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funkcji cytoszkieletu powinien znać. Zarysu-
jemy też tło historyczne ich rozwoju i wyka-
żemy, że badania nad cytoszkieletem odegra-
ły niebagatelną rolę w rozwoju tych metod.

METODY STRUKTURALNE

METODY ZNAKOWANIA CYTOSZKIELETU W 
UTRWALONYCH KOMÓRKACH I TKANKACH

Mikroskopia fluorescencyjna i przełom w 
badaniach strukturalnych komórki

Wraz z rozwojem metod biochemii i ge-
netyki molekularnej, biologia oddalała się od 
modelu nauki obserwacyjno-opisowej i sta-
wała się nauką eksperymentalną. Towarzy-
szyła temu utrata znaczenia tradycyjnej mi-
kroskopii optycznej, której rozdzielczość była 
niedostateczna do bezpośredniej obserwacji 
badanych struktur, a specyficzność dostęp-
nych wówczas barwień dalece niewystarcza-
jąca. Jednocześnie, od połowy XIX w. zna-
na była niezwykle czuła metoda barwienia, 
jaką jest barwienie fluorescencyjne. Ponie-
waż barwnik fluorescencyjny emituje, a nie 
pochłania, światło możemy wykryć znacznie 
mniejsze jego stężenia. Już na początku XX 
w. pojawiły się pierwsze mikroskopy fluore-
scencyjne. Problemem było jednak wzbudza-
nie fluorescencji. W tym celu należało oświe-
tlić obserwowany obiekt światłem wzbudza-
jącym, które w tradycyjnym mikroskopie 

WPROWADZENIE

Termin cytoszkielet, jak wiele innych 
terminów zbiorczych, jest równie oczywisty, 
co nieprecyzyjny. Z jednej strony, oczywiste 
jest, że cytoszkielet tworzą włókna białkowe, 
odpowiedzialne za utrzymywanie kształtu 
komórki, mniej oczywiste jest, które z bia-
łek związanych z nimi, zaliczymy do białek 
cytoszkieletalnych. W latach 80. XX w. po-
wstała definicja funkcjonalna cytoszkieletu 
mówiąca, że jest to „wewnątrzkomórkowa 
sieć włókien białkowych nierozpuszczająca 
się w detergentach niejonowych” (Andersen 
i współaut. 1991). Ta definicja, jakże wygod-
na z punktu widzenia biochemii, zalicza do 
cytoszkieletu także wszystkie białka, które 
towarzyszą tworzącym go włóknom białko-
wym. Cytoszkielet tworzą zatem podstawowe 
białka polimeryzujące w filamenty czy sieci: 
aktyna, tubulina, białka włókien pośrednich 
czy specyficzne komórkowo białka, takie jak 
spektryna, oraz tysiące innych cząsteczek: 
białek regulatorowych, motorów molekular-
nych, białek adaptorowych czy też białek 
uczestniczących w przekazywaniu sygnałów. 
Tak złożona struktura białkowa, o tak do-
brze zdefiniowanej formie przestrzennej, jest 
wymarzonym obiektem do badań mikrosko-
powych i mikroskopia towarzyszy studiom 
nad cytoszkieletem od ich zarania. Postara-
my się tu opisać podstawowe metody mi-
kroskopowe, które każdy badacz struktury i 
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Znakowanie białek cytoszkieletu przeciwciałami

Wydajne barwienie preparatów biologicz-
nych nie zapewniało wystarczającej specy-
ficzności, pozwalając barwić chemicznie całe 
klasy związków, ale nie precyzyjnie znakować 
konkretne białka. Istnieje jednak w naturze 
klasa cząsteczek, która pozwala precyzyjnie 
wykrywać specyficzne, przestrzenne struktu-
ry molekularne białek czy wielocukrów, zwa-
ne epitopami. Są to przeciwciała. Organizm 
kręgowca może produkować miriady rodza-
jów przeciwciał, wykrywających praktycz-
nie wszystkie możliwe białka występujące w 
przyrodzie. Pierwsze zastosowanie przeciwciał 
jako specyficznego znacznika w mikroskopii 
nastąpiło już w latach 40. XX w. Wtedy to 
stworzono niezwykle czułą metodę wykrywa-
nia pneumokoków przy pomocy przeciwciał 
sprzężonych z barwnikiem fluorescencyjnym, 
skierowanych przeciwko białkom powierzch-
niowym tych bakterii (Coons i współaut. 
1942). Była to wówczas jednak bardziej me-
toda diagnostyczna niż sposób obrazowania. 
Na pierwsze prace pokazujące przestrzenne 
obrazy cytoszkieletu znakowanego przeciw-
ciałami trzeba było czekać do 1974 r. (lA-
zArides i weber 1974), gdy autorzy pokazali 
filamenty aktynowe w fibroblastach linii 3T3 
i w komórkach zarodków kurczaka.

Podczas gdy do znakowania włókien cy-
toszkieletu wystarczające było wykorzysta-
nie mieszaniny przeciwciał izolowanych z 

optycznym oślepia obserwatora. Problem ten 
został częściowo rozwiązany w latach 20. 
wraz ze skonstruowaniem mikroskopu epi-
fluorescencyjnego (ellinger i Hirt 1929). 
Epifluorescencja (od greckiego επί oznacza-
jącego „na”) polega na wprowadzeniu świa-
tła wzbudzającego przez obiektyw za pomocą 
półprzepuszczalnego lustra wstawionego w 
drogę optyczną mikroskopu. Taka konstruk-
cja ma dwie ogromne zalety: po pierwsze, 
światło wzbudzające nie wnika bezpośrednio 
w szlak obserwacyjny mikroskopu. Po dru-
gie, obiektyw stanowi jednocześnie konden-
sor dla światła wzbudzającego i znajduje się 
z definicji w idealnej pozycji. W momencie 
powstania tej konstrukcji, problemy z tech-
nologią produkcji filtrów powodowały jednak, 
że nawet niewielka ilość światła wzbudza-
jącego, która odbijała się od preparatu lub 
zostawała w nim rozproszona, wciąż mogła 
być jaśniejsza od światła emitowanego przez 
preparat i tylko bardzo jasne barwienia mo-
gły być obserwowane. Techniki mikroskopii 
fluorescencyjnej wymagały jeszcze pół wieku 
rozwoju, by w latach 70. dorównać precyzją 
molekularnym technikom in vitro. Jednym 
z podstawowych powodów tego stanu rze-
czy był problem z wydajną filtracją światła i 
dopiero rozwój filtrów interferencyjnych, do-
stępnych od lat 70. w racjonalnych cenach, 
umożliwił rozwój mikroskopii fluorescencyj-
nej jaką znamy dziś (Ryc. 1).

A B

Ryc. 1. Fluorescencyjne obrazowanie cytoszkieletu w komórce.

A. Komórki linii U-2 OS kostniakomięsaka człowieka; czerwono znakowana przeciwciałami tubulina, zielono znako-
wane przeciwciałami włókna pośrednie (nestyna), na niebiesko znakowano jądro komórkowe (DAPI). Obraz z Human 
Protein Atlas (HPA). B. Fibroblast 3T3 kurczaka; czerwono znakowana falloidyną aktyna, zielono znakowane włókna 
pośrednie, niebiesko znakowane jądro komórkowe (DAPI), ze zbiorów Wellcome Images Project. Oba obrazy pobrano 
z Cell Image Library, prowadzonej przez Amerykańskie Towarzystwo Biologii Komórki. Obrazy udostępnione na li-
cencji Creative Commons.
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baczyć w mikroskopie jako punkt. Jeśli do 
ligacji nie dojdzie, połówki startera będą za 
krótkie i reakcja się nie rozpocznie. Pojawie-
nie się świecących punktów świadczy o bar-
dzo bliskim położeniu dwóch białek i prak-
tycznie gwarantuje, że mogą one tworzyć 
kompleks. Metoda jest uniwersalna, ale z 
powodzeniem bywa wykorzystywana również 
w badaniach nad cytoszkieletem (sCHneider 
i współaut. 2010).

