odksztalcania sie podloza wskutek
dzialania sily generowanej przez cytoszkie-
let. Na podstawie tych przesunie¢ mozliwe
jest obliczenie naprezen przenoszonych na
podtoze (DEMBO i wspoétaut. 1996). Wraz ze
wzrostem mocy obliczeniowych komputerow
i doskonaleniem podlozy, metodyka stata sie
latwiejsza w stosowaniu, a wynikiem jej za-
stosowania sa dokladne mapy naprezen wy-
twarzanych przez komoérke (HIND i wspétaut.
2015). Metodyka ta doczekala sie ciekawej
modyfikacji, w ktérej zastosowano tréjwy-
miarowe obrazowanie bloku elastycznego
podloza z zatopionymi znacznikami. Dzieki
temu mozliwy jest pomiar nie tylko sit w
plaszczyznie réwnoleglej do podloza, ale tak-
ze prostopadlych. Ta metoda pozwala obra-
zowac caly zlozony wzor mechanicznych od-
dzialywan miedzy komorka a jej otoczeniem
(FRANCK i wspotaut. 2011). Chociaz metody
rejestracji sit mozna uznac¢ za powtarzalne i
wystarczajaco dokladne, to sa one skompli-
kowane technicznie i zlozone obliczeniowo,
trudno zatem wyobrazi¢ sobie ich powszech-
ne uzycie.

Znacznie prostsza metoda analizy przyle-
gania komoérek do podloza jest mikroskopia
IRM (ang. interference reflection microsco-
py). Nie pozwala ona co prawda na okre-
Slenie faktycznej sily, ale umozliwia pomiar
odleglosci blony komoérkowej od szkietka na-
krywkowego, na ktorym znajduje sie komor-
ka. Pomiar ten odbywa sie za pomoca inter-
ferencji Swiatla odbitego od blony komoérko-
wej i szkla podloza (CURTIS 1964, VERSCHU-
EREN 1985). Metoda, mimo iz mniej dosko-
nala niz bezposredni pomiar naprezen, jest
jednak prosta i doskonale taczy sie z innymi
metodami fluorescencyjnymi takimi, jak za-
stosowanie sond molekularnych do pomiaru
aktywnosci bialek czy stezenia jonéw w cy-
toplazmie i badania zaleznosci miedzy bada-
nymi tymi metodami zjawiskami a ruchem
i adhezja komorki (POMORSKI i wspoétaut.
2004).

Inwazyjna metoda badania naprezen
cytoszkieletu

Inwazyjna metoda badania naprezen cy-
toszkieletu jest metoda polegajaca na nisz-
czeniu czasteczek biatka, z ktorym zwiazano
barwnik (ang. chromofore assisted laser in-
activation, CALI). Jak wiadomo, kazdy barw-
nik pochtania swiatlo o okreslonej dlugosci
i ulega pod jego wplywem wzbudzeniu. Jesli
ilos¢ swiatta bedzie zbyt duza, moze dojs¢
do termicznego zniszczenia czastki zwiazanej
z barwnikiem. Poczatkowo, metoda ta oparta
byta o zielen malachitowa, barwnik toksycz-
ny dla komoérek (JAy 1988). Przy odpowied-
niej konfiguracji systemu doswiadczalnego
wykazano, ze mozna do dezaktywacji biatka

wykorzystac zwiazana z nim domene eGFP
(RAJFUR i wspoélaut. 2002). Udowodniono, ze
wiazka laserowa mozna zniszczyC zwiazang z
eGFP a-aktynine, bialko wchodzace w sktad
wlokien naprezeniowych, i w ten sposéb ze-
rwac integralno$é pojedynczego wiokna. Pre-
cyzja takiego ciecia jest ograniczona jedynie
obszarem, do jakiego mozna zogniskowac
wiazke Swiatla przez obiektyw (okoto cwierc
pm Srednicy).

