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Wstep — Leszek Kuznicki

Rozwo6j nauk biologicznych i medycznych wiaze sie Scisle z postepem w zakre-
sie technik badawczych. Mikroskopia jako metoda zostata odkryta i zastosowana
w drugiej potowie XVII wieku przy wielkim udziale Antonie van Leeuwenhoeka
(1632-1723). Dzieki jego konstrukcjom optycznym i opisom zostaly zapoczatko-
wane badania niedostepnych dotychczas ludzkiemu oku pierwotniakow, bakterii
i komorek organizmow tkankowych.

Kolejny przelom na polu technik byl udzialem Wilhelma Conrada Réntgena
(1845-1923). W roku 1895 odkryt on przenikliwe promieniowania jonizujace, zwane
promieniowaniem X. Rontgen wykazal, Ze moze byc ono wykorzystane do analizy
wnetrza konstrukcji metalowych i wizualizacji kos¢ca u zywych organizmow.

W latach trzydziestych kolejny wynalazek otworzyl nowe pola badawcze w bio-
logii i medycynie. Wykorzystujac prace Wtadimira Zwornika (1889-1982) i Ernsta
Ruska (1906-1988) w Zaktadach Simensa zbudowano w 1938 mikroskop elek-
tronowy. Na szeroka skale technika ta rozwineta sie dopiero po II wojnie Swiatowe;.
Wspolczesnie zaawansowana mikroskopia elektronowa pozwala na prowadzenie
badan nie tylko na poziomie ultrastrukturalnym ale réowniez atomowym.

»Mikroskopia” jest technika zroznicowana, ale wyraznie okreslona. Inaczej
przedstawia sie sprawa z ,obrazowaniem”. Samo pojecie jak i jego zakres nie sa
ostre.

Kazdy model graficzny jak i prezentacja przestrzenna w szczegolnosci kiedy
odwzorowuje jakis obiekt zywy, czy martwy jest obrazowaniem. Dotyczy to row-
niez analizy zjawisk zachodzacych w czasie. Jedna z form obrazowania jest film,
ktory jako udoskonalona technika fotografii zostal wynaleziony w drugiej potowie
XIX wieku w celu sledzenia i analizy szybkich ruchow cztowieka i zwierzat, do-
piero pozniej wykorzystany jako narzedzie sztuki.

Wspolczesnie pojawily sie tendencje do zawezenia pojecia ,obrazowanie” do
technik wykorzystujacych elektronike. Z tego punktu wiedzenia z obrazowaniem
mamy do czynienia wtedy, kiedy nastepuje cyfrowe przetwarzanie informacji, po-
zwalajace nastepnie na przeksztalcenie w obrazy rzeczywiste lub wytworzone.
Same zjawiska i formy ich rejestracji moga byc¢ najrozniejsze, natomiast dalsze
koleje sg te same — przetwarzanie w postac cyfrowa i nastepnie syntetyczny obraz
na ekranie.

W Instytucie im. Marcelego Nenckiego mikroskopia swietlna, elektronowa i rozne
techniki obrazowania byly od ponad po6t wieku z powodzeniem stosowane. Przy-
niosty one szereg godnych przypomnienia wynikow.

Dla upamie¢tnienia 95-lecia utworzenia Instytutu Biologii Doswiadczalnej im.
Marcelego Nenckiego w ksiazce zostaly przedstawione dawne i wspolczesne do-
konania na polu mikroskopii i obrazowania.
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Rozmieszczenie larw chruscika Molanna angustata
na Sniardwach i jeziorach przyleglych — Leszek Kuznicki

Instytut Nenckiego od zarania byt osrodkiem, w ktéorym prowadzone sa prace
etologiczne i ekologiczne na stawonogach. Jednym z obiektow intensywnie bada-
nych przez Jana Dembowskiego i jego uczniow byla larwa chruscika Molanna
angustata. Jest ona mieszkancem strefy przybrzeznej jezior i rzek krajow nad-
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Fig. 2 i 3 Fotografie zr6znicowanych domkow larw, w zaleznosci od podloza na ktérym Zyja.
Fig. 2 Domki od strony grzbietowej ostaniajace larwe owada. Fig. 3. Te same domki odwro-
cone strong brzuszna. Fot. Andrzej Grebecki, Wlodzimierz Kinastowski i Leszek Kuznicki.
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battyckich. Larwa chruscika buduje domek z piasku, ktorego nigdy nie opuszcza.
Domek jest miejscem pozwalajacym wzglednie bezpiecznie przezyc, az do czasu
przepoczwarzenia sie w dorostego owada. Badania na Sniardwach rozstrzygnely
wieloletni spor miedzy ekologami, czy Molanna jest mieszkancem wod burzliwych,
czy spokojnych. Zamieszczona ilustracja, dotyczaca rozmieszczenia larw Molanna
angustata wskazuje, ze domek nie zabezpiecza owada przed skutkami falowania
wody. Larwy chruscikow zyja w zatoczkach ostonietych trzcina i sitowiem, uni-
kajac miejsc narazonych na intensywne falowanie, ktore latwo odwraca domki
strona brzuszna do gory.

PiSmiennictwo

Grebecki A., Kinastowski W. i Kuznicki L. (1954) Uwagi o ekologii larwy Mo-
lanna angustata Curtis w zwiqzku z jej rozmieszczeniem w jeziorach. ,Polskie
Archiwum Hydrobiologii”, 2 (XV): 191-235

Zastosowania makrofotograficznej rejestracji
do analizy ruchu i taksji pierwotniakow — Leszek Kuznicki

Analiza ruchow i taksji pierwotniakow w szczegolnosci Paramecium byta jednym
z nurtow badawczych uprawianych w Instytucie Nenckiego od roku 1918, to jest od
poczatkow jego istnienie. Ten kierunek dziatalnosci naukowej rozwinal sie w pelni
dopiero w trzydziestoleciu 1960-1990. Bylo to nastepstwem rozszerzenia tematyki
i objecia nia nie tylko orzeskow lecz rowniez wiciowcow, ameb i Sluzowcow. Osiag-
niecia poznawcze, ktore odnotowano w tym czasie w duzym stopniu zawdzieczano
nowym metodom i technikom mikroskopowania i obrazowania. Lista tych innowa-
cji jest dtuga. Polegaly one na nowych sposobach wykorzystania konwencjonalne;j
jak i specjalnej aparatury przy jednoczesnym przyzyciowym oddzialywaniu na pier-
wotniaki, pozwalajacym na sledzenie i rejestracja ich szybkich i ztozonych ruchow.

Fig. 1. Zapis ruchu swobodnie plywaja-
cych Paramecium caudatum. Makrofotografia
w ciemnym polu przy wydtuzonym czasie
ekspozycji. Probke z orzeskami umieszczano
na szklanej plytce i oswietlano dwoma lub
jedna lampa oslonieta filtrem cieplnym,
znajdujacymi sie z boku pod ptytka. Skiero-
wany skosnie strumien $wiatta, w pomiesz-
czeniu ciemnym, pozwala na stworzenie
| efekty ,,ciemnego pola”. Tlo pozostaje ciemne
natomiast plywajace orzeski sa jasnymi pun-
ktami. Aparat fotograficzny umieszczony na
statywie nad szklang plytka przy wydhuzo-
nej ekspozycji w zakresie 2-10 s rejestruje
dtugosc¢ drogi i charakter ruchu ptywaja-
cych orzeskow. Fot. Stanislaw Dryl.
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M. L. Fergusson w 1957 opisal technike fotograficzng umozliwiajaca ilosciowe
badania ruchu Paramecium i innych plywajacych jednokomorkowych organiz-
mow. Metoda ta po udoskonaleniu przez Stanistawa Dryla (1959) zostala wyko-
rzystana przez Andrzeja Grebeckiego i Leszka Kuznickiego do szczegotowej analizy
nie tylko taksji i kinez, ale rowniez charakterystycznych sposobow ptywania
w zaleznosci od stezenia jonow wapnia w Srodowisku, w stosunku do stezenia
innych, jedno i dwuwartosciowych kationow.
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Fig. 2. Chemotaksja ujemna w stosunku Fig. 3. Chemotaksja dodatnia w stosunku

do srodowiska zasadowego. do srodowiska lekko kwasnego.
Fot. 2 i 3. Stanistaw Dryl.

PiSmiennictwo

Fergusson M. L. (1957) Photographic technique of quantitative studies of para-
mecium and other motile cells. ,,Physiol. Zool.”, 30: 208-215

Dryl S. (1959) Effects of adaptation to environment on chemotaxis of Parame-
cium caudatum. ,Acta Biol. Exp. Polish Acad. Sci.”, 19: 95-104
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Metoda rejestracji ruchu rzesek
u plywajacego Paramecium — Leszek Kuznicki

Do roku 1968 nikomu nie udato sie¢ zarejestrowac na tasmie filmowej ruchu
rzesek u plywajacych pierwotniakow. Przyczyna byla obiektywna. Rzeska u naj-
wiekszego z rodzaju Paramecium gatunku P. multimicronucleatum — ma dhugosc¢
10-12 pm i przekroj 0.24-0.40 pm. Charakter ptywania pierwotniaka ma forme
zlozona, gdyz sklada sie z ruchu postepowego (dochodzacego do 1.3 mm/s) i jed-
noczesnego ruchu obrotowego i nutacyjnego.

Trudnosci te udato sie pokonac¢ dzieki umieszczeniu pierwotniakow roztworze
metylocelulozy o stezeniu 0.8-1.5% na okres 3-24 godzin. W tych warunkach oka-
zalo sie, ze rzeski nie wykonujgq ruchu naprzod i do tytu, jak sadzono, lecz pra-
cyje jak wiele wici w postaci fali spiralnej wedrujacej od podstawy do wierzchotka
rzeski.

Fig. 1. Paramecium multimicronucleatum w 1,2 % roztworze metylocelulozy. Kontrast inter-
ferencyjno-fazowy. Rzeski obserwowane z profilu na krawedzi pierwotniaka. 59-70 seria ko-
lejnych zdje¢ wykonanych z szybkoscia SO klatek/sek. Fot. Leszek Kuznicki.
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Fig. 2. 20 kolejnych zdjec¢ (64-83) jednej i tej samej rzeski w roztworze metylocelulozy (1.2%)
pod mikroskopem z kontrastem intereferncyjno-polaryzacyjnym. Biata linia poprzeczna —
znacznik na obiektywie mikroskopu, pozwalajacy na ustalenie kierunku ruchu pierwotniaka.
Szybkos¢ filmu — 50 klatek/sek, powiekszenie 1250 x. Fot. Leszek Kuznicki, Theodore L.
Jahn i James R. Fonseca.

PiSmiennictwo

Kuznicki L., Jahn T.L. i Fonseca J.R. (1970) Helical nature of the ciliary beat
of Paramecium multimicronucleatum. ,J. Protozoology”, 17: 16-24

http://rcin.org.pl
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Pierwsze w piSmiennictwie zdjecia (polaroid) rzesek
obrazujace ich zachowanie podczas zmiany kierunku
plywania pierwotniaka — Leszek Kuznicki

Fig. 1. Paramecium multimicronucleatum w 1,2 % roztworze metylocelulozy. Kontrast inter-
ferencyjno-fazowy, rézne powiekszenia. (59-63). (59) Pierwotniak ptynie do przodu, rzeski wi-
doczne na przedniej czesci zaglebienia oralnego. (60) — Pierwotniak plynie tylem do przodu
w wyniku odwrocenia potozenia rzesek w stosunku do osi ciala (rewersja rzeskowa). (61-63)
Przejscie rzesek od polozenia normalnego do rewersji rzeskowej przy ktorej pierwotniak po-
rusza sie tylem, zmieniajac jednoczesnie kierunek obrotu wokét podtuznej osi ciata. Fot. Le-
szek Kuznicki.