Aktyna i falloidyna, marker wyjątkowy 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 związ-
kiem ze wszech miar niezwykłym. Cząstecz-
ka falloidyny jest cyklicznym heptapepty-
dem (składa się z siedmiu aminokwasów), 
tworzącym, dzięki mostkowi siarczkowemu 
łączącemu cysteinę z tryptofanem, podwój-
ny pierścień. Peptyd ten silnie wiąże się z 
filamentami aktyny w taki sposób, że jed-
na cząsteczka falloidyny trwale wiąże się z 
trzema protomerami aktyny (informacje o 
budowie aktyny i filamentów aktynowych - 
patrz rędowicz oraz moraczewska w tym 
zeszycie KOSMOSU). Fluorescencyjne zna-
kowanie aktyny falloidyną okazało się me-
todą niezwykle szybką i wygodną w użyciu, 
barwiąc tylko spolimeryzowaną formę aktyny 
i wymagając tylko jednej, krótkiej inkuba-
cji białka ze znacznikiem (wulf i współaut. 
1979). Z czasem falloidyna stała się złotym 
standardem w wizualizacji mikrofilamentów. 
Nie można jednak zapominać, że falloidyna 
jest silną toksyną i nadaje się głównie do 
barwienia preparatów utrwalonych; falloidy-
na stabilizuje bowiem mikrofilamenty i blo-
kuje uwalnianie związanego z aktyną ADP, 
co w konsekwencji uniemożliwia depolimery-
zację filamentów i zaburza dynamikę cytosz-
kieletu (VAndekerCkHoVe i współaut. 1985). 
Przyżyciowe podanie peptydu w większych 
stężeniach, koniecznych do wizualizacji mi-
krofilamentów, zmienia fizjologię komórki 
i ostatecznie prowadzi do jej śmierci (we-
HlAnd i współaut. 1977). Jeśli jednak stę-
żenia falloidyny są niskie, nie zakłóca ona 
funkcji komórki, co wykorzystano do ra-
tiometrycznego określania stosunku F/G 
aktyny w komórkach Amoeba proteus, do 
których wstrzyknięto mieszaninę znakowa-
nej fluorescencyjnie falloidyny i przeciwciał 
przeciw aktynie (Pomorski i współaut. 2007). 
Metoda ta pozwalała na pokazanie stopnia 
polimeryzacji w różnych rejonach komórki, 
ale nie wizualizację struktur cytoszkieletu. 
Dziś falloidyna jest powszechnie używana 
w badaniach biologii komórki, a nowe roz-
wiązania stosowane w jej syntezie (falloidyny 

osocza immunizowanych białkami cytosz-
kieletu zwierząt (głównie królików), to zna-
kowanie białek inkrustujących te włókna 
stało się znacznie bardziej specyficzne wraz 
z wprowadzeniem przeciwciał monoklonal-
nych. Teoria selekcji klonalnej w układzie 
odpornościowym (burnet 1976) wskazywała, 
że powinno być możliwe wyizolowanie grupy 
komórek, produkującej przeciwciała odpo-
wiadające tylko na jeden, wybrany epitop, 
czyli niewielki fragment białka mogący wią-
zać przeciwciało. Już wcześniej, takie poje-
dyncze klony były izolowane i namnażane 
w myszach pozbawionych układu odporno-
ściowego (AskonAs i współaut. 1970), ale do-
piero w połowie lat 70. opracowano techni-
kę hybrydyzacji limfocytów B z komórkami 
szpiczaka, w celu uzyskania trwałego źródła 
przeciwciał o ściśle zdefiniowanej specyficz-
ności (köHler i milstein 1975). Co ciekawe, 
autorzy tej publikacji mieli poważne proble-
my z powtórzeniem swych prac po przenie-
sieniu doświadczeń w potencjalnie znacznie 
lepsze warunki. Problemy były tak znaczne, 
że Milstein był bliski wycofania pracy z Na-
ture, szczęśliwie Giovanni Galfré znalazł źró-
dło problemów w pożywce, na której hodo-
wano komórki i zoptymalizował proces fuzji 
(gAlfrè i milstein 1981). W 1984 r. autorzy 
pracy otrzymali za swoje badania nagrodę 
Nobla, a dziś trudno sobie wyobrazić współ-
czesną biologię komórki bez wykorzystywa-
nia przeciwciał monoklonalnych.

Znakowanie przeciwciałami ma ogromną 
specyficzność i pozwala zidentyfikować nie 
tylko białka, ale nawet ich stan fizjologicz-
ny (np. to czy są ufosforylowane w określo-
nym miejscu czy nie). Niestety rozdzielczość 
mikroskopu optycznego jest niewspółmier-
nie duża do rozmiarów cząsteczek białka, a 
to, że znakowane białka znajdujemy w tym 
samym miejscu na mikrofotografii nie zna-
czy, że tworzą one kompleks. Aby przeko-
nać się, że obiekty znakowane przeciwciała-
mi znajdują się wystarczająco blisko by ze 
sobą oddziaływać, stworzono technikę zwaną 
ligacją zbliżeniową (ang. proximity ligation 
assay, PLA). Polega ona na użyciu prze-
ciwciał znakujących epitopy na dwóch ba-
danych białkach, każde związane z połową 
startera PCR. Po związaniu przeciwciał, do 
preparatu dodaje się ligazy. Jeśli dwa frag-
menty startera znajdują się od w odległości 
kilkudziesięciu nanometrów od siebie, liga-
za przeprowadzi reakcję ligacji i powstanie 
kompletny starter PCR. Do roztworu dodaje 
się następnie kolistą cząstkę jednoniciowego 
DNA, kompatybilną ze starterem oraz zna-
kowane fluorescencyjnie nukleotydy i poli-
merazę, która prowadzi reakcję polimeryzacji 
DNA na dodanej kolistej matrycy. Powstaje 
fluorescencyjny produkt, który możemy zo-
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badacze cytoszkieletu wykorzystują również 
inne podejście - metodę metalowej repli-
ki obrazowanej w elektronowym mikrosko-
pie skaningowym (ang. metal replica, metal 
shadowing), która pozwala zwizualizować to-
pografię badanej struktury, dostarczając da-
nych o jej strukturze przestrzennej. Techni-
ka ta, początkowo stosowana głównie do ob-
razowania in vitro wirusów i wyizolowanych 
biomolekuł, polega na napyleniu na utrwa-
loną próbkę bardzo cienkiej (kilku nanome-
trowej) warstwy metalu ciężkiego i węgla. 
Metal ciężki, którym może być np. platyna 
czy iryd bądź ich mieszanka, umożliwia 
obrazowanie takiej „repliki” za pomocą 
wiązki elektronów, natomiast węgiel ma za 
zadanie ustabilizowanie powstałej struktury 
(wepf i współaut. 1991, sVitkinA 2009). W 
ten sposób uzyskano m.in. dokładne infor-
macje o strukturze i rozmiarach oligomerów 
tubuliny oraz filamentów pośrednich skła-
dających się z desminy (sCHeele i borisy 
1978, geisler i współaut. 1986). Pokaza-
no także charakterystyczne rozgałęzianie się 
mikrofilamentów, możliwe dzięki jednemu z 
białek wiążących aktynę, Arp 2/3, w kera-
tynocytach Xenopus laevis (sVitkinA i borisy 
1999) i w warstwie kortykalnej Amoeba pro-
teus (Pomorski i współaut. 2007).