BADANIA MECHANIZMOW REGULACJI FUNKCJI
CYTOSZKIELETU

Sondy molekularne

Techniki mikroskopowe umozliwiaja nie
tylko przyzyciowe badanie cytoszkieletu na
poziomie struktury, ale réwniez funkcji.
Znakowanie fluorescencyjne (chemiczne lub
biologiczne) nie ogranicza sie tylko do emisji
Swiatla o okreslonej diugosci fali przy odpo-
wiednim wzbudzeniu. W latach 40. ubieglego
wieku odkryto bowiem zjawisko przenosze-
nia energii miedzy barwnikami fluorescen-
cyjnymi na drodze innej niz promieniowanie,
ktore nazwano nazwiskiem badacza, ktory
po raz pierwszy je opisal - Férster resonan-
ce energy transfer (FRET).

Zjawisko to w uproszczeniu polega na
przekazaniu energii przez jedna wzbudzo-
na czasteczke fluorescencyjna (zwana do-
norem) innej czasteczce fluorescencyjnej
(zwanej akceptorem). W efekcie, populacja
pierwszej z czasteczek Swieci slabiej, a dru-
giej mocniej niz mialoby to miejsce, gdyby
zjawisko FRET nie zachodzilo (HOCHREITER i
wspoétaut. 2015). Najprosciej rzecz ujmujac,
za pomoca mikroskopu poréwnuje sie sto-
sunek intensywnosci fluorescencji obu flu-
orochroméw. Aby przekazanie energii mialo
miejsce, musi by¢ jednak bardzo precyzyj-
nie spelniony podstawowy warunek, a mia-
nowicie czasteczki, miedzy ktorymi dochodzi
do transferu energii, musza znajdowac sie
w bardzo niewielkiej odleglosci, wynosza-
cej okolo 3-6 nm. Przy czym efektywnosc¢
transferu spada z szosta potega odleglosci
miedzy czasteczkami. Ponadto, akceptor i
donor musza miec zblizone widma wzbudze-
nia i emisji, tzn. widmo emisji donora musi
pokrywac sie czesciowo z widmem wzbudze-
nia akceptora. Stad tez opracowano wiele
chemicznych i biologicznych par FRET, czy-
li par czasteczek fluorescencyjnych o wid-
mach odpowiednio dobranych, aby zjawi-
sko FRET miedzy nimi zachodzito wydajnie.
Przykladem takiej pary sa niebiesko-zielone
(ang. cyan fluorescent protein, CFP) i zolte
(ang. yellow fluorescent protein, YFP) bialtka
fluorescencyjne. Szczegélnym przypadkiem
zastosowania zjawiska FRET jest polaczenie
pary bialek fluorescencyjnych w jedna cza-
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Ryc. 3. Schemat dzialania sensora FRET.

Sensor zawiera badane biatko potaczone -elastycznym
lacznikiem z bialkowa domena sensorowa wiazaca ba-
dane biatko w formie aktywnej. Oba biatka sa wyzna-
kowane domenami fluorescencyjnymi tworzacymi pare
FRET, w tym przypadku CFP i YFP. Kiedy bialko bada-
ne jest w formie nieaktywnej, nie jest wiazane przez do-
mene sensorowa, a domeny fluorescencyjne znajduja sie
w tak duzej odleglosci od siebie, ze zjawisko FRET nie
zachodzi, a wzbudzenie donora (CFP) skutkuje emisja
fluorescencji niebiesko-zielonej. Zaktywowanie badanego
biatka powoduje zwiazanie go przez domene sensorowa
i zblizenie do siebie fluoroforow na taka odleglosc, ze
zjawisko FRET zachodzi w sposéb wydajny. Wzbudzenie
donora powoduje teraz przekazanie energii akceptorowi i
emisje zoéltej fluorescencji przez domene YFP.

steczke, w ktorej zjawisko FRET zachodzi
lub nie w zaleznosci od przyjetej przez bial-
ko fuzyjne konformacji. Jednym z najcie-
kawszych zastosowan takich konstruktow
jest opracowywanie kodowanych biologicz-
nie sond, ktére umozliwiaja m.in. wizualiza-
cje stopnia aktywnosci bialek, w tym tych
odpowiedzialnych za regulacje cytoszkieletu.
Mamy woéwczas do czynienia z biatkiem fu-
zyjnym skltadajgcym sie z donora, badane-

Ryc. 4. Przykladowy obraz otrzymany przy uzyciu
sondy FRET.