PiSmiennictwo

Kuznicki L. (1970) Mechanismus of the motor responses of Paramecium. ,Acta
Protozool.”, 8: 83-118, Plates I-IX
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IloSciowe badania okreznego ruchu cytoplazmy
w komoérkach Paramecium aurelia i P. bursaria — Jerzy Sikora

Poczynajac od badan Ehrenberga (1838) i Steina (1854) liczni badacze zajmo-
wali sie ruchem cytoplazmy w komorce i przemieszczaniem si¢ wodniczek po-
karmowych u orzeskow. Glowna przeszkoda i zrodlem rozbieznych wynikow
obserwacji i ich interpretacji, byt brak skutecznej metody zatrzymania postepo-
wego i obrotowego ruchu szybko plywajacych orzeskow (bez uszkadzania ko-
morki) i tym samym iloSciowego poznania tego zjawiska. Leszek Kuznicki i Jerzy
Sikora w latach 70-tych XX wieku podjeli udang probe przezwyciezenia uprzed-
nich ograniczen metodycznych.

W celu mozliwosci przeprowadzenia iloSciowych pomiarow ruchu cytoplazmy
u roznych gatunkow z rodzaju Paramecium polaczyli techniki immobilizacji pier-
wotniakow przy pomocy poddania dzialaniu roztworow NiCl, (Kuznicki 1963) lub
homologicznej surowicy odpornosciowej z wykorzystaniem krysztalow, bedacych
naturalnymi skladnikami cytoplazmy jako wskaznikami tegoz ruchu (Kuznicki
L. i Sikora J. 1971). Dotychczas za wskazniki ruchu shuzyly wodniczki pokar-
mowe, twory relatywnie duze. Do Sledzenia ruchu krysztalow wykorzystano tech-
niki immobilizacji i mikroskop interferencyjno-polaryzacyjny, co bylo rowniez
rozwigzaniem nowatorskim, i znacznie skuteczniejszym niz obserwacja ruchu
krysztatow tylko w Swietle spolaryzowanym. W mikroskopie interferencyjno-po-
laryzacyjnym dwojtomne krysztaly wyraznie swieca na tle nieruchomej komorki
Paramecium. Fotografujac ich ruch przy otwartej przestonie lub filmujac (Kuz-
nicki L. i wsp. 1972), autorom udalo sie wykazac, ze:

1. Szybkos¢ ruchu cytoplazmy jest rozna w roznych miejscach komorki, oraz
zalezy od stanow funkcjonalnych komorki.

2. Strumien cytoplazmy plynie tylko przez okreslone regiony ciata Paramecium,
gdy jednoczesnie rozlegle obszary cytoplazmy pozostaja nieruchome.

3. Wzdluz drogi obiegu cyklicznego (stad nazwa — cykloza) wykazuje rozna
szybkosc. Przekr6j poprzeczny strumienia jest zblizony do kota co pozwala na na-
zwanie go umownym terminem ,kanal”.

4. Nie ma wyraznej zaleznosci pomiedzy szybkoscia z jaka przesuwaja sie

krysztaly unoszone przez strumien cytoplazmy a ich odlegloscig od zelu ekto-
plazmatycznego. Zarowno u P. aurelia jak i P. bursaria profil rozkltadu predkosci
krysztalow ma charakter paraboidalny, i to niezaleznie od miejsca w obrebie ca-
tego ,kanatu”.
Tak wiec dominujacy do lat 70. poglad, ze sily napedowe cyklozy powstaja jedy-
nie na styku ektoplazmatycznego zelu i endoplazmatycznego solu nie znalazty
potwierdzenia w badaniach Sikory i Wasik (1978) i Sikory, Wasik i Allena
(1979).
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5. Nie stwierdzono wystepowania ,autonomicznego” ruchu wodniczek pokarmo-
wych. Sg one biernie unoszone, podobnie jak krysztaly, z tym, Ze im wieksza wo-
dniczka lub krysztal, poruszaja sie wolniej (Sikora J., Wasik A., Baranowski Z. 1979).

6. Ruch cytoplazmy zostaje zatrzymany w okresie poprzedzajacym podziat ko-
morki i w czasie podziatu, po czym zostaje odtworzony w obu potomnych komor-
kach (Sikora J. i Kuznicki L. 1976).

7. Szybkos¢ ruchu cytoplazmy jest wyraznie uzalezniona od temperatury oto-
czenia, z tym, ze w zakresie od 3 do 27°C, przyrost szybkosci na charakter li-
niowy, to w zakresie od 27 do 36°C juz niema tego charakteru (Kuznicki L. i Sikora
J. 1973, Sikora J. 1981).

Istniala mozliwos¢, ze ruch okrezny cytoplazmy moze by¢ indukowany przez
dotychczas stosowane metody immobilizacji komorek. Prosta weryfikacja byla ob-
serwacja ruchu cytoplazmy w osobnikach tigmotaktycznych. Aby jednak wyklu-
czy¢ wszystkie argumenty, zastosowano metode zakotwiczenia orzeska
nakarmionego mikrokulkami zelaza i zakotwiczonego w polu magnetycznym.
Mimo pelnej aktywnosci wszystkich rzesek wystepowal typowy strumien cyto-
plazmatyczny (Sikora J. 1975).

CYTOSTOM

Fig. 1. Paramecium bursaria unieruchomiona dziataniem roztworu NiCl,, w Swietle spolary-
zowanym. Fotograficzna rejestracja przemieszczajacych sie dwojlomnych krysztalow obrazuje
obszary cytoplazmy objete ruchem. Fot. Jerzy Sikora.

http://rcin.org.pl
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Fig. 2. Paramecium aurelia unieruchomiona dzialaniem homologicznej surowicy odpornos-
ciowej pod mikroskopem interferencyjno-polaryzacyjnym (400x). 1. Zarys orzeska (ekspo-
zycja 2 s). Czasy ekspozycji w §wietle spolaryzowanym: Kolejne zdjecia po uplywie 5, 10, 15,
30 i 60 s. Dwojlomne krysztaly unoszone przez okrezny strumien cytoplazmy zakreslajg
obszary objete ruchem. Fot. Leszek Kuznicki i Jerzy Sikora.
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Fig. 3. W polu magnetycznym mikrokuleczki zelaza znajdujace sie w otoczeniu stajg sie mi-
kromagnesami, do ktoérych przylegaja i zostaja zakotwiczone komorki Paramecium aurelia
poprzez wodniczke wypelniona mikrokuleczkami (uprzednio pobranymi z otoczenia).

C — krysztaly naturalnie elementy cytoplazmy. Fot. J. Sikora.
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Pracownia Fizjologii Ruchow Komoérkowych

Pracownia Fizjologii Ruchow Komorkowych. Lata 70-te. Stanowisko pracy Sta-
nistawa Fabczaka stuzace do badania pobudliwosci i potencjalow membranowych
orzeskow oraz filmowania zjawisk ruchowych. Specjalnie amortyzowana plyta
pod mikroskop i ramie do zamocowania kamery filmowej eliminujace drgania wy-
wotane silnikiem elektrycznym.
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Fig. 1. Pracownia Fizjologii Ruchow Komoérkowych. Wyposazenie stanowiska pracy Stanis-
tawa Fabczaka w 1974 r. |z] L. Kuznicki Protozoologia w Polsce 1961-2001. Warszawa 2003,
Centrum Upowszechnia Nauki PAN, s. 110. Fot. Jerzy Sikora.

Postepy na drodze poznania
ruchow euglenoidalnych - Leszek Kuznicki

Eugelenoidyna to liczna i szeroko rozpowszechniona na Ziemi grupa pierwot-
niakow o réoznorodnych przystosowaniach. Naleza do niej zarowno gatunki auto-
troficzne — zielone, jak i heterotroficzne — bezbarwne, wolnozyjace jak rowniez
pasozytnicze. Na Ziemi niema Srodowisk wodnych w ktorych nie wystepowaliby
przedstawiciele tej gromady. Podstawowa struktura lokomocyjna Eugelenoidyna
jest wi¢ lokomotoryczna o typowej budowie charakterystycznej dla wiekszosci
pierwotniakow, zwierzat i czlowieka.

W odpowiedzi na rézne czynniki Srodowiska zmianie ulega charakter pracy
wici ale rowniez pojawiaja sie skurcze obejmujace cala komorke eugleny. Te
zmiany ksztaltu ciala uznano za charakterystyczne dla Eugelenoidyna. W zalez-
nosci od gatunku zmiany ksztaltu majg rozny zakres. Spotyka sie rowniez formy
o catkowicie sztywnym ciele. Ruchy ciala zwane w dawnym piSmiennictwie ,me-
tabolia” wspolczesnie nazywane sa ruchami euglenoidalnymi. W latach 1971-
1990 badania Ewy Mikolajczyk i Leszka Kuznickiego w Pracowni Fizjologii
Ruchow Komorkowych przyczynily sie do wyjasnienia tych stabo poznanych zja-
wisk ruchowych.
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Fig. 1. Rejestracja filmowa pod mikroskopem interferencyjno-dyferencyjnym reakcji fotofo-
bowej, Euglena gracilis. Zatrzymanie ruchu, zmiany potozenia wici i i towarzyszacy jej skurcz
ciata pierwotniaka. Kolejne (A-E) fazy pelnego cyklu reakcji fotofobowej F — poczatek norma-
lizacji ksztaltu komorki i w nastepstwie podjecie ptywania. Fot. Ewa Mikotajczyk.
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Indukowana makropinocytoza

u Ameba proteus — Leszek Kuznicki

Plyn ze Srodowiska wraz z rozpuszczonymi substancjami organicznymi i nie-
organicznymi dostaje sie do wnetrza komorki Amoeba proteus w wyniku tworze-
nia si¢ pecherzykow na jej powierzchni — mechanizmu zwanego pinocytoza.
Proces tworzenia sie pecherzykow pinocytotycznych byl badany w pracowniach
Morfodynamiki Prostych Systemow Ruchowych i Fizjologii Ruchow Komorkwych.
Zjawisko to u zywych ameb analizowal Michat Opas. Bylo to fragmentem jego
rozprawy doktorskie;j.