Opisane powyżej metody wizualizacji cy-
toszkieletu za pomocą mikroskopii elektro-
nowej, jak każde zastosowanie tej techniki, 
niosą ze sobą duże prawdopodobieństwo 
wprowadzenia artefaktów podczas wieloeta-
powej obróbki materiału biologicznego przed 
obrazowaniem. Dlatego też, do znacznego 
postępu w obrazowaniu struktur cytoszkiele-
tarnych (i nie tylko) przyczyniła się metoda 
cryo-EM, nad którą prace, trwające ponad 
dwie dekady, zostały w 2017 r. nagrodzo-
ne Nagrodą Nobla w dziedzinie chemii dla 
Jacques’a Dubocheta, Joachima Franka i 
Richarda Hendersona. W technice tej przy-
gotowanie i obrazowanie prób zachodzi w 
bardzo niskich temperaturach (najczęściej 
w temperaturze ciekłego azotu, -193ºC), w 
kawałku zeszkliwionego lodu. Taki lód nie 
tworzy kryształów, które mogłyby zniszczyć 
strukturę zamrażanego materiału. Dzięki 
użyciu wysokonapięciowych mikroskopów 
i związanej z tym niezwykle wysokiej roz-
dzielczości (poniżej 4 Å, czyli 0,4 nm), któ-
rą badacze są w stanie obecnie uzyskać, 
technika ta jest stosowana jako alternatywa 
dla metod krystalograficznych. Brak susze-
nia, odwadniania i kontrastowania znacząco 
ogranicza występowanie artefaktów, dzięki 
czemu cryo-EM jest metodą umożliwiającą 
badanie biomolekuł, w tym cytoszkieletu, w 
formie najbardziej zbliżonej do fizjologicznej. 
Uzyskiwane obrazy charakteryzują się jed-
nak dużo mniejszym kontrastem niż w przy-

nie otrzymuje się dziś z grzybów) pozwala-
ją mieć nadzieję na dalsze udoskonalanie 
funkcjonalności tego znacznika (Anderson i 
współaut. 2005).

Zastosowanie znakowania cytoszkieletu 
w mikroskopii elektronowej, mikroskopia 

korelacyjna

Rozdzielczość optyczna, czyli najmniejsza 
odległość między obiektami jaką możemy 
zobaczyć w tradycyjnej mikroskopii świetl-
nej, wynosi ~200 nm (co jest równe mniej 
więcej połowie długości fali światła użytego 
do obrazowania). Co najmniej kilkukrotnie 
przewyższa ona średnicę filamentów tworzą-
cych cytoszkielet. Mikroskopia elektronowa 
(ang. electron microscopy, EM) do uzyskania 
obrazu zamiast światła wykorzystuje wiąz-
kę elektronów. Zgodnie z teorią kwantową, 
taką wiązkę możemy interpretować w świe-
tle dualizmu korpuskularno-falowego, jako 
falę de Broglie’a o długości zależnej od pędu 
elektronów, który w mikroskopie elektrono-
wym determinowany jest przez napięcie roz-
pędzające cząsteczki. Długość fali związanej 
z wiązką elektronów rozpędzonych napię-
ciem 200.000 Voltów (o energii 200 keV) 
wynosi 2,5 pm (pikometra, 10-12 m). W rze-
czywistości rozdzielczości subpikometrowe 
są nieosiągalne (atom helu ma w teorii 62 
pikometry średnicy) nie ze względu na na-
turę falową wiązki, ale na niedoskonałość 
soczewek magnetycznych używanych w mi-
kroskopii elektronowej. Dzięki mikroskopii 
elektronowej po raz pierwszy zwizualizowano 
cytoszkielet i to głównie ona dostarcza infor-
macji o ultrastrukturze tworzących go kom-
ponentów (sVitkinA 2009).

Mikroskopia elektronowa wymaga spe-
cjalnie przygotowanego materiału. Jedna z 
mniej skomplikowanych metod przygoto-
wania próbki do EM, barwienie negatyw-
ne, polega na zatopieniu cienkiego plaster-
ka utrwalonej chemicznie próbki w warstwie 
soli metalu ciężkiego (np. osmu i uranu), 
który pochłania wiązkę elektronów. Sole te 
słabo penetrują cząstki organiczne, przez co 
na obrazie elektronowym tworzone przez nie 
struktury są znacznie jaśniejsze od tła (bo-
otH i współaut. 2011). W ten sposób możli-
we było zwizualizowanie filamentów aktyno-
wych, mikrotubul i filamentów pośrednich 
in vitro, kontrastowanych octanem uranylu. 
Uzyskana rozdzielczość umożliwiła także zo-
brazowanie i zidentyfikowanie tych struktur 
w komórkach mięśniowych (ip i Fischman 
1979).

Niewątpliwym ograniczeniem tej techni-
ki jest jednak brak informacji o strukturze 
przestrzennej badanych obiektów, ponieważ 
jednocześnie obrazowane są dwuwymiaro-
we, cienkie skrawki próbki. Z tego względu 
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lezienie w preparacie konkretnych komórek i 
struktur interesujących badacza (AgronskAiA 
i współaut. 2008). Wyzwaniem jest w tym 
przypadku zastosowanie takiej metody przy-
gotowania próbki, aby była ona jednocześnie 
widoczna w obu mikroskopach. Metale cięż-
kie, stosowane powszechnie do uzyskania 
kontrastu w mikroskopii elektronowej, mogą 
powodować wygaszanie fluorescencji barwni-
ków i białek fluorescencyjnych znajdujących 
się w ich pobliżu. Ponadto, samo odwodnie-
nie próby również może negatywnie wpływać 
na świecenie niektórych z nich. Opracowa-
ne protokoły zakładają więc uzyskanie rów-
nowagi między zachowaniem fluorescencji a 
kontrastem widocznym w mikroskopie elek-
tronowym. Zazwyczaj dąży się do sytuacji, 
w której kontrast jest na tyle wysoki, aby 
umożliwił uzyskanie odpowiedzi na pytanie 
badawcze, a nie by powstał doskonały ob-
raz. Stąd też próby do zintegrowanej mikro-
skopii CLEM mogą w ogóle nie być kontra-
stowane lub kontrastowane tylko w bardzo 
niewielkim stopniu (Voortman i współaut. 
2014).

Dzięki mikroskopii korelacyjnej udało 
się lepiej poznać mechanizm podziału ko-
mórki (guizetti i współaut. 2011). Badacze 
początkowo obserwowali dzielące się komór-
ki w mikroskopie fluorescencyjnym, aby na-
stępnie je utrwalić i zobrazować za pomo-
cą mikroskopii elektronowej. Obrazowano w 
ten sposób kolejne stadia cytokinezy. Udało 
się stwierdzić, że w miejscu podziału cyto-
plazmy, oprócz mikrotubul, powstają rów-
nież helikalne, kurczliwe filamenty zależne 
od kompleksu białkowego ESCRT-III (ang. 
endosomal sorting complexes required for 
transport), który odpowiada za transport pę-
cherzykowy. Wykazano, że to te filamenty są 
niezbędne, aby ostatecznie przerwać ciągłość 
błony komórkowej i doprowadzić do rozdzie-
lenia się komórek potomnych.

METODY OBSERWACJI CYTOSZKIELETU W 
ŻYWYCH KOMÓRKACH

Domeny fluorescencyjne a znakowanie białek 
cytoszkieletu

Niekwestionowana rewolucja w mikro-
skopii fluorescencyjnej miała miejsce w la-
tach 90. XX w. wraz z wykorzystaniem do 
wizualizacji fluorescencyjnego białka produ-
kowanego bezpośrednio w badanym mate-
riale. Znacznikiem tym było zielone białko 
fluorescencyjne (ang. green fluorescent pro-
tein, GFP). GFP odkryto w latach 60., w 
morskiej meduzie Aequorea victoria (shimo-
mura i współaut. 1962), w latach 90. zse-
kwencjonowano jego gen, a kilka lat później 
wykorzystano go do stworzenia sztucznych 
konstruktów składających się z badanego 

padku technik wykorzystujących znakowanie 
związkami metali ciężkich. Z tego względu, 
rozwój cryo-EM jest bardzo ściśle związany 
ze stosowaniem coraz czulszych detektorów 
elektronów oraz opracowywaniem coraz do-
skonalszych metod obróbki obrazów (murata 
i wolf 2018). Metoda ta pozwala nie tylko 
na badanie pojedynczych cząsteczek, ale też 
wielkich kompleksów białkowych, co stwarza 
ciekawe perspektywy w kontekście badań 
nad cytoszkieletem.

Turgay z współpracownikami wykorzysta-
li EM do zbadania ultrastruktury filamen-
tów pośrednich tworzących blaszkę jądrową 
– lamin (turgAy i medalia 2017). Analiza 
przestrzennego ułożenia poszczególnych fila-
mentów w sieciach laminowych wykazała, że 
są one bardzo elastyczne. Ponadto, autorom 
udało się zaobserwować globularne struktury 
o średnicy ~3,5 nm, rozmieszczone na tetra-
merowych włóknach laminowych dokładnie 
co 20 nm. Analiza profilu intensywności ob-
razu elektronowego pozwoliła zidentyfikować 
te struktury jako dimery laminowe. Stąd ba-
dacze zaproponowali nowy model filamentu, 
który zakłada naprzemienne występowanie 
odcinków tetramerowych i heksamerowych 
(tetramer z bocznie dołączonym dimerem) o 
precyzyjnie określonym wzorze.