Komorki U-251 MG produkujace sensor aktywnosci
biatka Racl - Raichu-Racl (IToH 1 wspétaut. 2002), z
widoczna zwiekszona aktywacja biatka w obszarze la-
mellipodium. Skala barw przedstawia stosunek in-
tensywnosci obrazu akceptora do obrazu donora. Dla
zwiekszenia czytelnosci obrazu obszar poza komorka
zostal zamaskowany. Obraz zostal uzyskany przez Au-
toréw przy pomocy odwréconego mikroskopu fluorescen-
cyjnego Axio Observer Z.1 (Zeiss) z modutem konfokal-
nym Spinning Disc CSU-X1 (Yokogawa Electric Corpo-
ration) i komora przyzyciowa. Preparat obserwowano za
pomoca obiektywu HC Apo 63x/1.20 (Zeiss) z imersja
wodna. Do wzbudzenia zastosowano laser diodowy 405
nm. Emisje fluorescencji rejestrowano jednocze$nie za
pomoca dwoch kamer Evolve 512 (Photometrics) w za-
kresie 419-465 nm (donor) i 500-550 nm (akceptor).

go biatka, domeny wiazacej badane biatko
w stanie aktywnym (czeSC sensorowa) oraz
akceptora. Aktywacja badanego biatka w
komoérce powoduje zwigzanie go przez do-
mene sensorowa i zblizenie do siebie pary
FRET (Ryc. 3). W efekcie, na obrazie mi-
kroskopowym widoczne jest znaczne zwiek-
szenie wydajnosci zjawiska FRET (SEKAR i
PERIASAMY 2003).

W przypadku cytoszkieletu czesto uzy-
wanymi sondami molekularnymi sa biosen-
sory aktywnosci bialek z rodziny matych
GTPaz: Rho, Rac i Cdc42, bedacych kluczo-
wymi regulatorami cytoszkieletu aktynowego
(Ryc. 4). Narzedzia te umozliwily poznanie
czasowo-przestrzennych wzoréw aktywacji
tych biatek w komorce podczas jej prze-
mieszczania sie, fagocytozy, formowania po-
dosomoéw czy pod wplywem sil Scinajgcych
(HANNA i wspoélaut. 2014, MARTIN i wspoét-
aut. 2016, SHAO i wspoétaut. 2017).
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Mikroskopia TIRF jako metoda badania
obecnosci bialek regulatorowych w blonie
komorkowej

Wsréd licznych metod stosowanych w
mikroskopii optycznej, czes¢ ma charakter
strikow technicznych” pozwalajacych w pro-
sty sposob rozwiazywac trudne problemy. Do
takich szczegolnych technik nalezy wykorzy-
stanie mikroskopii caltkowitego wewnetrznego
odbicia (ang. total internal reflection fluore-
scent microscopy, TIRF) do obrazowania ru-
chu czastek fluorescencyjnych pomiedzy cyto-
plazma a wentralng (brzuszna, czyli ta ktoéra
bezposrednio styka sie ze szkieltkiem nakryw-
kowym) blona cytoplazmatyczna komérki. Mi-
kroskopia TIRF wykorzystuje efekt polegajacy
na wystepowaniu fali ewanescencyjnej, emi-
towanej przez powierzchnie, od ktorej odbija
sie Swiatlo. Fala ta pozwala wzbudzi¢ czast-
ki barwnika znajdujace sie w poblizu grani-
cy osrodkow, nawet jesli swiatlo ulega cal-
kowitemu odbiciu na tej granicy i, zgodnie z
optyka klasyczna, nigdy do czastek barwni-
ka nie dociera. Fala elektromagnetyczna nie
moze by¢ lokalnie nieciagla, co powoduje po-
wstanie przy granicy osrodkéw pola zdolne-
go do wzbudzania barwnika. Gilebokos¢ tego
pola jest zwigzana z czestotliwoscia fali elek-
tromagnetycznej Swiatla i katem jego padania
na powierzchnie, i w typowych przypadkach
wynosi okoto 100 nm. Pozwala to na wybior-
cze obserwowanie zjawisk zachodzacych w
przylegajacej do szkietka nakrywkowego blo-
nie, z pominieciem zjawisk zachodzacych w
glebi cytoplazmy (AXELROD 1981).