Fig. 1 a-c. Przebieg pinocytozy u Amoeba pro-
teus wywotanej roztworem NaCl. Obrazy uzys-
kane przy uzyciu mikroskopu z kontrastem
interferencyjno-dyferyncyjnym PZO. Skala 100 pm.
a. Amoeba proteus podczas niezakloconego
ruchu po podlozu. U — uroid (tylna czes¢ ko-
morki). b. Po dodaniu do srodowiska roztworu
NaCl. Wstepna faza indukcji pinocytozy — za-
trzymanie lokomocji potaczone z wcigganiem
nibynozek. c¢. Tworzenie pierwszych kanatow
pinocytotycznych w rejonie bytego uroidu. Ka-
naty slabo widoczne zaznaczone grotami strzat.
Skala, 100 pm. Fot. Michat Opas.

http://rcin.org.pl
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Fig. 2. Amoeba proteus w postaci rozety Fig. 3. Kanatl pinocytotyczny
pinocytotyczne;j. w powigkszeniu. Skala, 100 pm. Fot. 21 3
Michat Opas.
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Badanie zjawisk skurczu u modeli
glicerynowych ameb - Leszek Kuznicki

W latach 1974-75 na zaproszenie Leszka Kuznickiego przebywal w Pracowni
Fizjologii Ruchéw Komoérkowych Robert Rinaldi (USA), ktory wraz z Michatem
Opasem i Barbara Hrebenda, przeprowadzil szereg pionierskich doswiadczen nad
kurczliwoscig glicerynowanych modeli Ameba proteus i Chaos chaos. Doswiad-
czenia te przyczynily sie do wyjasnienia wieloletniego sporu na temat mechaniz-
mow ruchu wielkich ameb. Modele glicerynowanych ameb zachowywaly ksztatt
zywych komorek. Po wprowadzeniu do srodowiska ATP, Ca?* i Mg?* reakcje calych
modeli jak i pseudopodiéw mozna bylo rejestrowac przy uzyciu kamer filmowych.
W swietle uzyskanych wynikow stwierdzono, ze lokomocja ameb i ruch we-
wnetrznej cytoplazmy sa wywotywane aktywnoscia skurczowa ektoplazmy hiali-
nowej, ktora pokrywa calg powierzchnie pierwotniaka.

http://rcin.org.pl
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Fig. 1la-b. Model glicerynowany monopodialnej (monotaktycznej) ameby (Amoeba proteus).
a. — przed skurczem b. — po skurczu.Interferencyjny kontrast fazowy. Bok najmniejszego
kwadratu 43 pm. Fot. Michat Opas.

http://rcin.org.pl
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c d

Fig. 2 a-d. Model glicerynowany polipodialnej (politaktycznej) ameby (Amoeba proteus)
i zmiany w obrazie calego pierwotniaka, oraz izmiany w jednej z nibynoézek przed i po skur-
czu.Dowdd, ze struktury odpowiedzialne za skurcz sa rozmieszczone pod btona komoérkowa
na catej powierzchni ameby. Interferencyjny kontrast dyferencyjny. Skala ai ¢ — 100 pm,
bid - 50 pm. Fot. Michal Opas.

http://rcin.org.pl
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Trojwymiarowa analiza ruchu plazmodium Sluzowca
Physarum polycephalum przy wykorzystaniu
mikroskopu holograficznego Holmin, PZO — Leszek Kuznicki

Na poczatku lat 70-tych XX wieku Romuald Pawluczyk skonstruowal w Pol-
skich Zakladach Optycznych mikroskop holograficzny Holmin. Zbigniew Bara-
nowski z Pracowni Fizjologii Ruchow Komorkowych Instytutu Nenckiego
wykorzystal to urzadzenie do trojwymiarowej analizy ruchu plazmodium sluzowca
Physarum polycephalum. Wedrujace plazmodium umieszczono na podtozu 2%
agaru a nastepnie filmowano obrazy uzyskane spod mikroskopu holograficznego
w czasie rzeczywistym w jednorodnym polu interferencyjnym. W takich warun-
kach zmiany geometrii kanatéow plazmodium obrazuja tworzace sie zamkniete
prazki interferencyjne. Analiza poklatkowa filmu pozwolila na wykazanie, Ze
zmiany grubosci kanahlu i zmiany kierunku przeplywu cytoplazmy wykazuja te
sama dynamike.

Fig. 1 Makrofotografia wedrujacego Physarum polycephalum na
poditozu 2% agaru. Fot. Zbigniew Baranowski.
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Fig. 2 a-i. Obrazy zmian wymiaréw kanatu Physarum polycephalum spod mikroskopu holo-
graficznego Holmin PZO otrzymane w jednorodnym polu interferencyjnym. Oswietlenie lase-
rem He-Ne, A = 632,8 nm. Zdjecia oznaczone od a do i sg kadrami filmu 16 mm. Odstep
czasu pomiedzy kolejnymi zdjeciom wynosity 4 s. Na kanale cyframi 1, 2 i 3 oznaczono prazki
odpowiadajacym wybranym poziomom. Fot. Zbigniew Baranowski.
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Rozne metody obrazowania
w badaniach Paramecium — Elzbieta Wyroba

Badania nad poznaniem strukturalnych i molekularnych wtasnosci blony Pa-
ramecium z uzyciem réoznych technik wysokorozdzielczego obrazowania zapo-
czatkowane zostaly w Instytucie Nenckiego na poczatku lat 70-tych XX wieku.
Ten jednokomorkowy Eukaryota to model badawczy w Zakladzie Biologii Komorki
od chwili jego powstania w 1918, nad ktérym wowczas pracowat Jan Dembowski.

W tym szkicu beda przyklady z zastosowania: konwencjonalnej analizy w mi-
kroskopii elektronowej, podwojnego immunoznakowania ze zlotem koloidalnym,
mikroskopii konfokalnej i wysokorozdzielczej STED, ilustrujace ich przydatnosc
m.in. do Sledzenia neofunkcjonalizacji genoéw, bo zduplikowany genom Parame-
cium jest doskonalym obiektem do badan ich biatkowych produktow.

Pierwszy cykl prac z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej dotyczyt gliko-
kaliksu (warstwy powierzchniowej) Paramecium (Wyroba E. i Przetecka A. 1973),
jego wlasnosci antygenowych (te byly poparte analiza biochemicznag) oraz roli jako
warstwy ochronnej blony komoérkowej niezbednej dla zachowania podstawowych
czynnosci zyciowych (Wyroba 1980a). Badania te miaty, w odniesieniu do orzes-
kow, charakter pionierski, co znalazto wyraz w uwzglednieniu ich w podstawo-
wym przegladzie dotyczacym struktury glikokaliksu opublikowanym przez Lufta
(1976). Uzyto w tych badaniach glikokaliksu metody tego autora: utrwalano ko-
morki w obecnosci zwiazku polikationowego czerwieni rutenowej (Ruthenium
Red) wiazacego sie z polianionami np. glikoproteinami uwidaczniajac je na blonie
catej komorki (Fig. 1a) wlacznie z rzeskami (Fig. 1b). Naruszenie lub przerwanie
ciaglosci blony plazmatycznej przyzyciowym zastosowaniem np. fosfolipazy C w nie-
wielkim stezeniu (Wyroba 1980b) powodowalo nagromadzenie tego zwigzku w ob-
rebie alweoli — pecherzykow podbtonowych, bez wynikania w glab cytoplazmy
(Fig. 1c). Byl to jeden z pierwszych dowodow na ochronna role tego kompar-
tmentu dla komorki i jego zdolnos¢ wigzania kationow (Wyroba 1981).

Ré6zne metody obrazowania zostaly tez uzyte do poszukiwania lokalizacji biatek
zaangazowanych w procesy endocytotyczne w komorce Paramecium. Zastosowa-
nie technik biologii molekularnej doprowadzito do zidentyfikowania u Parame-
cium octaurelia kilkunastu genow (zdeponowano je w bazie GenBank) kodujacych
elementy maszynerii endocytotycznej i transportu pecherzykowego (Surmacz i inni
2003). Elzbieta Wyroba ze swymi wspolpracownikami wykazala, ze u P. octaure-
lia istnieje m.in. dynamina i Rab7 spelniajace funkcje analogiczne, jak w komor-
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kach organizmow wyzszych i o bardzo wysokim stopniu homologii do bialek ssa-
kow (Surmacz i inni 2003). Dynamina, odkryta w roku 1987 u ssakow i zidenty-
fikowana na poziomie genu dopiero w 1990 - dzieki swej aktywnosci GTP-azowej
i zdolnosci do oligomeryzacji, odcina od btony komoérkowej nowopowstate peche-
rzyki endocytotyczne i uczestniczy tez w sekwestracji receptorow w trakcie de-
sensytyzacji (Obar i inni 1990).

Jako markera endocytozy zachodzacej z udziatem receptorow uzyto transfe-
ryny (Surmacz i inni 2003), ktora dostaje sie do komorek Paramecium na szlaku
zaleznym od dynaminy, o czym Swiadczy kolokalizacja w mikroskopii konfokal-
nej po zastosowaniu fluorescencyjnych znacznikow (Fig. 2a,b).

Stwierdzono wzrost poziomu dynaminy po podaniu transferyny o 22 % oraz
jej spadek w warunkach zahamowania procesu internalizacji chlorkiem amonu
zaleznie od jego stezenia (Wiejak i inni 2004). Lokalizacja ultrastrukturalna w mi-
kroskopii elektronowej z uzyciem podwojnego immunoznakowania ze ztotem ko-
loidalnym wykazata, ze w komoérkach internalizujacych transferyne dynamina
wystepuje w optaszczonych zaglebieniach i pecherzykach, w ktorych kolokalizuje
sie z klatryna (Wiejak i inni 2004), jak uwidoczniono na Fig. 3.

Pozne etapy procesow endocytotycznych zalezne sa od biatka Rab7 — sklono-
wanego u ssakow w 1996 roku (Vitelli i inni 1996), ktore reguluje transport
wewnatrzkomorkowy z endosomow wczesnych do péznych oraz lizosomoéw i doj-
rzewanie fagosmow wspotdziatajac ze specyficznymi biatkami efektorowymi (Bruc-
kert i inni 2000).

Sklonowano 2 geny kodujace Rab7a i Rab7b w komorkach Paramecium
octaurelia, ktorych sekwencja aminokwasowa jest w 97,6% identyczna (Osinska
i inni 2011). Zastosowanie technik biologii molekularnej i biochemii (w tym
absolutnego PCR w czasie rzeczywistym, RT PCR, spektrometrii mas i elektrofo-
rezy 2D) wykazalo ich odmienne wlasnosci, ekspresje, lokalizacje i funkcje
(Osinska i inni 2011).

Immunofluorecencyjna lokalizacja w mikroskopii konfokalnej z wykorzysta-
niem peptydo-specyficznych przeciwcial wykazata charakterystyczne umiejsco-
wienie obu bialek: Rab7a w obrebie fagosomow, natomiast Rab7b gléwnie na
obrzezu cytostomu — wyspecjalizowanego obszaru prowadzacego w glab aparatu oral-
nego (Fig. 4a), gdzie biatko to asocjuje ze strukturami mikrotubularnymi (Fig. 4b).

Wyciszenie genu rab7a hamuje fagocytoze uniemozliwiajac rekrutacje V-ATPazy,
a tym samym zakwaszenie wnetrza fagosomu, co wykazano tez ultrastukturalnie.
Nie zaobserwowano widocznych efektow fenotypowych po wyciszeniu paralogi-
czego genu rab7b (Osinska i inni 2011).