Mikroskopia elektronowa umożliwia ob-
serwację materiału wyłącznie po utrwaleniu, 
pozbawiając badacza szerszego biologicznego 
kontekstu, jaki zapewnia obserwacja przyży-
ciowa. Z tego względu, często łączy się za-
lety EM oraz mikroskopii świetlnej stosując 
mikroskopię korelacyjną (ang. correlative li-
ght and electron microscopy, CLEM). Tra-
dycyjna mikroskopia korelacyjna wymaga 
zastosowania systemu precyzyjnych koordy-
natów przestrzennych, ponieważ próbka jest 
najpierw obrazowana za pomocą mikroskopu 
świetlnego, a następnie poddawana dodatko-
wej obróbce (odwadnianiu, kontrastowaniu 
i zatapianiu w żywicy), celem wizualizacji 
w mikroskopie elektronowym. Koordynaty 
umożliwiają nałożenie na siebie obu obrazów 
z zachowaniem odpowiednich relacji prze-
strzennych. Metoda ta wiąże się jednak z 
ryzykiem wprowadzenia artefaktów podczas 
przygotowania próbki do EM, a więc już po 
obrazowaniu w mikroskopie świetlnym (ku-
kulski i współaut. 2011). Problem ten po-
zwalają obejść urządzenia łączące w sobie 
mikroskopię świetlną i EM (ang. integrated 
CLEM, iCLEM), w których skaningowy mi-
kroskop konfokalny jest wbudowany w mi-
kroskop elektronowy. Obrazowanie obiema 
metodami zachodzi tutaj sekwencyjnie, ale 
w jednym urządzeniu. Uzyskane obrazy są 
od razu odpowiednio zorientowane względem 
siebie, a możliwość „podglądu” próbki w mi-
kroskopie świetlnym znacznie ułatwia odna-
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wpływać na dynamikę tworzenia polimerów. 
I tak np., dołączenie eGFP (ang. enhanced 
green fluorescent protein) do końca amino-
wego cytoplazmatycznej β-aktyny zmieniało 
właściwości mechaniczne komórek, co wpły-
wało na ich zdolność do migrowania. Oka-
zało się, że synteza β-aktyny z eGFP dołą-
czonym na końcu aminowym białka powo-
dowała zmianę w stopniu spolimeryzowania 
aktyny endogennej (nAgAsAki i współaut. 
2017). Opisywanych efektów nie zaobserwo-
wano natomiast w przypadku fuzji na końcu 
karboksylowym. Badacze porównali również 
stosunek ilości G- do F-aktyny, rozdzielając 
białka zawarte w badanych komórkach na 
frakcję rozpuszczalną (aktyna monomerycz-
na, G-aktyna) i odporną na działanie deter-
gentu (aktyna filamentowa, F-aktyna), a na-
stępnie mierząc zawartość β-aktyny w obu 
frakcjach za pomocą techniki immunodetek-
cji na błonie nitrocelulozowej (Western blot).

Sondy służące do przyżyciowego znakowania 
cytoszkieletu

Do wizualizacji filamentów tworzonych 
przez białka cytoszkieletu stosuje się rów-
nież metody znakowania pośredniego. Pole-
gają one na syntezie białka fuzyjnego, skła-
dającego się ze znacznika fluorescencyjnego 
dołączonego do białka inkrustującego specy-
ficznie struktury cytoszkieletu bądź fragmen-
tu takiego białka. Takie podejście powoduje 
uzyskanie wyraźniejszych obrazów filamen-
tów aktynowych lub mikrotubul, na skutek 
wyższego stosunku intensywności sygnału 
do tła niż w przypadku znakowania białkiem 
fluorescencyjnym monomerów tworzących fi-
lamenty (sliogeryte i współaut. 2016). W 
tej sytuacji uzyskanie odpowiedniej jakości 
obrazów jest możliwe przy niższym poziomie 
ekspresji genów białka fuzyjnego, co jest ko-
rzystne ze względu na jego wpływ na proce-
sy komórkowe. W przypadku F-aktyny, naj-
częściej stosowanymi markerami są sprzężo-
ne z białkiem fluorescencyjnym różne biał-
ka wiążące filamenty aktynowe: fimbryna, 
podjednostka ARP-3 kompleksu białkowego 
Arp2/3, tropomiozyna, F-traktyna (fragment 
złożony z aminokwasów 10-52), utrofina 
człowieka (fragment złożony z aminokwasów 
1-261) oraz opracowany stosunkowo niedaw-
no Lifeact (złożony z 17 reszt aminokwaso-
wych fragment białka ABP-140 pochodzącego 
z Saccharomyces cerevisiae) (delgAdo-ÁlVA-
rez i współaut. 2010, riedl 2010, melak 
i współaut. 2017). W przypadku mikrotu-
bul, używane są znakowane fluorescencyjnie 
białka EB1, wiążące końce „+” mikrotubul, 
oraz CLIP170/190, znakujące całe mikrotu-
bule (folker i współaut. 2005, muroyama 
i leCHler 2017; patrz JAworski w tym ze-
szycie KOSMOSU). Opisywane podejście, po-

białka natywnego z dodaną domeną fluore-
scencyjną (CHAlfie i współaut. 1994). Wpro-
wadzenie takiego konstruktu do żywej ko-
mórki skutkuje produkowaniem przez nią 
zmodyfikowanych białek (tzw. białek fuzyj-
nych), które składają się z zielonego białka 
fluorescencyjnego dołączonego do praktycz-
nie dowolnego innego białka interesującego 
badaczy (Ryc. 2). Od tamtego czasu prace 
nad GFP zostały nagrodzone Nagrodą Nobla 
w dziedzinie chemii w 2008 r., a same biał-
ka fluorescencyjne niezmiennie są przedmio-
tem wielu badań w celu doskonalenia ich 
właściwości fluorescencyjnych, takich jak 
jasność i odporność na blaknięcie. Obecnie 
dostępny jest cały wachlarz białek, które 
emitują światło pokrywające praktycznie cały 
zakres światła widzialnego - od niebieskie-
go do podczerwieni. Powstały one na sku-
tek wprowadzenia mutacji do oryginalnego 
zielonego białka fluorescencyjnego, bądź też 
zostały odkryte w innych organizmach ży-
wych wykazujących naturalną fluorescencję. 
Dzięki temu, podobnie jak w przypadku im-
munofluorescencji, przyżyciowa obserwacja 
materiału może odbywać się z jednoczesnym 
użyciem kilku różnych znaczników, co jest 
nieocenione w badaniach biologicznych, tak-
że tych dotyczących cytoszkieletu (CHudAkoV 
i współaut. 2010).

Należy jednak mieć na uwadze, iż sama 
obecność znacznika fluorescencyjnego może 
nie być całkowicie obojętna dla funkcjonal-
ności badanego białka. Może ona zaburzać 
lub uniemożliwiać jego oddziaływanie z part-
nerami, lokalizację subkomórkową, a także 

NH2

COOHGFP Białko
badane

Promotor Gen badanego białka5' 3'Gen GFP

Ryc. 2. Schemat konstruktu zawierającego GFP 
oraz białko fuzyjne.