Jednym 2z zastosowan tej metody ob-
serwacyjnej, jest badanie skladu lipidowego
blony przy pomocy fluorescencyjnie znako-
wanych biatek zdolnych do wiazania okreslo-
nych jej komponentéw. Wiele z tych kompo-
nentow ma dziatanie regulatorowe i uczest-
niczy w przekazywaniu sygnaléw z otoczenia
komorki do jej wnetrza. Z punktu widzenia
regulacji struktury cytoszkieletu, jak i beda-
cej jej rezultatem, kontroli ruchu komoérki,
wazna jest obserwacja dynamiki powstawa-
nia 3,4,5-trisfosforanu  fosfatydyloinozytolu
(PIP,) z 4,5-bisfosforanu fosfatydyloinozytolu.
Ta reakcja, katalizowana przez enzym kina-
ze PI3, jest pozytywnym sygnalem sterujacym
kierunkowoscia ruchu komorki. PIP, wiaze
sie specyficznie z domena biatkowa zwang
domena homologii plekstryny (ang. plextrin
homology domain, PH). Biatko fluorescencyj-
ne wyposazone w taka domene bedzie sie
gromadzitlo w poblizu obszaréw blony, w kto-
rych jest podwyzszone stezenie PIP,. Wyko-
rzystanie mikroskopii TIRF pozwala wybior-
czo obserwowac blone adherujacej komorki i
obrazowac¢ zmiany stezenia biatka z domeng
PH w jej poblizu. Dzieki temu mozna w zy-
wej komorce obserwowac sygnaly sterujace

kierunkiem jej ruchu (WEIGER i wspélaut.
2009). Autorzy pracy stosuja w swoich ba-
daniach dos¢ nietypowa konfiguracje mikro-
skopu TIRF. Wiekszos¢ dostepnych na ryn-
ku konfiguracji tej mikroskopii opiera sie na
wprowadzeniu sSwiatla wzbudzajacego przez
obiektyw o bardzo duzej aperturze numerycz-
nej (ang. numerical aperture, NA). Apertura
numeryczna jest miara rozwartosci stozka, z
ktérego obiektyw jest w stanie zbiera¢ Swia-
tlo. Duza apertura charakteryzuje obiekty-
wy bardzo jasne, apertury powyzej wartosci
1 wymagaja uzycia olejku immersyjnego i
maja duze powickszenia, zazwyczaj powyzej
60x. Tak duze powiekszenia nie sprzyjaja ba-
daniu ruchu komorek, wypelniajacych zbyt
duza czes¢ pola widzenia, by zarejestrowac
na jednym obrazie dluga trajektorie ruchu. Z
tego powodu autorzy pracy stosuja obiektyw
o niewielkim powiekszeniu, a Swiatlo wzbu-
dzajace wprowadzaja bezposrednio do spe-
cjalnego pryzmatu, przyklejonego do szkietka
nakrywkowego. Takie systemy nie sa komer-
cyjnie dostepne, co powaznie ogranicza moz-
liwos¢ stosowania metody.

Mikroskopia TIRF jest tez uzywana w
metodach in vitro, podczas obserwacji po-
ruszania znakowanych fluorescencyjnie wio-
kien cytoszkieletu (zar6wno mikrotubul, jak
i mikrofilamentéw) przez immobilizowane
biatka motoryczne. Malta glebia wzbudzenia
fluorescencji mikroskopu TIRF powoduje,
ze obserwacje nie sa zaklocane przez flu-
orescencje wilokien nie zwigzanych biatkami
motorycznymi (SZCZESNA i KASPRzZAK 2016).