Struktura obu izotypow Rab7 Paramecium pokrywa sie ze struktura homolo-
gicznego biatka u czlowieka i innych ssakow, a porownanie z TcRab7 z Trypanosoma
cruzi (Surmacz i inni 2006) wskazalo na 21-aminokwasowa insercje w sekwencji
biatka tego pasozytniczego wiciowca wywolujacego chorobe Chagasa. Co ciekawe,
insercja ta moze mie¢ wplyw na nietypowaq dla biatek Rab7 lokalizacje tej GTP-azy
w obrebie aparatu Golgiego T. cruzi (Araripe i inni 2004). Jak dotad Paramecium
jest najstarszym filogenetycznie gatunkiem nizszych Eukaryota nie wykazujacym
powyzszej insercji typowej dla Kinetoplastida.
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Porownanie wydedukowanej sekwencji aminokwasowej obu izotypow Rab7 Pa-
ramecium do ludzkiego bialka Rab7 wykazato 81,6 — 82,1% homologii. Swiadczy
to o wysokim stopniu konserwowania bialek zaangazowanych w maszynerie
transportu pecherzykowego. Wyniki te maja znaczenie dla rozwazan dotyczacych
ewolucji bialek i mechanizmow rozwoju drog sygnatowych — m.in. zanalizowa-
lismy 210 tych GTPaz z grupy funkcjonalnej VII, obejmujacej biatka Rab7 i Rab9.
Nasza analiza bioinformatyczna wykazata, ze Rab7 pojawilo sie wczesnie w ewo-
lucji, przed rozdzieleniem si¢ gtownych krolestw eukariotycznych. Z kolei biatka
Rab9 mozna znalez¢ tylko u przedstawicieli Metazoa i najprawdopodobniej od-
dzielilty sie one od typowych Rab7 jesz-
cze przed zroznicowaniem zwierzat
tkankowych. Duplikacja genow, ktora
zaszla w tej podrodzinie GTP-az Rab
spowodowata powstanie kilku ich kopii
u niektorych przedstawicieli Excavata,
Ciliata i Amoebozoa (Mackiewicz i Wy-
roba 2009). Nasze badania wykazaly, ze
ich produkty w przypadku Paramecium
octaurelia uzyskaly w toku ewolucji
nowe funkcje — prawdopodobnie wsku-
tek modyfikacji potranslacyjnych (Osin-
ska i inni 2011), co zmienia ich oddzia-
tywanie z efektorami. Takie zaburzenia
interakcji pomiedzy bialkami Rab7 — re-
gulujacymi transport wewnatrzkomor-
kowy — a efektorami zachodza w nie-
ktorych typach neuropatii u ludzi.

Co ciekawe modyfikacje potransla-
cyjne leza u podioza funkcji innego
biatka Paramecium — parafuzyny, ktore
sklonowano we wspoltpracy z USA w roku
1994 (Subramanian i inni 1994), a jego
wyciszenie hamuje inny istotny proces
w komorce — egzocytoze.

Fig. la-c Badania ultrastrukturalne nad
btona Paramecium z uzyciem zwigzku polika-
tionowego czerwieni rutenowej (RR). Uwidocz-
nienie glikokaliksu na blonie otaczajacej
komoérke (a) wlacznie z rzeskami (b). Po nad-
trawieniu blony plazmatycznej fosfolipazg C
widoczna jest ochronna rola alweoli, w kto-
rych wigzana jest RR i nie dostaje sie do wnet-
rza komorki (¢), gdzie widoczne sa organelle:
m — mitochondrium, t — trichocysta w prze-
kroju poprzecznym. Skala 200 nm. Fot. Elzbieta
Wyroba.
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Fig. 2 a-c Endocytoza dynamino-klatryno-zalezna. a — Internalizacja transferyny (wyznakowa-
nej Texas Red — czerwona) — markera endocytozy zachodzacej z udzialem receptorow w komor-
kach P. octaurelia do tysiecy oplaszczonych pecherzykow, b — Dynamina (zielona) wykrywana
specyficznym przeciwcialem wobec fragmentu zdeponowanej przez nas sekwencji aminokwa-
sowej tego biatka asocjuje z endosomami w trakcie internalizacji transferyny, ¢ — Immunoloka-
lizacja dynaminy (duze ziarna zlota 10 nm) i klatryny (ziarna zlota 5 nm) w mikroskopii
elektronowej. Skala 200 nm. Fot. Jolanta Wiejak, Liliana Surmacz i Elzbieta Wyroba.

Rab 7a Rab b
Rab7a+Rab7b+L ateks

Fig. 3 Lokalizacja izotypow Rab7a i Rab7b w komoérkach Paramecium w trakcie fagocytozy
uwidoczniona za pomoca mikroskopii konfokalnej. Fagosomy zawierajace kulki lateksowe
widoczne jako biale w ciemnym polu. Przeciwcialo anty-Rab7a sprzezone z fluorochromem
Cy5 (czerwony), przeciwcialo anty-Rab7b sprzezone z fluorochromem FITC (zielony).
Skala, 10 um. Fot. Magdalena Osinska i Elzbieta Wyroba.
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Fig. 4a-b Obrazowanie Rab7b w konfokalnej mikroskopii wysokorozdzielczej STED. Rab7b
(zielone, wyznakowane przeciwciatem sprzezonym z FITC) asocjuje ze strukturami mikrotu-
bularnymi w obrebie aparatu oralnego Paramecium (a). Widoczny fagosom zawierajacy
kuleczki lateksu (biale), a-tubulina wykrywana przeciwcialem sprzezonym z barwnikiem
ATTO 647N (czerwona).Obraz ten poréwnano ze schematycznym rysunkiem tej struktury
(b) z Raabe (1970). Skala, 10 pum. Fot. Magdalena Osinska i Elzbieta Wyroba.

* Podziekowania dla mgr Szymona Suskiego za formatowanie plikow obrazowych
do tego opracowania.
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Ultrastruktura miesnia w procesach
przystosowawczych i patologicznych — Anna Jakubiec-Puka

Badania struktury miesnia prazkowanego technikami mikroskopii swietlnej,
a nastepnie takze elektronowej, rozpoczete zostaly w Instytucie im. Nenckiego we
wczesnych latach siedemdziesiatych ub. wieku w Zespole biochemii miesni prof.
Witolda Drabikowskiego i sa prowadzone nieprzerwanie do chwili obecne;.

Budowa mieSnia prazkowanego ssakow

Aparat skurczu miesnia prazkowanego sktada sie z bialek strukturalnych i en-
zymatycznych i charakteryzuje sie bardzo regularng budowa przestrzenna. Za-
sadniczymi jego elementami sg miofilamenty grube (miozynowe) i miofilamenty
cienkie (aktynowe), ktorych wzajemne przemieszczanie lezy u podstaw skurczu
miesnia. Filamenty grube usytuowane sa rownolegle wzgledem siebie, w regular-
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nym ukladzie heksagonalnym (Fig. 1a). W Srodkowej czeSci potaczone sa miedzy
soba struktura nazwang btona srodkowa M lub linie M (Fig. 1a, 2). Filamenty
grube tworza element aparatu skurczu nazwany prazkiem A (Fig. 2). Po obu stro-
nach prazka A, pomiedzy konce filamentow grubych wnikaja filamenty cienkie,
z ktorych 6 otacza kazdy filament gruby (Fig. 1a). W czasie skurczu filamenty
cienkie przemieszczaja sie w kierunku linii M. Drugi koniec kazdego filamentu
cienkiego zakotwiczony jest w strukturze, nazwanej blona graniczna Z lub linia Z,
do ktorej filamenty wchodza w ukladzie tetragonalnym (Fig. 1b). Przestrzen po-
miedzy dwoma liniami Z zawierajaca w Srodku prazek A, nazywana sarkomerem,
jest jednostka strukturalna aparatu skurczu (Fig. 2). Do linii Z, po obu jej stro-
nach, wigza sie filamenty cienkie z dwu sasiednich sarkomeréow (Fig. 1b, 2b,c).
Przestrzen pomiedzy sasiadujacymi prazkami A, zawierajaca filamenty cienkie
i w Srodku linie Z, nazwano prazkiem I (Fig. 2). Prazek I ulega skroceniu w cza-
sie skurczu, a zwieksza szerokos¢ w rozkurczu. Liczne kolejne potaczone sarkomery
tworza podtuzna strukture nazwana miofibryla (lub wlokienkiem miesSniowym),
ktora jest organella skurczu. Miofibryla przebiega wzdluz podtuznej wielo-ja-
drzastej komorki mieSniowej, zwanej wioknem mieSniowym, az do jej koncow
w okolicy przyczepow do Sciegien. Miofibryle sa ulozone rownolegle obok siebie,
a ich sgsiadujace linie Z sa potaczone filamentami posrednimi (Fig. 2b) zbudo-
wanymi z biatka desminy. Potaczenia te formuja we wioknie mieSniowym po-
przecznie usytuowana plaszczyzne, nazwana plaszczyznag Z (Fig. 2b), ktora jest
powiazana z elementami tkanki tacznej w przestrzeni miedzy-komorkowej. Ko-
lejne plaszczyzny Z sa rozmieszczone regularnie, rownolegle wzgledem siebie, co
powoduje rowniez regularne rozmieszczenie prazkow A i I sasiadujacych miofib-
ryli, uwidaczniajacych sie jako charakterystyczne poprzeczne prazkowanie.

Funkcjonowanie miesnia

Skurcz nastepuje dzieki, rownoczesnemu w catym witoknie mieSniowym, prze-
suwaniu sie filamentow cienkich wzgledem grubych. Powoduje to skracanie sie
sarkomerow i miofibryli, dajace skrocenie calego wiokna miesniowego, umozli-
wiajace efektywna prace. Proces ten jest stymulowany przez jony wapnia, uwal-
niane do wnetrza komorki ze zbiornikow siateczki sarkoplazmatycznej,
zorganizowanych w specjalny system oplatajacy miofibryle. Uwolnienie jonow
wapnia nastepuje w wyniku zadziatania impulsu z nerwu i depolaryzacji blony
komorkowej (sarkolemmy). Bodziec dociera do sarkomerow w calym wloknie
miesSniowym, dzieki kanalikom, nazwanym kanalikami T lub tubulami T (Fig. 3),
wnikajacym od sarkolemmy w glab wldkna miesniowgo pomiedzy miofibryle. Ka-
naliki T stykaja sie ze zbiornikami siateczki sarkoplazmatycznej, ktorym przeka-
zuja sygnal dla uwolnienia wapnia. Kanalik T wraz z dwoma przylegltymi
zbiornikami tworzy kompleks strukturalny nazwany ,triada” (Fig. 3).

Dzialanie mieSnia w zaleznosci od warunkow

Czynnos¢ miesnia zalezy od ilosci impulsow dochodzacych przez nerw z ner-
wowych komorek ruchowych (motoneuronéw). Zmiana impulsacji z motoneuro-
now powoduje zmiane w czynnosci miesnia, co dla zapewnienia skutecznosci
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funkcjonowania prowadzi do odpowiedniej przebudowy struktury miesnia, w tym
aparatu skurczu. Charakterystyczna cecha tkanki miesniowej jest jej ogromna
mozliwos¢ adaptacji do wymogow zmienionej czynnosci. Ta wlasciwoS¢ miesni
warunkuje latwosc uczenia si¢ nowych czynnosci, jak tez lezy u podstaw wyczy-
now sportowych.

W sytuacji utraty kontaktu z motoneuronem (odnerwienie) wtokno miesniowe
przestaje sie kurczyC i zaczyna zanikac (ulega atrofii). W odnerwionym miesniu
zmniejsza si¢ masa i Srednica wtokien, a w nich ilos¢ i regularnos¢ aparatu skur-
czu (Fig. 4, 5, 6a). Znikaja zwlaszcza filamenty miozynowe (Fig. 5), ktorych
gtowny skladnik - biatko miozyna szybko reaguje na zmiany czynnosci zmianami
iloSciowymi i jakoSciowymi. Po ponownym unerwieniu (re-innerwacja) miesien
powraca do stanu normalnego - aparat skurczu ma zdolnos¢ szybkiej odbudowy
i reorganizacji (Fig. 5d, 6b, 7a). W razie braku re-innerwacji atrofia odnerwienia
postepuje (Fig. 6a), a w miare uplywu czasu, tkanka miesniowa zostaje zastepo-
wana tkanka laczna.