Konstrukt składa się z genu GFP i genu badanego biał-
ka, umieszczonych jako jeden gen, pod kontrolą tego 
samego promotora. W procesie translacji GFP i białko 
badane są produkowane jako pojedyncza cząsteczka 
białka fuzyjnego. Na pokazanym przykładzie domena 
GFP znajduje się na aminowym końcu białka fuzyjnego.
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rer i współaut. 1998). Technika oryginalnie 
polegała na wstrzyknięciu małej ilości zna-
kowanego fluorescencyjnie białka do badanej 
komórki. Ilość sondy była tak dobrana, by 
nie przekraczała ona 5% natywnej puli biał-
ka w komórce. Dzięki temu udało się unik-
nąć problemów z nadmiarem fluorescen-
cji tła. Jednocześnie, podczas polimeryzacji 
fluorescencyjnie znakowane białko współ-
zawodniczyło z natywnym, tworząc charak-
terystyczny wzór świecących kropek, który 
następnie można było śledzić i obserwować 
ruch pojedynczych monomerów w polimerze. 
Wykorzystując tę metodę badacze pokazali, 
że w komórkach kultur pierwotnych z płuc 
traszki (Taricha granulosa) mikrotubule prze-
jawiają zarówno dynamiczną niestabilność, 
jak i klasyczny „treadmilling”. Co więcej, 
sama dekompozycja cytoszkieletu aktynowe-
go powodowała zanik dynamicznej niestabil-
ności mikrotubul, a nie wpływała na ruch 
podjednostek od końca plus mikrotubul ku 
środkowi komórki (waterman-storer i sAl-
mon 1997). Wraz z upływem czasu techni-
ka ta stała się w pełni ilościowa (dAnuser 
i waterman-storer 2006) i do dziś jest 
używana w analizie dynamiki cytoszkieletu 
w żywych komórkach (athamneh i współaut. 
2017).

NAPRĘŻENIA W CYTOSZKIELECIE

Elastyczne podłoża i nieinwazyjne pomiary 
naprężeń cytoszkieletu

Jedną z funkcji cytoszkieletu jest wytwa-
rzanie siły mechanicznej kosztem hydrolizy 
cząstek ATP. Ta funkcja, najbardziej znana 
z komórek mięśniowych, oparta jest przede 
wszystkim na interakcjach filamentów ak-
tynowych z filamentami miozyny (zwłaszcza 
tymi z rodziny II, a dokładniej z domenami 
motorycznymi ciężkich łańcuchów miozyny). 
Więcej informacji o miozynach w artyku-
łach suszek i współaut. oraz nowAk i rę-
dowiCz w tym zeszycie KOSMOSU. Opisane 
poprzednio metody pozwalają na obrazowa-
nie składu białek aparatu kurczliwego, obec-
nego w innej wprawdzie postaci, nie tylko 
w mięśniach. Powstały również metody po-
zwalające na mikroskopowe badanie sił po-
wstających podczas skurczu aktomiozyny w 
żywej komórce. Metody te polegają na za-
stosowaniu elastycznego podłoża, które pod 
wpływem działania sił ulega odkształceniu. 
Początkowo była to metoda jakościowa, po-
legająca na obserwacji wielkości zmarszczek 
powstających na cienkim, elastycznym pod-
łożu, zawieszonym na płynnym podkładzie 
(HArris i współaut. 1980). W celu uzyska-
nia wyników ilościowych zmieniono podejście 
i w podłożu zatopiono drobne koraliki, któ-
re po wysianiu komórek zmieniają położenie 

dobnie jak bezpośrednie znakowanie biał-
kami fluorescencyjnymi, może wpływać na 
strukturę i funkcję znakowanych elementów 
cytoszkieletu. Najczęściej obserwowane efek-
ty syntezy takich znaczników to stymulacja 
tworzenia filamentów i stabilizowanie tych 
już istniejących (melak i współaut. 2017). 
Ponadto, porównanie efektów znakowania F-
-aktyny za pomocą różnych znaczników flu-
orescencyjnych wykazało, że każde z testo-
wanych białek charakteryzowało się nieco 
inną lokalizacją w komórce względem fallo-
idyny i preferencyjnie znakowało jedną lub 
kilka subpopulacji aktyny: w lamellipodium, 
filopodiach, włóknach naprężeniowych czy 
korteksie komórki (belin i współaut. 2014). 
W efekcie, przeprowadzając doświadczenia 
z wykorzystaniem opisywanych znaczników, 
nie tylko warto minimalizować ekspresję ich 
genów, ale także rozważyć wykorzystanie 
więcej niż jednego markera, aby zwiększyć 
wiarygodność uzyskiwanych wyników.

METODY FUNKCJONALNE

FLUORESCENCYJNA MIKROSKOPIA PUNKTOWA 
I RUCH MONOMERÓW W POLIMERACH 

CYTOSZKIELETALNYCH

Zarówno mikrotubule, jak i mikrofila-
menty aktynowe są polimerami spolaryzowa-
nymi. Mikrofilamenty mają łatwo rozróżnial-
ne końce: plus lub kolczasty (ang. barbed 
end) i minus lub ostry (ang. pointed end). 
Końce mikrotubul również oznacza się jako 
plus i minus. Na końcu plus eksponowana 
jest podjednostka β-tubuliny dimeru, nato-
miast na końcu minus, α-tubuliny. W obu 
przypadkach polaryzacja ta jest istotna przy 
wzroście długości włókien i dodawanie no-
wych monomerów odbywa się na końcu + 
polimerów (patrz rędowicz oraz nieznańska 
w tym zeszycie KOSMOSU). Istnieje jednak 
inny aspekt tego zjawiska, który badać mo-
żemy tylko metodami mikroskopowymi. Z 
polaryzacją filamentów aktynowych i mi-
krotubul wiąże się zjawisko, polegające na 
przesuwaniem się monomerów wewnątrz 
struktury polimeru od końca plus (gdzie są 
przyłączane do polimeru) do końca minus 
(gdzie są odłączane). Zjawisko to zwane jest 
z angielska „treadmillingiem”. Taki ruch we-
wnątrz struktury można obserwować, jeśli 
do struktury polimeru wprowadzimy losowo 
pojedyncze, fluorescencyjne monomery. Tak 
powstała FSM (ang. fluorescent speckle mi-
croscopy), czyli fluorescencyjna mikroskopia 
punktowa. To, że taka technika jest prak-
tycznie możliwa, pokazali Clair Waterman-
-Storer i Ted Salmon, najpierw na mikrotu-
bulach (waterman-storer i salmon 1998), a 
potem na mikrofilamentach (waterman-sto-
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wykorzystać związaną z nim domenę eGFP 
(rAJfur i współaut. 2002). Udowodniono, że 
wiązką laserową można zniszczyć związaną z 
eGFP α-aktyninę, białko wchodzące w skład 
włókien naprężeniowych, i w ten sposób ze-
rwać integralność pojedynczego włókna. Pre-
cyzja takiego cięcia jest ograniczona jedynie 
obszarem, do jakiego można zogniskować 
wiązkę światła przez obiektyw (około ćwierć 
μm średnicy).

BADANIA MECHANIZMÓW REGULACJI FUNKCJI 
CYTOSZKIELETU

Sondy molekularne

Techniki mikroskopowe umożliwiają nie 
tylko przyżyciowe badanie cytoszkieletu na 
poziomie struktury, ale również funkcji. 
Znakowanie fluorescencyjne (chemiczne lub 
biologiczne) nie ogranicza się tylko do emisji 
światła o określonej długości fali przy odpo-
wiednim wzbudzeniu. W latach 40. ubiegłego 
wieku odkryto bowiem zjawisko przenosze-
nia energii między barwnikami fluorescen-
cyjnymi na drodze innej niż promieniowanie, 
które nazwano nazwiskiem badacza, który 
po raz pierwszy je opisał - Förster resonan-
ce energy transfer (FRET).