MIKROSKOPIA SUPERROZDZIELCZA W
BADANIU STRUKTUR CYTOSZKIELETU

Nie miejsce tu na techniczny opis za-
gadnienia zdolnosci rozdzielczej mikrosko-
pu optycznego, niemniej jednak czytelnik
powinien zdawac¢ sobie sprawe, ze prze-
strzenna bariera obrazowania przy pomocy
takiego mikroskopu istnieje i zalezy ona od
dtugosci fali swietlnej uzywanej do tworze-
nia obrazu przez obiektyw. Rozdzielczos¢
ta wynosi okolo ¢éwier¢ mikrometra dla
wspotczesnych mikroskopow wyposazonych
w najwyzszej jakosci obiektywy immersyjne
i jest o rzad wielkosci za niska, by precy-
zyjnie obrazowac¢ wiekszos¢ struktur bial-
kowych. Na przetomie wiekéw opracowano
jednak szereg technik, pozwalajacych prze-
lamaé¢ ograniczenie zdolnosci rozdzielczej
i okreslanych wspoélnym mianem ,mikro-
skopii superrozdzielczej”. Ten sukces przy-
niost autorom Nagrode Nobla w 2014 r.
i zostal opisany w artykule poswieconym
tej nagrodzie w numerze Kosmosu z 2015
r.; wszystkich zainteresowanych podstawa-
mi mikroskopii superrozdzielczej odsylam
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do tego artykutu (PoMORSkI 2015). Biorac
pod uwage Srednice mikrofilamentow (~8-9
nm) czy mikrotubul (~24 nm z kanalem w
Srodku o Srednicy ~12 nm), zdolnos¢ roz-
dzielcza mikroskopu s$wietlnego jest abso-
lutnie niewystarczajaca do tego, by rozréz-
nia¢ pojedyncze filamenty. Nawet zlozone
struktury, jakimi sa kontakty zogniskowa-
ne, nie przekraczaja 200 nm Srednicy i ich
struktura pozostaje poza zasiegiem zwy-
klego, nawet bardzo dobrego, mikroskopu
optycznego i w zwigzku z tym mikroskopia
superrozdzielcza wydaje sie by¢ narzedziem
stworzonym do badan skomplikowanych
struktur cytoszkieletalnych.

Techniki mikroskopii superrozdzielczej
pozwalaja rozrézniac¢ obiekty tak male jak 20
nm i wydawaloby sie, ze jako takie stanowig
idealne narzedzie do wizualizacji struktur
cytoszkieletu. Niestety, w beczce miodu jakag
stanowia techniki superrozdzielcze, jest tyz-
ka dziegciu: doskonata rozdzielczos¢ jest la-
twa do uzyskania na plaszczyznie, w osiach
X 1 y obrazu, ale nie w trzecim wymiarze.
Uzyskanie porownywalnie dokladnego pomia-
ru potozenia biatka w pionie, w plaszczyznie
prostopadtej do ptaszczyzny obrazu, stanowi
powazny problem.

Ztozone struktury zwiazane z funkcjo-
nowaniem cytoszkieletu sg tréjwymiarowe
i ich obrazowanie wymaga wysokiej roz-
dzielczosci we wszystkich trzech wymia-
rach. Doskonalym przykladem takiego kom-
pleksu biatkowego, ktorego trojwymiarowa
struktura zostala zobrazowana przy pomo-
cy technik superrozdzielczych, sa kontakty
zogniskowane (ang. focal contacts). Ko-
twiczg one zbudowane glownie z aktyny i
miozyny II wlokna naprezeniowe w blonie
komoérkowej. Aby stworzy¢é mikroskopowy
model struktury kontaktu zogniskowane-
go, grupa Clare M. Waterman z National
Institutes of Health w Bethesdzie musiala
wizualizowaé wzajemne pozycje az dziewie-
ciu biatek uczestniczacych w budowie tej
struktury: integryny a,, paksyliny, taliny,
winkuliny, zyksyny, a-aktyniny, aktyny oraz
kinazy FAK (ang. focal adhesion kinase) i
biatlka VASP (ang. vasodilator-stimulated
phosphoprotein) (KANCHANAWONG i wspoétaut.
2010). Do obrazowania zastosowano techni-
ke PALM, ktora wymaga stosowania fotoak-
tywowalnych znacznikow. W tym przypadku
wybrano fotoaktywowalne bialtko fluorescen-
cyjne mEos, bedace wariantem biatka po-
chodzacego z koralowca Lobophyllia hem-
prichii (MCKINNEY i wspoétaut. 2009). Biatko
to pod wplywem naswietlania Swiatlem 2z
bliskiego UV (A 390 nm) zmienia wtasnosci
fluorescencyjne. Przed naswietleniem biatko
emituje Swiatlo zielone (A 516 nm) w odpo-
wiedzi na wzbudzenie Swiatlem niebieskim