Tkanka mieSniowa ma takze zdolnosc¢ szybkiego przystosowywania sie do
zmiany warunkow anatomicznych, jak naprzyktad wydtuzenie, lub skrocenie
miesnia (Fig. 7). W takich sytuacjach miesien ulega przebudowie, a aparat skur-
czu przeorganizowaniu, aby jego ilosc oraz struktura byty optymalne dla nowych
warunkow funkcjonowania. Te wlasciwosci miesni pozwalaja na szybki powrot
ruchomosci po urazach i uszkodzeniach, maja wiec kapitalne znaczenie dla prze-
trwania zwierzecia.

Nalezy jednak pamietac, ze te bardzo korzystne procesy przystosowawcze moga
w niesprzyjajacych warunkach, zamiast ulepszac¢ funkcjonowanie miesnia, wy-
wolywac zmiany niekorzystne, prowadzace do patologii, a nawet niszczenie i zwiok-
nienia miesnia. Dochodzi do tego, na przyktad, po dlugotrwalej nieczynnosci lub
w dystrofiach miesniowych (Fig. 8).

W Instytucie im. Nenckiego zajmowano si¢ miesSniami poddanymi réznym sta-
nom eksperymentalnym, jak odnerwienie, re-innerwacja, nieczynnosc, tenoto-
mia, (t.j. przeciecie Sciegna), przeciazenie praca, zmienienie dtugosci, stymulacja
bodzcami elektrycznymi, a takze miesSniami dystroficznymi. Badania prowadzone
byly celem lepszego zrozumienia schorzen miesniowych u ludzi oraz w aspekcie
przydatnosci dla ich leczenia i rehabilitacji. Wiele prac wykonano we wspolpracy
z oSrodkami zagranicznymi.

Elektronomikrogramy zostaly wykonane w Laboratorium Mikroskopii Elektro-
nowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN przy udziale
Panow Henryka Bilskiego, Kazimierza Krawczyka i Szymona Suskiego. Zdjecia
robiono na mikroskopach JEM 100 B oraz JEM 1200 EX (Jeol Ltd Tokyo).
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Fig. 1la-b Ultrastruktura aparatu skurczu miesnia podudzia szczura, przekrdj poprzeczny
(przekroj w plaszczyznie prostopadlej do osi wiokna miesniowego). a. Prazek A. W gornej
i lewej czesci elektronomikrogramu widoczny przekréj przez miofibryle na poziomie linii M:
regularny heksagonalny uklad miofilamentéw grubych, potaczonych strukturami linii M.
W prawej dolnej czesci oraz w lewym gornym rogu przekroj przez prazek A w rejonie zacho-
dzenia na siebie obu typu miofilamentow: kazdy filament gruby otoczony jest przez 6 fila-
mentow cienkich. Miedzy miofibrylami widoczne kanaliki siateczki sarkoplazmatycznej
i mitochondria. b. Linia Z w kilku sasiadujacych miofibrylach, rozdzielonych kanalikami sia-
teczki sarkoplazmatycznej. Regularna tetragonalna struktura linii Z i tetragonalny uktad
filametow cienkich wchodzacych do linii Z, przemieszczony o 45 stopni w stosunku do uktadu
filamentow wchodzacych do linii Z ze strony przeciwnej, nalezacych do nastepnego sarko-
meru (dobrze odr6znialne w Srodkowym rejonie elektronomikrogramu i w lewym goérnym
rogu). W gornym prawym rogu widoczny drobniejszy uklad tetragonalny, reprezentujacy
Srodkowa warstwe linii Z, gdzie sa obecne filamenty aktynowe wchodzace z obu stron linii Z.
Preparaty przygotowywane metoda standardowa (Fot. i opis szczegélowy: Anna Jakubiec-
Puka 1985). Powiekszenia: (a) 82 000x; (b) 40 000x.
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Fig. 2a-c Ultrastruktura aparatu skurczu miesnia podudzia szczura; przekréj podtuzny
(przekroj w plaszczyznie rownolegltej do osi wiokna miesniowego). Widoczne: prazek A (A)
z linig M (M), prazek I (I) z linia Z (Z). a. Preparat przygotowywany metoda bez odwadniania
tkanki. (opis szczegotowy: Jakubiec-Puka i wsp. 1989), co pozwolito na lepsze uwidocznienie
elementow blonowych: dobrze odréznialne kanaliki T i ,triady” pomiedzy miofibrylami
(strzatki). b. Miesien po zastosowaniu ekstrakcji roztworem gliceryny na etapie procedury
poprzedzajacym przygotowywania preparatu do badania w mikroskopie elektronowym (Ja-
kubiec-Puka 1981; Szczepanowska i wsp. 1987). Pozwolilo to na lepsze uwidocznienie ul-
trastruktury elementow bialtkowych: wyraznie odseparowane i porozsuwane indywidualne
miofibryle oraz dobrze odroznialne plaszczyzny Z (utworzone przez linie Z sasiadujacych mio-
fibryli, potaczone strukturami zawierajacymi desminowe filamenty posrednie) Elementy bto-
nowe, w tym mitochondria, zostaly uszkodzone, lub catkowicie wyplukane. ¢. Powigkszony
fragment elektronomikrogramu b (wskazany strzalka). Linia Z jednej miofibryli z widocz-
nymi filamentami cienkimi wnikajacymi w nia z obu stron. Powiekszenia: (a) 25 000x; (b)
10 000x; (c) 38 000x. Fot. Anna Jakubiec-Puka.



A. Jakubiec-Puka. Ultrastruktura miesnia... 37

Fig. 3a-b Ultrastruktura kanalikéw T na przekroju podtuznym miesnia podudzia szczura.
a. Obraz typowej ,triady”: Kanalik T w przekroju poprzecznym oraz przylegajace do niego
z dwu stron zbiorniki siateczki sarkoplazmatycznej (R). Widoczna wielowarstwowa budowa
bton. Preparat przygotowany metoda bez odwadniania tkanki. b. W gornej czesci elektrono-
mikrogramu typowe ,triady” miedzy miofibrylami. W Srodkowej i dolnej czesci obrazka ka-
naliki T sa uwidocznione w przekroju podtuznym, wzdhuz ich przebiegu. Kanaliki T biegna
pomiedzy miofibrylami, poprzecznie do osi miofibryli, lub woké6t miofibryli. Widoczne sa przy-
legajace do kanalikow zbiorniki siateczki sarkoplazmatycznej (R). Preparat przygotowywany
metoda standardowa. Powiekszenia: (a) 210 000x; (b) 23 000x.Fot. Anna Jakubiec-Puka

http://rcin.org.pl
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Fig. 4 a-b Odnerwione atroficzne miesnie podudzia szczura: 30 dni (a) i 60 dni (b) po od-
nerwieniu; przekroje podtuzne. a. Obraz z mikroskopu Swietlnego: widoczne zmniejszenie
Srednicy i nieregularny obrys wtokien mieSniowych; poprzeczne prazkowanie jest zacho-
wane w niektorych tylko widknach, w wiekszosci wldkien jest ono nieregularne (strzalki), lub
zupelnie niewidoczne; po lewej stronie fotografii nekrotyczne wiokno miesniowe. Prepa-
rat wykonany w parafinie, barwiony met. Mallory (opis procedury w pracy: Jakubiec-Puka
i Laskowska-Bozek 1974). b. Obraz z mikroskopu elektronowego odnerwionego miesnia pod-
danego dodatkowo treningowi biernemu (Jakubiec-Puka i wsp. 2008). Ultrastruktura po-
dobnych zmian, jakie wskazano strzalkami na ilustracji a. Aparat skurczu bardzo
nieregularny z ubytkami i zageszczeniami, tuz obok zachowanego regularnego w tym samym
wloknie i w sasiednim. Preparat przygotowywany metoda standardowa. Jak wida¢, ciezko
uszkodzone, a nawet nekrotyczne wtokna miesniowe moga znajdowac sie w bezposrednim sa-
siedztwie wiokien dobrze zachowanych, a powazne zaburzenia struktury kurczliwej tuz obok
jej obszaréw o regularnej budowie. Powigckszenia: (a) 290x; (b) 3 600x. Fot. Anna Jakubiec-
Puka.
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Fig. 5a-d Odnerwione mig¢snie podudzia szczura: 3 dni (a, b), 14 dni (¢) po odnerwieniu, oraz
27 dni po odwracalnym odnerwieniu, w tym 10 — 12 dni po re-innerwacji (d); przekroje po-
przeczne przez miofibryle na poziomie prazka A. a. Puste miejsca w strukturze linii M po
ubytku pojedynczych filamentéw grubych z regularnego heksagonalnego uktadu (Jakubiec-
Puka 1992). b. Zwiekszona proporcja filamentow cienkich do grubych (zaznaczone kotkami)
w wyniku wczesniejszego znikania w odnerwionym mies$niu filamentéw grubych (Jakubiec-
Puka i wsp. 1981). c. Nieregularny aparat skurczu: bardzo znaczne zmniejszenie iloSci mio-
filamentow grubych i calkowity brak ukladu heksagonalnego (Jakubiec-Puka i wsp.1981).
d. Zwiekszenie ilosci oraz regularnosci rozmieszczenia miofilamentéw (w poréwnaniu z elec-
tromicrogramem c¢) w miesniu odbudowujacym sie z atrofii odnerwiennej (Jakubiec-Puka
i wsp. 1982). Preparaty przygotowywane metoda standardowa. Powigckszenia: (a) 84 000x;
(b) 95 000x; (c) 53 000x; (d) 78 000x.Fot. Anna Jakubiec-Puka.
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Fig. 6a-b Okolica btony komérkowej (sarkolemmy) w atroficznym i odbudowujacym sie wtok-
nie mieSniowym. a. Atroficzny miesien podudzie szczura 60 dni po odnerwieniu; przekroj po-
przeczny. W dwoch sgsiadujacych wioknach pofaldowana sarkolemma, ktérej nadmiar jest
skutkiem zmniejszenia sie objetosci atroficznej komorki. b. Odbudowujacy sie z atrofii od-
nerwiennej miesien podudzia szczura, 19 dni po odwracalnym odnerwieniu, w tym 4 -5 dni
po re-innerwacji; przekréj podtuzny. Tworzace sie¢ nowe miofibryle, otoczone przez liczne po-
lisomy i mitochondria; w prawym gérnym rogu widoczna sarkolemma i sgsiednie wiokno
miesniowe (Jakubiec-Puka i wsp. 1982). Preparaty przygotowywane metoda standardowa.
Powiekszenie: (a) 26 000x; (b) 180 000x. Fot. Anna Jakubiec-Puka.
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Fig. 7a-b Przebudowa struktury kurczliwej; przekroje podtuzne. a. Odbudowujacy sie z atro-
fii odnerwiennej miesien podudzia szczura, 19 dni po odwracalnym odnerwieniu, w tym 4-5
dni po re-innerwacji. Nieregularnosci linii Z, oraz ptaszczyzn Z w dwoéch sasiednich wiok-
nach miesniowych, wskazujace na przeorganizowywanie aparatu skurczu; widoczne two-
rzace sie ,dodatkowe sarkomery” i formujace sie nowe plaszczyzny Z. Obraz ten przypomina
aparat skurczu przeorganizowujacy sie po zwiekszeniu dhugosci miesnia (Jakubiec-Puka
1985). b. Unieruchomiony miesien podudzia szczura stymulowany elektrycznie 6 godzin Po
lewej stronie elektronomikrogramu widoczne zmiany bedace prawdopodobnie etapem w pro-
cesie eliminowania fragmentu aparatu skurczu: znaczne zageszczenie plaszczyzn Z, zweze-
nie prazka A oraz brak prazka I; sarkolemma bardzo pofaldowana, co wskazuje na jej
nadmiar na skutek skrocenia wtékna miesniowego. Po prawej stronie fotografii: wygladajacy
normalnie, regularny aparat skurczu, o prawidtowej dtugosci sarkomeréw. Od prawej strony
ku lewej zwieksza sie stopien zageszczenia plaszczyzn Z. (Jakubiec-Puka i Carraro 1991).
Preparaty przygotowywane metoda standardowa. Powiekszenia: (a i b) 4 500x. Fot. Anna Ja-
kubiec-Puka.