Zjawisko to w uproszczeniu polega na 
przekazaniu energii przez jedną wzbudzo-
ną cząsteczkę fluorescencyjną (zwaną do-
norem) innej cząsteczce fluorescencyjnej 
(zwanej akceptorem). W efekcie, populacja 
pierwszej z cząsteczek świeci słabiej, a dru-
giej mocniej niż miałoby to miejsce, gdyby 
zjawisko FRET nie zachodziło (HoCHreiter i 
współaut. 2015). Najprościej rzecz ujmując, 
za pomocą mikroskopu porównuje się sto-
sunek intensywności fluorescencji obu flu-
orochromów. Aby przekazanie energii miało 
miejsce, musi być jednak bardzo precyzyj-
nie spełniony podstawowy warunek, a mia-
nowicie cząsteczki, między którymi dochodzi 
do transferu energii, muszą znajdować się 
w bardzo niewielkiej odległości, wynoszą-
cej około 3-6 nm. Przy czym efektywność 
transferu spada z szóstą potęgą odległości 
między cząsteczkami. Ponadto, akceptor i 
donor muszą mieć zbliżone widma wzbudze-
nia i emisji, tzn. widmo emisji donora musi 
pokrywać się częściowo z widmem wzbudze-
nia akceptora. Stąd też opracowano wiele 
chemicznych i biologicznych par FRET, czy-
li par cząsteczek fluorescencyjnych o wid-
mach odpowiednio dobranych, aby zjawi-
sko FRET między nimi zachodziło wydajnie. 
Przykładem takiej pary są niebiesko-zielone 
(ang. cyan fluorescent protein, CFP) i żółte 
(ang. yellow fluorescent protein, YFP) białka 
fluorescencyjne. Szczególnym przypadkiem 
zastosowania zjawiska FRET jest połączenie 
pary białek fluorescencyjnych w jedną czą-

w miarę odkształcania się podłoża wskutek 
działania siły generowanej przez cytoszkie-
let. Na podstawie tych przesunięć możliwe 
jest obliczenie naprężeń przenoszonych na 
podłoże (dembo i współaut. 1996). Wraz ze 
wzrostem mocy obliczeniowych komputerów 
i doskonaleniem podłoży, metodyka stała się 
łatwiejsza w stosowaniu, a wynikiem jej za-
stosowania są dokładne mapy naprężeń wy-
twarzanych przez komórkę (Hind i współaut. 
2015). Metodyka ta doczekała się ciekawej 
modyfikacji, w której zastosowano trójwy-
miarowe obrazowanie bloku elastycznego 
podłoża z zatopionymi znacznikami. Dzięki 
temu możliwy jest pomiar nie tylko sił w 
płaszczyźnie równoległej do podłoża, ale tak-
że prostopadłych. Ta metoda pozwala obra-
zować cały złożony wzór mechanicznych od-
działywań między komórką a jej otoczeniem 
(frAnCk i współaut. 2011). Chociaż metody 
rejestracji sił można uznać za powtarzalne i 
wystarczająco dokładne, to są one skompli-
kowane technicznie i złożone obliczeniowo, 
trudno zatem wyobrazić sobie ich powszech-
ne użycie.

Znacznie prostszą metodą analizy przyle-
gania komórek do podłoża jest mikroskopia 
IRM (ang. interference reflection microsco-
py). Nie pozwala ona co prawda na okre-
ślenie faktycznej siły, ale umożliwia pomiar 
odległości błony komórkowej od szkiełka na-
krywkowego, na którym znajduje się komór-
ka. Pomiar ten odbywa się za pomocą inter-
ferencji światła odbitego od błony komórko-
wej i szkła podłoża (Curtis 1964, VersCHu-
eren 1985). Metoda, mimo iż mniej dosko-
nała niż bezpośredni pomiar naprężeń, jest 
jednak prosta i doskonale łączy się z innymi 
metodami fluorescencyjnymi takimi, jak za-
stosowanie sond molekularnych do pomiaru 
aktywności białek czy stężenia jonów w cy-
toplazmie i badania zależności między bada-
nymi tymi metodami zjawiskami a ruchem 
i adhezją komórki (Pomorski i współaut. 
2004).

Inwazyjna metoda badania naprężeń 
cytoszkieletu

Inwazyjna metoda badania naprężeń cy-
toszkieletu jest metodą polegającą na nisz-
czeniu cząsteczek białka, z którym związano 
barwnik (ang. chromofore assisted laser in-
activation, CALI). Jak wiadomo, każdy barw-
nik pochłania światło o określonej długości 
i ulega pod jego wpływem wzbudzeniu. Jeśli 
ilość światła będzie zbyt duża, może dojść 
do termicznego zniszczenia cząstki związanej 
z barwnikiem. Początkowo, metoda ta oparta 
była o zieleń malachitową, barwnik toksycz-
ny dla komórek (JAy 1988). Przy odpowied-
niej konfiguracji systemu doświadczalnego 
wykazano, że można do dezaktywacji białka 
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go białka, domeny wiążącej badane białko 
w stanie aktywnym (część sensorowa) oraz 
akceptora. Aktywacja badanego białka w 
komórce powoduje związanie go przez do-
menę sensorową i zbliżenie do siebie pary 
FRET (Ryc. 3). W efekcie, na obrazie mi-
kroskopowym widoczne jest znaczne zwięk-
szenie wydajności zjawiska FRET (sekAr i 
Periasamy 2003).

W przypadku cytoszkieletu często uży-
wanymi sondami molekularnymi są biosen-
sory aktywności białek z rodziny małych 
GTPaz: Rho, Rac i Cdc42, będących kluczo-
wymi regulatorami cytoszkieletu aktynowego 
(Ryc. 4). Narzędzia te umożliwiły poznanie 
czasowo-przestrzennych wzorów aktywacji 
tych białek w komórce podczas jej prze-
mieszczania się, fagocytozy, formowania po-
dosomów czy pod wpływem sił ścinających 
(HAnnA i współaut. 2014, martin i współ-
aut. 2016, sHAo i współaut. 2017).

steczkę, w której zjawisko FRET zachodzi 
lub nie w zależności od przyjętej przez biał-
ko fuzyjne konformacji. Jednym z najcie-
kawszych zastosowań takich konstruktów 
jest opracowywanie kodowanych biologicz-
nie sond, które umożliwiają m.in. wizualiza-
cję stopnia aktywności białek, w tym tych 
odpowiedzialnych za regulację cytoszkieletu. 
Mamy wówczas do czynienia z białkiem fu-
zyjnym składającym się z donora, badane-

434 nm 476 nm

Nieaktywne
białko 

Domena
sensorowa 

CFP YF
P

434 nm 530 nm

PFC

PFY

Aktywne
białko 

Linker

Linker
Domena
sensorowa 

Ryc. 3. Schemat działania sensora FRET.

Sensor zawiera badane białko połączone elastycznym 
łącznikiem z białkową domeną sensorową wiążącą ba-
dane białko w formie aktywnej. Oba białka są wyzna-
kowane domenami fluorescencyjnymi tworzącymi parę 
FRET, w tym przypadku CFP i YFP. Kiedy białko bada-
ne jest w formie nieaktywnej, nie jest wiązane przez do-
menę sensorową, a domeny fluorescencyjne znajdują się 
w tak dużej odległości od siebie, że zjawisko FRET nie 
zachodzi, a wzbudzenie donora (CFP) skutkuje emisją 
fluorescencji niebiesko-zielonej. Zaktywowanie badanego 
białka powoduje związanie go przez domenę sensorową 
i zbliżenie do siebie fluoroforów na taką odległość, że 
zjawisko FRET zachodzi w sposób wydajny. Wzbudzenie 
donora powoduje teraz przekazanie energii akceptorowi i 
emisję żółtej fluorescencji przez domenę YFP.

Ryc. 4. Przykładowy obraz otrzymany przy użyciu 
sondy FRET.