(A 506 nm), a po naswietleniu emisja zmie-
nia sie na czerwong (A 581 nm), wymaga-
jaca wzbudzania Swiatlem zo6lto-zielonym (A
571 nm). Wymoég zastosowania bialka fo-
toaktywowalnego wynika z natury metody
PALM i silnie ogranicza wybér znacznika,
powodujac koniecznos¢ osobnej wizualizacji
kazdego z badanych bialek. Do wyznacze-
nia pozycji bialek konieczne jest okreslenie
ich odleglosci od blony plazmatycznej, co
wymaga precyzyjnego okreslenia potozenia
w osi Z. Do tego celu uzyta zostata wersja
mikroskopu PALM, iPALM, wykorzystujaca
interferencje Swiatla i pozwalajaca okreslac
Srednie polozenia bialek w osi Z (SHTENGEL
i wspotaut. 2009). Niektore z obrazowanych
biatek maja wyraznie wydluzona struktu-
re i dla ustalenia ich wzglednych pozycji
konieczne okazalo sie obrazowanie dwoch
bialek fuzyjnych: osobno zawierajgcych
znacznik fluorescencyjnych na koncu ami-
nowym i osobno na koncu karboksylowym
biatka. Tak postapiono z paksylina, taling i
a-aktyning. Okazalo sie, ze tylko talina wy-
kazywata rzeczywista rozciaglos¢ przestrzen-
na w osi Z i koniec karboksylowy biatka byt
Srednio oddalony o 40 nm od jego konca
aminowego. Problemem okazala sie wzrasta-
jaca wraz z oddalaniem sie od powierzchni
preparatu niepewnos$Sc¢ okreslenia polozenia
w osi z. Dla biatek potozonych w poblizu
blony plazmatycznej wynosila ona okolo 5
nm, a w odleglosci 100 nm od blony osia-
gata juz 30 nm. Autorzy wykazali podziat
struktury kontaktu na szereg warstw funk-
cjonalnych: przekazujaca sygnaly warstwe
integrynowa (integryny, paksylina, kinaza
FAK), warstwe przekazujaca sily mecha-
niczne (talina, winkulina), warstwe regu-
lujaca strukture aktyny (VASP, zyksyna,
aktyna) oraz poczatek wlokien naprezenio-
wych (aktyna, a-aktynina). Dopiero jednak
obrazowanie szeregu skroconych analogéw
taliny (LU i wspélaut. 2015) pozwolilo wy-
kaza¢, ze wlasnie to bialko jest kluczowym
elementem laczacym integryny z wiloknami
naprezeniowymi. Bialko to rozciaga sie na
dlugosci okoto 100 nm i jest nachylone pod
katem 15° do powierzchni btony. Dokladna
lektura powyzej cytowanych prac z jednej
strony ujawnia wielki potencjal mikroskopii
superrozdzielczej w badaniach struktur cy-
toszkieletu, z drugiej, pokazuje jak trudne i
skomplikowane sg takie badania pod wzgle-
dem technicznym. Autorzy wiedza o istnie-
niu jedynie dwoch mikroskopéw iPALM na
Swiecie, jeden znajduje sie¢ w Janelia Rese-
arch Campus Instytutu Medycznego Howar-
da Hughes’a w Ashburn w USA, a drugi w
Instytucie Mechanobiologii na Narodowym
Uniwersytecie Singapuru.
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PODSUMOWANIE