http://rcin.org.pl
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Fig. 8 a-b Miesien podudzia myszy z dystrofia miesSniowa, spowodowana brakiem blonowego
biatka o-sarkoglikanu (skladnik kompleksu bialek zwiazanych z dystrofia); przekréj pod-
tuzny. a. Elektronomikrogram ukazuje duze ilosSci kolagenu nieregularnie rozmieszczonego
pomiedzy wloknami mieSniowymi o prawidtowym wygladzie (w tym rejonie miesnia zdrowej
myszy wystepuja jedynie nieznaczne ilosci widkien kolagenowych). b. Powigekszenie okolicy
wskazanej strzatka na fotografii a. Nieregularne peczki wlokien kolagenu oraz chaotycznie
rozrzucone pojedyncze widkna kolagenowe poprzecinane w roznych ptaszczyznach: podtuz-
nej, skosnej lub poprzecznej (Jakubiec-Puka i wsp. 2005; Danieli-Betto i wsp. 2005.) Prepa-
rat przygotowywany metoda standardowa.

Powigkszenia: (a) 1 600x; (b) 9 S00x. Fot. Anna Jakubiec-Puka.
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Pierwszy w Polsce Mikroskop Konfokalny — Pawel Pomorski

Pierwszy w Polsce mikroskop konfokalny pojawit sie w Instytucie Biologii Do-
Swiadczalnej tuz po pierwszej wojnie w zatoce Perskiej, w 1991 roku. Zbieznosc
ta nie byta przypadkowa, gdyz wciaz obowiazywaly wowczas ograniczenia CoCom,
komisji kontroli wysokich technologii, ktore utrudniaty dostawe komputera kon-
trolujacego skaner mikroskopu.

Zakupionym urzadzenie to byl mikroskop Sarastro Phoibos 1000, produko-
wany przez Szwedzkag firme Sarastro w oparciu o mikroskop Optiphot firmy
Nikon, wyposazony w obiektywy 63x oraz 100x o aperturze numerycznej 1.4. W trak-
cie procedury zakupu, firma Sarastro zostata wykupiona przez amerykanska
spolke Molecular Dynamics i mikroskop dostarczono jako MD Sarastro Phoibos
1000. Za wyborem tego a nie innego urzadzenia stalo bardzo zaawansowane opro-
gramowanie do rekonstrukcji 3D, chronione patentami przez firme Sarastro, nie-
dostepne w 6wczesnych urzadzeniach firmy BioRad. Pionierskie oprogramowanie
pozwalato na obliczanie rzutow z serii skrawkow konfokalnych metodami ma-
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ksymalnej jasnosci oraz sredniej jasnosci, proste rekonstrukcje powierzchniowe
jak i tworzenie klasycznych przekroi w osi pionowe;.

Mikroskop byl bardzo prosty, jesli porownac go z dzisiejszymi standardami.
Sktadat sie z tawy optyczna umieszczona powyzej mikroskopu, wyposazonej w jeden
laser argonowy, skaner i dwa fotopowielacze z mozliwoscia recznej wymiany
zwierciadet dichroicznych i filtrow w drodze optycznej oraz standardowego mi-
kroskopu optycznego. Catos¢ byta kontrolowana przez komputer Silicon Grap-
hics Personal Iris, pracujacy pod kontrola systemu Unix, za posrednictwem
interfejsu GPIB. Ta egzotyczna konstrukcja powodowata, ze mikroskop nie byt
urzadzeniem bardzo przyjaznym dla uzytkownika. Mimo, Ze elektronika stuzaca
do obrazowania konfokalnego byla sterowana z komputera, sam mikroskop
optyczny pozostawal urzadzeniem calkowicie manualnym. Sprzet byt prosty, po-
zwolil jednak na wizualizacje skomplikowanego zachowania cytoszkieletu otoczki
jadrowej pierwotniaka Amoeba proteus jak i rozkladu cytoszkieletu towarzysza-
cego adhezji tego pierwotniaka do podloza (Pomorski P. i Grebecka L. 1993, 1995;
Grebecka L. i inn. 1997). Mikroskop pozwolil tez na i pierwsze obrazowanie kom-
pletnego ukladu nerwowego przywry Diplostomum pseudospathaceum (Niewia-
domska K. i inn. 1999).

Mikroskop funkcjonowat przez 10 lat w ramach Laboratorium Mikroskopii
Elektronowej, kierowanej przez prof. Elzbiete Wyrobe. Na skutek wyeksploato-
wania komputera sterujacego mikroskop stat si¢ zawodny na poczatku XXI wieku
a pojawienie sie znacznie lepszych i wygodniejszych urzadzen zmniejszylo zain-
teresowanie potencjalnych uzytkownikow.
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Fig. 1 (w oryginale 9). Skrawki optyczne przez bezjadrowy fragment komorki Amoeba pro-
teus hodowanej przez 24 godziny na szkle pokrytym poli-L-lizyna. Prosze zwréci¢ uwage na
duze obszary bogate w aktyne znajdujace sie przy powierzchni szkla, wyraznie zaznaczony
korteks aktynowy powyzej (12 um) i nieregularny uktad aktyny w skrawkach najdalszych od
powierzchni podioza (24 i 36 um). Fot. Pawet Pomorski.

Fig. 2 (w oryginale 10). Przekrdj pionowy (a) przez trojwymiarowa rekonstrukcje rozkltadu
F-aktyny z serii skrawkow pokazanych na Fig. 1.Widac¢ ciaglos¢ warstwy struktur aktyno-
wych po brzusznej stronie komoérki. Fot. Pawet Pomorski.

Fig.3 (w oryginale 11). Skrawki optyczne wykonane na poziomie podtoza wykonane prze
bezjadrowe fragmenty Amoeba proteus hodowane przez 24 godziny na szkle pokrytym kon-
kanawaling (a) i nie pokrywanym niczym. (c) skrawek wykonany w potowie grubosci komorki
przez fragment bezjadrowy inkubowany 72 godziny na powierzchni pokrywanej konkanawa-
lina. Glowki strzalek pokazujg nagromadzenie aktyny w rejonie frontalnych struktur adhe-
zyjnych jak i w Srodkowej czesci komorki. Skala 50 um. Fot. Pawet Pomorski.
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Fig. 4 (w oryginale 13-15). Skrawki optyczne przez podwoéjne jadro Amoeba proteus wyko-
nane w powyzej plaszczyzny mostka taczacego jadra potomne (13), na poziomie, gdzie mos-
tek laczy sie z otoczka jadrowa (14) i w plaszczyznie silnie poskrecanej struktury samego
mostka (15). Warto zwroéci¢ uwage na grubg warstwe aktynowa otaczajaca jadro i pasma ak-
tyny w mostku laczacym jadra. Skala 5 um.). Fot. Pawel Pomorski.

Fig. 5 (w oryginale 16). Trojwymiarowa rekonstrukcja obszaru okotojadrowego (N - jadro)
z otaczajaca je cytoplazma (CY) obracana wokot osi poziomej (R) i pokazana pod piecioma r6z-
nymi kontami. Prosze zwréoci¢ uwage na kontakt pomiedzy aktyna perinuklearna i podblo-
nowa widoczny pod kontami 45° - 90°. Skala 10 um. Fot. Pawel Pomorski.
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Tintinnina i ich loriki — Anna Wasik

Jedng z najciekawszych, a nadal mato poznanych grup pierwotniakoéw sa orzeski
z podrzedu Tintinnina. Sg to planktonowe organizmy kosmopolityczne, a wiec
wystepujace we wszystkich rodzajach wod (stone, stodkie, pltynace, stojace) i we
wszystkich strefach klimatycznych.

Cecha charakterystyczna tintinnidow jest to, iz ich protoplast otacza orga-
niczna ostonka zwana lorika. Jej skamieliny pozwolily stwierdzic, ze grupa ta wy-
stepowata na Ziemi juz okoto 450 mln. lat temu.

W Instytucie Nenckiego przez wiele lat prowadzone byly badania tintinnidow,
zapoczatkowane dzieki wspotpracy z Stanistawem Rakusa-Suszczewskim!. Grupa
badawcza z Zakladu Biologii Komorki, Pracowni Fizjologii Ruchow Komoérkowych
kierowanej przez prof. L. Kuznickiego, uczestniczyla w ekspedycji badawczej
(1988-1989) w rejon Poltudniowych Szetlandow (m.in. Wyspa Krola Jerzego, gdzie
od 26 lutego 1977 roku znajduje sie Polska Stacja Antarktyczna im. Arctow-
skiego) i Poludniowych Orkadow. Materialy przywiezione z wyprawy oraz przeka-
zywane do badan przez polarnikow ze stacji Arctowskiego umozIliwily prowadzenie
badan morfologicznych, ultrastrukturalnych oraz ekologicznych, badanie rocz-
nej zmiennosci i liczebnosci gatunkowe;j

Jednym z problemow, z ktorymi stykajq sie badacze tintinnidow jest ich sys-
tematyka. Przez wiele lat tworzona byla ona wylacznie na podstawie ksztattu
i wielkosci lorik, co doprowadzito do sztucznego rozbudowania systematyki. Roz-
woj mikroskopii elektronowej transmisyjnej i skaningowej, rozmaitych metod bar-
wien, a takze metod biologii molekularnej pozwolil na przedstawienie dowodow,
iz tintinnidy charakteryzuje ogromny polimorfizm, a wiec wiele gatunkow opisa-
nych dotychczas jako odrebne, jest jedynie formami polimorficznymi jednego ga-
tunku.

Dzieki badaniom prowadzonym w Instytucie Nenckiego udalo sie wyjasnic nie
tylko jedna z takich systematycznych zagadek, ale takze ustali¢c dominanta wod
Zatoki Admiralicji oraz okresli¢ jego morfologie i ultrastrukture. Gatunkiem tym
okazatl sie¢ Cymatocylis affinis/convallaria (Fig.1 a-c).