Komórki U-251 MG produkujące sensor aktywności 
białka Rac1 – Raichu-Rac1 (itoH i współaut. 2002), z 
widoczną zwiększoną aktywacją białka w obszarze la-
mellipodium. Skala barw przedstawia stosunek in-
tensywności obrazu akceptora do obrazu donora. Dla 
zwiększenia czytelności obrazu obszar poza komórką 
został zamaskowany. Obraz został uzyskany przez Au-
torów przy pomocy odwróconego mikroskopu fluorescen-
cyjnego Axio Observer Z.1 (Zeiss) z modułem konfokal-
nym Spinning Disc CSU-X1 (Yokogawa Electric Corpo-
ration) i komorą przyżyciową. Preparat obserwowano za 
pomocą obiektywu HC Apo 63x/1.20 (Zeiss) z imersją 
wodną. Do wzbudzenia zastosowano laser diodowy 405 
nm. Emisję fluorescencji rejestrowano jednocześnie za 
pomocą dwóch kamer Evolve 512 (Photometrics) w za-
kresie 419-465 nm (donor) i 500-550 nm (akceptor).
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kierunkiem jej ruchu (weiger i współaut. 
2009). Autorzy pracy stosują w swoich ba-
daniach dość nietypową konfiguracje mikro-
skopu TIRF. Większość dostępnych na ryn-
ku konfiguracji tej mikroskopii opiera się na 
wprowadzeniu światła wzbudzającego przez 
obiektyw o bardzo dużej aperturze numerycz-
nej (ang. numerical aperturę, NA). Apertura 
numeryczna jest miarą rozwartości stożka, z 
którego obiektyw jest w stanie zbierać świa-
tło. Duża apertura charakteryzuje obiekty-
wy bardzo jasne, apertury powyżej wartości 
1 wymagają użycia olejku immersyjnego i 
mają duże powiększenia, zazwyczaj powyżej 
60x. Tak duże powiększenia nie sprzyjają ba-
daniu ruchu komórek, wypełniających zbyt 
dużą część pola widzenia, by zarejestrować 
na jednym obrazie długą trajektorię ruchu. Z 
tego powodu autorzy pracy stosują obiektyw 
o niewielkim powiększeniu, a światło wzbu-
dzające wprowadzają bezpośrednio do spe-
cjalnego pryzmatu, przyklejonego do szkiełka 
nakrywkowego. Takie systemy nie są komer-
cyjnie dostępne, co poważnie ogranicza moż-
liwość stosowania metody.

Mikroskopia TIRF jest też używana w 
metodach in vitro, podczas obserwacji po-
ruszania znakowanych fluorescencyjnie włó-
kien cytoszkieletu (zarówno mikrotubul, jak 
i mikrofilamentów) przez immobilizowane 
białka motoryczne. Mała głębia wzbudzenia 
fluorescencji mikroskopu TIRF powoduje, 
że obserwacje nie są zakłócane przez flu-
orescencję włókien nie związanych białkami 
motorycznymi (szczęsna i kAsprzAk 2016).

MIKROSKOPIA SUPERROZDZIELCZA W 
BADANIU STRUKTUR CYTOSZKIELETU

Nie miejsce tu na techniczny opis za-
gadnienia zdolności rozdzielczej mikrosko-
pu optycznego, niemniej jednak czytelnik 
powinien zdawać sobie sprawę, że prze-
strzenna bariera obrazowania przy pomocy 
takiego mikroskopu istnieje i zależy ona od 
długości fali świetlnej używanej do tworze-
nia obrazu przez obiektyw. Rozdzielczość 
ta wynosi około ćwierć mikrometra dla 
współczesnych mikroskopów wyposażonych 
w najwyższej jakości obiektywy immersyjne 
i jest o rząd wielkości za niska, by precy-
zyjnie obrazować większość struktur biał-
kowych. Na przełomie wieków opracowano 
jednak szereg technik, pozwalających prze-
łamać ograniczenie zdolności rozdzielczej 
i określanych wspólnym mianem „mikro-
skopii superrozdzielczej”. Ten sukces przy-
niósł autorom Nagrodę Nobla w 2014 r. 
i został opisany w artykule poświęconym 
tej nagrodzie w numerze Kosmosu z 2015 
r.; wszystkich zainteresowanych podstawa-
mi mikroskopii superrozdzielczej odsyłam 

Mikroskopia TIRF jako metoda badania 
obecności białek regulatorowych w błonie 

komórkowej

Wśród licznych metod stosowanych w 
mikroskopii optycznej, część ma charakter 
„trików technicznych” pozwalających w pro-
sty sposób rozwiązywać trudne problemy. Do 
takich szczególnych technik należy wykorzy-
stanie mikroskopii całkowitego wewnętrznego 
odbicia (ang. total internal reflection fluore-
scent microscopy, TIRF) do obrazowania ru-
chu cząstek fluorescencyjnych pomiędzy cyto-
plazmą a wentralną (brzuszną, czyli tą która 
bezpośrednio styka się ze szkiełkiem nakryw-
kowym) błoną cytoplazmatyczną komórki. Mi-
kroskopia TIRF wykorzystuje efekt polegający 
na występowaniu fali ewanescencyjnej, emi-
towanej przez powierzchnię, od której odbija 
się światło. Fala ta pozwala wzbudzić cząst-
ki barwnika znajdujące się w pobliżu grani-
cy ośrodków, nawet jeśli światło ulega cał-
kowitemu odbiciu na tej granicy i, zgodnie z 
optyką klasyczną, nigdy do cząstek barwni-
ka nie dociera. Fala elektromagnetyczna nie 
może być lokalnie nieciągła, co powoduje po-
wstanie przy granicy ośrodków pola zdolne-
go do wzbudzania barwnika. Głębokość tego 
pola jest związana z częstotliwością fali elek-
tromagnetycznej światła i kątem jego padania 
na powierzchnie, i w typowych przypadkach 
wynosi około 100 nm. Pozwala to na wybiór-
cze obserwowanie zjawisk zachodzących w 
przylegającej do szkiełka nakrywkowego bło-
nie, z pominięciem zjawisk zachodzących w 
głębi cytoplazmy (Axelrod 1981).

Jednym z zastosowań tej metody ob-
serwacyjnej, jest badanie składu lipidowego 
błony przy pomocy fluorescencyjnie znako-
wanych białek zdolnych do wiązania określo-
nych jej komponentów. Wiele z tych kompo-
nentów ma działanie regulatorowe i uczest-
niczy w przekazywaniu sygnałów z otoczenia 
komórki do jej wnętrza. Z punktu widzenia 
regulacji struktury cytoszkieletu, jak i będą-
cej jej rezultatem, kontroli ruchu komórki, 
ważna jest obserwacja dynamiki powstawa-
nia 3,4,5-trisfosforanu fosfatydyloinozytolu 
(PIP3) z 4,5-bisfosforanu fosfatydyloinozytolu. 
Ta reakcja, katalizowana przez enzym kina-
zę PI3, jest pozytywnym sygnałem sterującym 
kierunkowością ruchu komórki. PIP3 wiąże 
się specyficznie z domeną białkową zwaną 
domeną homologii plekstryny (ang. plextrin 
homology domain, PH). Białko fluorescencyj-
ne wyposażone w taką domenę będzie się 
gromadziło w pobliżu obszarów błony, w któ-
rych jest podwyższone stężenie PIP3. Wyko-
rzystanie mikroskopii TIRF pozwala wybiór-
czo obserwować błonę adherującej komórki i 
obrazować zmiany stężenia białka z domeną 
PH w jej pobliżu. Dzięki temu można w ży-
wej komórce obserwować sygnały sterujące 
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(λ 506 nm), a po naświetleniu emisja zmie-
nia się na czerwoną (λ 581 nm), wymaga-
jącą wzbudzania światłem żółto-zielonym (λ 
571 nm). Wymóg zastosowania białka fo-
toaktywowalnego wynika z natury metody 
PALM i silnie ogranicza wybór znacznika, 
powodując konieczność osobnej wizualizacji 
każdego z badanych białek. Do wyznacze-
nia pozycji białek konieczne jest określenie 
ich odległości od błony plazmatycznej, co 
wymaga precyzyjnego określenia położenia 
w osi Z. Do tego celu użyta została wersja 
mikroskopu PALM, iPALM, wykorzystująca 
interferencję światła i pozwalająca określać 
średnie położenia białek w osi Z (sHtengel 
i współaut. 2009). Niektóre z obrazowanych 
białek mają wyraźnie wydłużoną struktu-
rę i dla ustalenia ich względnych pozycji 
konieczne okazało się obrazowanie dwóch 
białek fuzyjnych: osobno zawierających 
znacznik fluorescencyjnych na końcu ami-
nowym i osobno na końcu karboksylowym 
białka. Tak postąpiono z paksyliną, taliną i 
α-aktyniną. Okazało się, że tylko talina wy-
kazywała rzeczywistą rozciągłość przestrzen-
ną w osi Z i koniec karboksylowy białka był 
średnio oddalony o 40 nm od jego końca 
aminowego. Problemem okazała się wzrasta-
jąca wraz z oddalaniem się od powierzchni 
preparatu niepewność określenia położenia 
w osi z. Dla białek położonych w pobliżu 
błony plazmatycznej wynosiła ona około 5 
nm, a w odległości 100 nm od błony osią-
gała już 30 nm. Autorzy wykazali podział 
struktury kontaktu na szereg warstw funk-
cjonalnych: przekazującą sygnały warstwę 
integrynową (integryny, paksylina, kinaza 
FAK), warstwę przekazującą siły mecha-
niczne (talina, winkulina), warstwę regu-
lującą strukturę aktyny (VASP, zyksyna, 
aktyna) oraz początek włókien naprężenio-
wych (aktyna, α-aktynina). Dopiero jednak 
obrazowanie szeregu skróconych analogów 
taliny (liu i współaut. 2015) pozwoliło wy-
kazać, że właśnie to białko jest kluczowym 
elementem łączącym integryny z włóknami 
naprężeniowymi. Białko to rozciąga się na 
długości około 100 nm i jest nachylone pod 
kątem 15° do powierzchni błony. Dokładna 
lektura powyżej cytowanych prac z jednej 
strony ujawnia wielki potencjał mikroskopii 
superrozdzielczej w badaniach struktur cy-
toszkieletu, z drugiej, pokazuje jak trudne i 
skomplikowane są takie badania pod wzglę-
dem technicznym. Autorzy wiedzą o istnie-
niu jedynie dwóch mikroskopów iPALM na 
świecie, jeden znajduje się w Janelia Rese-
arch Campus Instytutu Medycznego Howar-
da Hughes’a w Ashburn w USA, a drugi w 
Instytucie Mechanobiologii na Narodowym 
Uniwersytecie Singapuru.