Struktura cytoszkieletu komorek euka-
riotycznych i dynamika czasowa jego zmian
stwarzaja optymalne warunki do zastosowa-
nia metod mikroskopii optycznej w ich ba-
daniu. Dhlugie i cienkie filamenty, wystepu-
jace w komorkach niemiesniowych w postaci
relatywnie rzadkiej sieci, daja sie tatwo ob-
serwowac. JednoczeSnie, stabilnos$¢ struktur
cytoszkieletu pozwala na stosunkowo latwe
utrwalanie i barwienie. Dzieki tym cechom,
badania mikroskopowe nie tylko staly sie
nieodzownym elementem badan nad cytosz-
kieletem, ale jednocze$nie byly poligonem
skutecznie weryfikujacym zastosowanie tych
technik do znakowania i lokalizacji innych
biatek i struktur, znacznie mniej stabil-
nych i mniejszych niz cytoszkielet. Wiokna
cytoszkieletu maja tak charakterystycznag
strukture, ze mozna je latwo identyfikowac
rowniez w obrazach pochodzacych z mikro-
skopu elektronowego i nie wymaga to zad-
nego dodatkowego znakowania. Mikroskopia
elektronowa, ze swoja subnanometrowa roz-
dzielczoscia, pozwolila weryfikowaé¢ rezulta-
ty pochodzace z badan prowadzonych przy
uzyciu metod mikroskopii optycznej i nabrac
zaufania do obrazéw uzyskiwanych z roz-
dzielczoscia znacznie mniejsza niz rozmiary
badanych biatek czy struktur. To badania
cytoszkieletu pokazaly, ze wykorzystujac mi-
kroskopie optyczng mozna w ogodle obrazo-
waé struktury, ktérych wymiary sa znacznie
mniejsze niz zdolno§¢ rozdzielcza mikrosko-
pu optycznego i wldokna o s$rednicy wielo-
krotnie od niej mniejszej tworza wyrazne ob-
razy. Mozna wiec zaryzykowac stwierdzenie,
ze to badania nad cytoszkieletem przetarty
droge dla wszystkich wspétczesnych badan
struktur biologicznych, jakie prowadzimy
dzis z uzyciem mikroskopii optyczne;j.

Streszczenie

Cytoszkielet to sie¢ biatkowych polimeréw oraz zwia-
zanych z nimi setek bialek motorycznych, regulatoro-
wych i laczacych cytoszkielet z innymi strukturami ko-
morkowymi. Rozw6j wiedzy o cytoszkielecie jest nieroze-
rwalnie zwigkszany z postepem technik mikroskopowych
uzywanych do jego obserwacji. Poczatki tych badan to
niespecyficzne, nieskomplikowane barwienia utrwalone-
go materialu biologicznego, ktére pdzniej rozwinely sie
w nowoczesng mikroskopie strukturalna, pozwalajaca na
precyzyjne znakowanie okreslonych biatek tworzacych
cytoszkielet, badanie ich stanu fizjologicznego czy tez
oddzialywan cytoszkieletu z luzno zwiazanymi biatkami
blony czy cytoplazmy. Obecnie mozliwe jest nie tylko ob-
razowanie struktury i funkcji cytoszkieletu ze znacznie
lepsza rozdzielczoscia przestrzenna, ale takze prowadze-
nie tych obserwacji na zywym materiale biologicznym. Z
drugiej strony, stabilnosc cytoszkieletu umozliwia poszu-
kiwanie nowych metod jego obrazowania, co niewatpliwie
nalezy do kot napedowych postepu, jaki dokonal sie i
wciaz dokonuje sie w dziedzinie mikroskopii.
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MICROSCOPY TECHNIQUES FOR CYTOSKELETON RESARCH

Summary

Cytoskeleton is basically a network of protein polymers, but it also contains thousands of motor, regulatory and
scaffolding proteins that interact with this network. Discoveries related to the cytoskeleton were strictly connected to
the development of microscopy techniques used to observe the cytoskeletal structures. At first, the imaging involved
only unspecific, very simple staining of fixed material. Then, the methods evolved into advanced structural micros-
copy, which enabled accurate detection of specific cytoskeletal proteins, their physiological status, and interactions
with loosely bound membrane and cytoplasmic proteins. Today, it is possible not only to visualize the structure and
function of the cytoskeleton with better spatial resolution but also to perform the imaging in vivo on live biologi-
cal specimens. On the other hand, one should also notice that observations of the stable, well defined cytoskeletal
structures from their very discovery have continuously stimulated the progress in the microscopy field.

Keywords: cytoskeleton, electron microscopy, immunocytochemistry, molecular probes, optical microscopy, superresolution

microscopy