Pierwotnie C. affinis i C. convallaria, rézniace sie stopniem wydluzenia dolnej
czesci loriki, opisywane byty jako odrebne gatunki, natomiast na podstawie szcze-
gotowych analiz udalo sie przedstawic jednoznaczne dowody, iZ mamy tu do czy-
nienia jedynie z formami polimorficznymi. Ich zmiennosc jest Scisle zwigzana z pora
roku. C. affinis dominuje w czasie antarktycznej zimy, a C. convalaria — latem. Je-
sienia i wiosna pojawiaja sie formy przejSciowe.

. Badania biologiczne w Antarktyce prowadzone przez Polakéw zapoczatkowali Stanistaw
Rakusa-Suszczewski i Krzysztof Opalinski. Jesienia 1968 zostali oni przyjeci do Instytutu
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego i tegoz roku witaczeni do 14 SAE (Radzieckiej Eks-
pedycji Antarktycznej 1968/1969). W latach p6zniejszych badania polarne ulegly rozszerze-
niu, obejmujac rowniez pierwotniaki.
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Badanie sktadu gatunkowego wykazaly, iz gatunkami istotnie liczebnymi w tym
rejonie sa Cymatocylis dragalski (Fig. 2) i Codonellopsis balechi (Fig. 3).

W Instytucie prowadzone byly takze badania poréwnawcze lorik tintinnidow
pochodzacych z rozmaitych rejonow geograficznych (Battyk, Morze Biate, Zatoka
Admiralicji). Loriki dziela si¢ na dwie grupy: hialinowe, nieposiadajace na swej
powierzchni czastek oraz agglutynowane, czyli oblepione czastkami mineralnymi
i/lub organicznymi. Wykazano, iz dominantami Morza Baltyckiego sa Helicosto-
mella subulata (lorika hialinowa) oraz Tintinnopsis lobiancoi (lorika aglutynowana)
(Fig. 4 a, b).

Interesujacym zagadnieniem bylo takze badanie ultrastruktury lorik, ktérych
budowa zwiazana jest Scisle z podziatem komorki. Po zakonczeniu podziatu dolna
komorka popodziatowa (opist) pozostaje w starej, podczas gdy gorna komorka po-
podzialowa (proter) tworzy nowa lorike, wykorzystujac w tym celu zgromadzony
w specjalnych granulach sekrecyjnych materiat. Do dzis jednak proces tworzenia
sie nowej loriki nie zostal zarejestrowany i szczegotowo przesledzony. W Instytu-
cie podjeto probe opisania morfologii powierzchni lorik zaréwno hialinowych, jak
i agglutynowanych, a takze przedstawienia wewnetrznej budowy ich Scian. Okazato
sie, iz tak morfologicznie odmienne, maja podobna mikroarchitektura. General-
nie Sciany lorik wszystkich badanych gatunkow tintinnidow sa tréjwarstwowe,
w budowie swej przypominajace plaster miodu, co udowodnity badania przepro-
wadzone przy zastosowaniu mikroskopii transmisyjnej (Fig. 4. ¢) i skaningowe;j
(Fig. 5). Ewentualne roznice dotycza jedynie wielkosci lub zwielokrotnienia po-
szczegblnych elementow.

Uzyskanie prezentowanych wynikéw bylo mozliwe dzieki wykorzystaniu mi-
kroskopow: transmisyjnego i skaningowego, dostepnych w Laboratorium Mikro-
skopii Elektronowej Instytutu Nenckiego.
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Fig. 1 Trzy formy Cymatocylis affinis/convallaria: a. convallaria, b. przejSciowa, c. affinis.
Skala — 10 Pum.

Fig. 2 Cymatocylis dragalski. Skala — 100 pm.

Fig. 3 Codonellopsis balechi. Skala — 10 pm.

Fig. 4 A. Tintinnopsis lo-
biancoi, B. szyjka loriki,
Skala, 10 pm.

C. przekrdj poprzeczny przez
Sciane loriki, elektronowy
mikroskop transmisyjny.
C Skala, 1 pm.

i oy ' § d
m )] — . C
Fig. 5 Parafavella denticulata, mikroarchitektura Sciany loriki. Skala, 1 pm. Fot. 1-5 Anna
Wasik.
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Orzeski jako przedmiot badan
morfogenetycznych — Maria Jerka-Dziadosz

Badania nad procesami morfogenetycznymi zachodzacymi podczas regenera-
cji orzeskow po uszkodzeniu ciala rozpoczeta Stanistawa Dembowska na po-
czatku dzialalnosci Instytutu Nenckiego w latach 20-tych ubieglego stulecia. Jej
wyniki opieraly sie na obserwacjach przyzyciowych prowadzonych z zastosowa-
niem klasycznego mikroskopu. Tradycja tych badan zostata podjeta w latach 50-tych
i badania te rozwijatly sie z duzymi sukcesami az do chwili rozwigzania Pracowni
Regeneracji i Morfogenezy Pierwotniakow w roku 2009.

Do sukcesu tych badan w znacznym stopniu przyczynit sie rozwoj technik cy-
tochemicznych pozwalajacych na uwidocznianie struktur rzeskowych oraz no-
wosci techniczne takie jak mikroskopia transmisyjna i skanningowa, ktore
badacze zaczeli stosowac w latach 60-tych w Zakladzie Biologii Komorki, a roz-
winely sie w latach 70-tych i sa stosowane w Instytucie do chwili obecne;.

Wprowadzony przez Marie Jerka-Dziadosz do badan orzesek Paraurostyla
weissei posiada ztozony uktad rzeskowy (Fig. 1) na stronie brzusznej zbudowany
z cirri — tzn. szczeci w ktorych sklad wchodzi od 16 do ponad 80 rzesek zakotwi-
czonych w cytoplazmie przez ciatka podstawowe — homologiczne do centrioli,
powszechnie obecnej w Swiecie zywym. Ciatka podstawowe sg otoczone i wspot-
dzialaja z wieloma rodzajami struktur cytoszkieletowych, ktore uczestnicza w pro-
cesie przeksztalcania matczynych struktur w struktury komorek potomnych badz
odtwarzanych w czasie regeneracji po fragmentacji komorek (Jerka-Dziadosz
i Golinska 1977).

Wprowadzenie technik immuno-cytochemicznych do badan protozoologicz-
nych opartych na wiazaniu specyficznych przeciwcial do antygenow zawartych
w strukturach orzesienia (rzeskach, cialkach podstawowych oraz we wlokienkach
towarzyszacych) umozliwilo szczegolowy opis dynamiki lokalizacji okreslonych
bialek w czasie cyklu komoérkowego, oraz ich modyfikacji powodowanych przez
mutacje (Strzyzewska-Jowko i wsp. 2003) w genach kodujacych biatka cytoszkie-
letalne i ich regulatory (Fig. 2).

Rozwoj biologii molekularnej, zsekwencjonowanie genomow Paramecium i Tet-
rahymena (dwoch klasycznych obiektow badan w ciliatologii i biologii komorkowej),
wprowadzenie znakowania sekwencji kodujacych przez metki fluorescencyjne
(GFP) pozwala obecnie na badanie lokalizacji komoérkowej i dynamiki biatek bu-
dujacych ciatka bazalne (Bld10, Cen2, Cen3, For20 oraz Sas6), oraz nastepstwa
inaktywacji lub nadekspresjii odpowiednich genow (Fig. 3). Wyniki tych badan
(Jerka-Dziadosz et al 2010) przyblizaja nas do poznania mechanizmow moleku-
larnych regulujacych powstawanie i przekazywanie organelli komoérkowych do
komorek potomnych, w szczegolnosci ciatek podstawowych rzesek, w ktorych de-
fekty u ludzi sa przyczyna wielu chorob wrodzonych zwiazanych z uposledzeniami
rzesek (ciliopatie).



M. Jerka-Dziadosz. Orzeski jako przedmiot badan... 51

Stale unowoczesnianie problematyki badawczej przez pracownikow Pracowni
Regeneracji i Morfogenezy Pierwotniakow oraz pozyskiwanie najnowoczesniej-
szych metod wizualizacyjnych bylo mozliwe dzieki intensywnej wspotpracy z wio-
dacymi osrodkami naukowymi w U.S.A, Francji i Niemczech.

Fig. 1 Orzesienie brzuszne zbudowane ze zlozonych struktur rzeskowych (tzw. szczeci)
Paraurostyla weissei w mikroskopie skanningowym. W czasie morfogenezy struktury rzes-
kowe powstaja z zawiazkéw zbudowanych z par cialek bazalnych (b i ¢ — elektronowa mi-
kroskopia transmisyjna) do ktérych dodawane sg sukcesywnie nowe ciatka bazalne (strzatki
na b i c) i pomiedzy nimi budowane sa potaczenia fibrillarne. Fot. Maria Jerka-Dziadosz.

Fig. 2 Tetrahymena thermophila. Badania immunofluorescencyjne z zastosowaniem specy-
ficznych przeciwcial wiazacych sie do powierzchniowych struktur cytoszkieletalnych (A) po-
zwolilo na opisanie nowych struktur definiujacych polaryzacje komorki (Strzyzewska i wsp.
2003) takich jak poludnikowy filament post-oralny (pmf) oraz linie podziatowa (fl) rozdziela-
jaca komorki potomne. Zastosowanie mikroskopii konfokalnej umozliwilo doprecyzowanie
cech fenotypowych mutantow morfogenetycznych w tym mutanta janus (B, C) u ktérego wy-
stepuje zastapienie strony grzbietowej druga strong brzuszna o lustrzanej symetrii. Fot. Iza-
bela Strzyzewska-Jowko.
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Fig. 3 Paramecium tatraurelia. Zsekwencjonowanie genomu pozwolito na zbadanie roli ko-
rowych biatek budujacych ciatko podstawowe takich jak np. Sas 6 (Jerka-Dziadosz i wsp.
2010). Inaktywacja genu, ktérego produkt znajduje sie w proksymalnej czesci ciatka pod-
stawowego (A — znakowanie metki GFP przez drugorzedowe przeciwcialo ze Snm koloidal-
nym zlotem), powoduje brak tej struktury (B) oraz nienormalne budowanie cialek
podstawowych z ograniczona liczba tripletow mikrotubularnych (C) w poréwnaniu do struk-
tury zbudowanej z 9-ciu tripletow (D) co w powoduje Smier¢ komorki.