do tego artykułu (Pomorski 2015). Biorąc 
pod uwagę średnicę mikrofilamentów (~8-9 
nm) czy mikrotubul (~24 nm z kanałem w 
środku o średnicy ~12 nm), zdolność roz-
dzielcza mikroskopu świetlnego jest abso-
lutnie niewystarczająca do tego, by rozróż-
niać pojedyncze filamenty. Nawet złożone 
struktury, jakimi są kontakty zogniskowa-
ne, nie przekraczają 200 nm średnicy i ich 
struktura pozostaje poza zasięgiem zwy-
kłego, nawet bardzo dobrego, mikroskopu 
optycznego i w związku z tym mikroskopia 
superrozdzielcza wydaje się być narzędziem 
stworzonym do badań skomplikowanych 
struktur cytoszkieletalnych.

Techniki mikroskopii superrozdzielczej 
pozwalają rozróżniać obiekty tak małe jak 20 
nm i wydawałoby się, że jako takie stanowią 
idealne narzędzie do wizualizacji struktur 
cytoszkieletu. Niestety, w beczce miodu jaką 
stanowią techniki superrozdzielcze, jest łyż-
ka dziegciu: doskonała rozdzielczość jest ła-
twa do uzyskania na płaszczyźnie, w osiach 
x i y obrazu, ale nie w trzecim wymiarze. 
Uzyskanie porównywalnie dokładnego pomia-
ru położenia białka w pionie, w płaszczyźnie 
prostopadłej do płaszczyzny obrazu, stanowi 
poważny problem.

Złożone struktury związane z funkcjo-
nowaniem cytoszkieletu są trójwymiarowe 
i ich obrazowanie wymaga wysokiej roz-
dzielczości we wszystkich trzech wymia-
rach. Doskonałym przykładem takiego kom-
pleksu białkowego, którego trójwymiarowa 
struktura została zobrazowana przy pomo-
cy technik superrozdzielczych, są kontakty 
zogniskowane (ang. focal contacts). Ko-
twiczą one zbudowane głównie z aktyny i 
miozyny II włókna naprężeniowe w błonie 
komórkowej. Aby stworzyć mikroskopowy 
model struktury kontaktu zogniskowane-
go, grupa Clare M. Waterman z National 
Institutes of Health w Bethesdzie musiała 
wizualizować wzajemne pozycje aż dziewię-
ciu białek uczestniczących w budowie tej 
struktury: integryny αV, paksyliny, taliny, 
winkuliny, zyksyny, α-aktyniny, aktyny oraz 
kinazy FAK (ang. focal adhesion kinase) i 
białka VASP (ang. vasodilator-stimulated 
phosphoprotein) (kAnCHAnAwong i współaut. 
2010). Do obrazowania zastosowano techni-
kę PALM, która wymaga stosowania fotoak-
tywowalnych znaczników. W tym przypadku 
wybrano fotoaktywowalne białko fluorescen-
cyjne mEos, będące wariantem białka po-
chodzącego z koralowca Lobophyllia hem-
prichii (mckinney i współaut. 2009). Białko 
to pod wpływem naświetlania światłem z 
bliskiego UV (λ 390 nm) zmienia własności 
fluorescencyjne. Przed naświetleniem białko 
emituje światło zielone (λ 516 nm) w odpo-
wiedzi na wzbudzenie światłem niebieskim 
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PODSUMOWANIE

Struktura cytoszkieletu komórek euka-
riotycznych i dynamika czasowa jego zmian 
stwarzają optymalne warunki do zastosowa-
nia metod mikroskopii optycznej w ich ba-
daniu. Długie i cienkie filamenty, występu-
jące w komórkach niemięśniowych w postaci 
relatywnie rzadkiej sieci, dają się łatwo ob-
serwować. Jednocześnie, stabilność struktur 
cytoszkieletu pozwala na stosunkowo łatwe 
utrwalanie i barwienie. Dzięki tym cechom, 
badania mikroskopowe nie tylko stały się 
nieodzownym elementem badań nad cytosz-
kieletem, ale jednocześnie były poligonem 
skutecznie weryfikującym zastosowanie tych 
technik do znakowania i lokalizacji innych 
białek i struktur, znacznie mniej stabil-
nych i mniejszych niż cytoszkielet. Włókna 
cytoszkieletu mają tak charakterystyczną 
strukturę, że można je łatwo identyfikować 
również w obrazach pochodzących z mikro-
skopu elektronowego i nie wymaga to żad-
nego dodatkowego znakowania. Mikroskopia 
elektronowa, ze swoją subnanometrową roz-
dzielczością, pozwoliła weryfikować rezulta-
ty pochodzące z badań prowadzonych przy 
użyciu metod mikroskopii optycznej i nabrać 
zaufania do obrazów uzyskiwanych z roz-
dzielczością znacznie mniejszą niż rozmiary 
badanych białek czy struktur. To badania 
cytoszkieletu pokazały, że wykorzystując mi-
kroskopię optyczną można w ogóle obrazo-
wać struktury, których wymiary są znacznie 
mniejsze niż zdolność rozdzielcza mikrosko-
pu optycznego i włókna o średnicy wielo-
krotnie od niej mniejszej tworzą wyraźne ob-
razy. Można więc zaryzykować stwierdzenie, 
że to badania nad cytoszkieletem przetarły 
drogę dla wszystkich współczesnych badań 
struktur biologicznych, jakie prowadzimy 
dziś z użyciem mikroskopii optycznej.

S t r es zc zen i e

Cytoszkielet to sieć białkowych polimerów oraz zwią-
zanych z nimi setek białek motorycznych, regulatoro-
wych i łączących cytoszkielet z innymi strukturami ko-
mórkowymi. Rozwój wiedzy o cytoszkielecie jest nieroze-
rwalnie zwiększany z postępem technik mikroskopowych 
używanych do jego obserwacji. Początki tych badań to 
niespecyficzne, nieskomplikowane barwienia utrwalone-
go materiału biologicznego, które później rozwinęły się 
w nowoczesną mikroskopię strukturalną, pozwalającą na 
precyzyjne znakowanie określonych białek tworzących 
cytoszkielet, badanie ich stanu fizjologicznego czy też 
oddziaływań cytoszkieletu z luźno związanymi białkami 
błony czy cytoplazmy. Obecnie możliwe jest nie tylko ob-
razowanie struktury i funkcji cytoszkieletu ze znacznie 
lepszą rozdzielczością przestrzenną, ale także prowadze-
nie tych obserwacji na żywym materiale biologicznym. Z 
drugiej strony, stabilność cytoszkieletu umożliwia poszu-
kiwanie nowych metod jego obrazowania, co niewątpliwie 
należy do kół napędowych postępu, jaki dokonał się i 
wciąż dokonuje się 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