Fot. Maria Jerka-Dziadosz.
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Zastosowanie fluorescencyjnej
mikroskopii konfokalnej — Jakub Wtodarczyk

Jednym z przykladow procesow intensywnie badanych w Instytucie Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, przy szerokim wykorzystaniu mikroskopii
Swietlnej, sa procesy pamieci i uczenia si¢. Zdolnos¢ komorek nerwowych (neuro-
now) do tworzenia i zrywania potaczen synaptycznych oraz do zmiany sily tychze
potaczen jest uwazana za podstawowg ceche mozgu pozwalajaca mu na prze-
chowywanie nowych informacji. Reorganizacja aktywnosci neuronalnej czesto
zwiazana jest z lokalnymi zmianami ksztaltu kolcow dendrytycznych. Kolce den-
drytyczne sg to niewielkie wypustki blonowe, o rozmiarze rzedu mikrometrow,
z komorek nerwowych (neuronow). Kolce dendrytyczne tworzac postsynaptyczna
czeS¢ synapsy, odbierajg impulsy nerwowe z czesci presynaptycznej i transpor-
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tuja je do ciata komorki nerwowej. Zmiany ksztattu kolcow dendrytycznych po-
wiazane sa ze zmiana zawartosci receptorow postsynaptycznych (wlasciwych dla
przekazywania impulsu nerwowego) wewnatrz synapsy. Czes¢ synaps na neuro-
nach zanika w sposo6b dynamiczny, natomiast czesS¢ ulega tworzeniu de novo
i stabilizacji. Zmiany strukturalne kolcow dendrytycznych, a w szczegolnosci
wzrost liczby synaps, formowanie nowych i zanikanie starych potaczen lezy u pod-
staw procesow pamieci i uczenia. Mikroskopia fluorescencyjna (mikroskopia
swietlna wykorzystujaca zjawisko fluorescencji) stanowi doskonate narzedzie po-
zwalajace badac funkcje i strukture synaps, ich formowanie i stabilizacje. Zmiany
zachodzace w komorkach nerwowych, w ktorych jej elementy (organelle lub
bialka) wyznakowane sa fluoroforami badz bialkami fluorescencyjnymi zdolnymi
do emisji fluorescencji o zadanej barwie w wyniku wzbudzenia Swiattem, moga
byc¢ z powodzeniem monitorowane przy uzyciu fluorescencyjnej mikroskopii kon-
fokalnej. Technika ta dzieki zastosowaniu niewielkiego otworu umieszczonego
przed detektorem fluorescencji a stuzacego do eliminacji emisji fluorescenc;ji
spoza plaszczyzny ogniskowej preparatu, pozwala przezwyciezyC ograniczenia kla-
sycznej mikroskopii Swietlnej szerokiego pola zwiekszajac kontrast i rozdzielczosc
uzyskanych obrazow, ktora w tym wypadku wynosi setki nanometow. Dalszy
rozwoj technik mikroskopowych w szczegolnosci szeroko pojeta mikroskopia su-
perrozdzielcza pozwala na obrazowanie subkomorkowej struktury neuronu. Za-
stosowanie technik superrozdzielczych takich jak mikroskopii STED (bazujacej na
zjawisku emisji wymuszonej) pozwala przezwyciezyC ograniczenie dyfrakcyjne mi-
kroskopii konfokalnej i wglad w strukture synapsy z rozdzielczoscia siegajaca
rzedu kilkudziesieciu nanometrow.

Fig. 1 Komorka nerwowa. Obraz z fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego.
Fot. Jakub Wlodarczyk.
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Fig. 2 Dendryt z kolcami dendrytycznymi. Obraz z fluorescencyjnego mikroskopu konfo-
kalnego. Fot. Jakub Wtodarczyk.
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Fig. 3 Kolec dendrytowy. Lewy panel; Tréjwymiarowa rekonstrukcja kolca dendrytycznego
uzyskana w wyniku zlozenia obrazu wielu przekrojow optycznych preparatu. Kolor zielony re-
prezentuje czeS¢ presynaptyczna synapsy, kolor niebieski reprezentuje czesS¢ postsynap-
tyczna. Prawy panel; Rozklad receptorow postsynaptycznych w blonie kolca dendrytycznego.
Obraz uzyskany za pomocg klasycznego mikroskopu szerokiego pola (prawy gérny panel)
oraz z mikroskopu superrozdzielczego (prawy dolny panel). Fot. Zsuzsanna Szepesi (Pra-
cownia Neurobiologii).
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Zastosowanie zaawansowanego laserowego
mikroskopu konfokalnego — Grzegorz Wilczynski

Mikroskopia swietlna jest podstawowa metoda badawcza stosowana w naukach
biomedycznych. Przelomem technologicznym, ktory dokonat sie pod koniec ubieg-
tego wieku, byto wprowadzenie do ,,powszechnego” uzytku laserowego mikroskopu
konfokalnego (ang. laser scanning confocal microscope). Jest to mikroskop fluo-
rescencyjny, w ktorym zrodlem sSwiatla jest wiazka lasera przemiatajaca (skanu-
jaca) preparat punkt po punkcie; wzbudzona fluorescencja jest rejestrowana
przez czuly detektor; co szczegodlnie istotne, na drodze wzbudzonego Swiatta,
przed detektorem znajduje sie specjalna przestona konfokalna, ktora przepusz-
cza tylko fotony pochodzace z ptaszczyzny ogniskowej obiektywu. Dzieki tej prze-
slonie obraz odbierany w detektorze ma zwiekszona ostrosc, kontrast i rozdziel-
czosc. Dodatkowe zalety tego urzadzenia to a) uzycie spojnego sSwiatla laserowego,
co pozwala na wybidrcze wzbudzanie fluorescencji okreslonych substancji, oraz
b) mozliwos¢ rekonstrukcji ostrego obrazu z calej objetosci preparatu, na pozio-
mie komorkowym (Fig. 1, 2) i subkomorkowym (Fig. 3). Uzycie mikroskopow
konfokalnych wprowadzito zupelnie nowa jakos¢ w badania biologicznych i po-
zwolito na dokonanie szeregu nowych odkryc¢. Instytut Nenckiego jest wyposa-
zony w dwa nowoczesne mikroskopy konfokalne.

Mimo ogromnej przewagi nad zwyklym mikroskopem, dotychczas produko-
wane mikroskopy konfokalne podlegaja, podobnie jak zwykly mikroskop, ogra-
niczeniu rozdzielczosci przestrzennej, wynikajacemu z praw fizyki falowej, co nie
pozwala na obrazowanie struktur mniejszych niz ok. 250 nm (tzw. limit Abbego).
Jest to duzy mankament utrudniajacy lub uniemozliwiajacych prowadzenie sze-
regu badan w wielu dziedzinach nauk biomedycznych w tym w neurobiologii.
Rozmiary szeregu istotnych struktur wewnatrzkomorkowych zawieraja sie w gra-
nicach od 10 do 200 nm, co sprawia ze w mikroskopie swietlnym, w najlepszym
przypadku, maja postac¢ rozmytych plam, najczesciej sa jednak zupelnie niedo-
strzegalne. Ostatnio, do Instytutu Nenckiego zostal zakupiony zaawansowany
system do mikroskopii konfokalnej (Leica TCS SP5) wyposazony w modut STED
(ang. Stimulated Emission Depletion). Umozliwia on obrazowanie z rozdzielczo-
Scig ponizej limitu dyfrakcji. STED zostal wynaleziony przez niemieckiego fizyka
Stefana Hella (http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/).

W odroznieniu od tradycyjnej mikroskopii konfokalnej oprocz wiazki wzbu-
dzajacej pochodzacej ze zwyktego lasera, STED wykorzystuje dodatkowa, pier-
Scieniowata wiazke, ktora ma za zadanie wygaszenie fluorescencji na brzegu
wzbudzonego punktu (Fig. 4). Przyczynia sie to do zdecydowanej poprawy roz-
dzielczosci. System STED, znajdujacy sie w naszym instytucie umozliwia obra-
zowanie z rozdzielczoscig 70 nm, co zostalo sprawdzone i potwierdzone przy
pomocy kulek fluorescencyjnych (Fig. 4). Pomimo tego, Ze obecnie dostepne
systemy STED umozliwiaja zbieranie obrazow tylko z jednego kanalu, to obrazy
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z pozostalych kanalow moga byc¢ zbierane sekwencyjnie ze zwykta rozdzielczo-
Scia. Taka technika obrazowania umozliwia porownanie struktur zobrazowanych
przy pomocy STED’a z pozostatlymi elementami komorek (Fig. 5). Innym rodza-
jem mikroskopu superrozdzielczego jest PALM /STORM, o rozdzielczosci rzedu 20 nm,
do ktorego dostep mamy dzieki wspotpracy z Centrum Obrazowania w Bordeaux
(Figura 3).

Pomimo ogromnego postepu mikroskopii Swietlnej, nadal najwiekszy poziom
rozdzielczosci w obrazowaniu biologicznym daje transmisyjna mikroskopia elek-
tronowa (Fig. 6).

Fig. 1 A-C Obraz synaps nerwowo-miesniowych szczura w mikroskopie konfokalnym, w matym
(a) i duzym powiekszeniu (B, C). Kolor czerwony — znacznik witékien nerwowych, kolor zielony
— znacznik receptoréw acetylocholinowych, kolor niebieski — znacznik komoérek glejowych.
(C) stanowi trojwymiarowa rekonstrukcje synapsy przedstawionej w (B).

Fot. Grzegorz Wilczynski.
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Fig. 2 A-B Rekonstrukcja komorek glejowych: astrocyt — niebieski, fragmenty mikrogleju
— zielone, z mozgu szczura, ukazujaca tréjwymiarowe rozmieszczenie enzymu MMP-9 — czer-
wone. Fot. Grzegorz Wilczynski.
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Fig. 3 Rekonstrukcja tréjwymiarowa jadra komoérkowego neuronu : niebieskie — chromatyna,
zielone — spliceosomy, czerwone — jaderka. Fot. Grzegorz Wilczynski.
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Fig. 4 Zasada dzialania mikroskopu STED (wg materiatow firmy Leica, zmodyfikowane);
ponizej przedstawiono przyktadowe obrazy kulek fluorescencyjnych o srednicy 40 nm w kon-

wencjonalnym obrazowaniu konfokalnym (po lewej) oraz przy wlaczonej przystawce STED
(po prawej). Fot. Grzegorz Wilczynski.
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STED

Fig. 5 Zastosowanie mikroskopu STED do badania jadra komérkowego. Po lewej stronie
konwencjonalny obraz konfokalny reakcji immunofluorescencyjnej na metylowany histon
H3 (zielone) w jadrze neuronu. Po prawej obraz w ktéorym do obrazowania histonu uzyto
przystawki STED. Na niebiesko pokazano fluorescencje barwnika specyficznego dla DNA
(obraz konwencjonalny w obu przypadkach). Fot. Grzegorz Wilczynski.
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Fig. 6 Obraz synapsy w mikroskopie elektronowym, reakcja immunocytochemiczna;
obecnos¢ enzymu MMP-9 w szczelinie synaptycznej wskazuja przeciwciala sprzezone
z ziarnami zlota koloidalnego zaznaczone czerwonymi strzatkami. Fot. Grzegorz Wilczynski.
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Mikroskopia calkowitego
wewnetrznego odbicia — Andrzej Kasprzak

W naukach biologicznych jest czesto korzystne badanie zachowania pojedyn-
czych makroczasteczek zamiast uzyskiwania informacji o Srednich wartosciach
w ich populacji. Wspolczesna biofizyka rozwinela narzedzia o wystarczajacej czu-
tosci, aby wykrywac fotony emitowane przez pojedynczy fluorofor w sSrodowisku
wodnym. Jednakze fluorescencja tla roztworu otaczajacego ten fluorofor jest o rzad
wielkosci wyzsza niz ta mierzona. W rezultacie emisja pojedynczego fluoroforu nie
jest obserwowalna przy uzyciu zwyklego mikroskopu fluorescencyjnego. W celu
przezwyciezenia tej przeszkody wynaleziono i w ciagu ostatnich 15 lat rozwinieto,
nowa technike mikroskopowa — mikroskopie fluorescencyj,na calkowitego we-
wnetrznego odbicia (mikroskopie TIRF), w ktorej znakowana fluorescencyjnie prob-
ka jest oswietlana na granicy faz szklo-woda. W oswietleniu TIRF swiatlo
przechodzi z oSrodka o wyzszym wspotczynniku zalamania swiatta (szklto) do
osrodka o nizszym wspotczynniku (woda). Jesli wiazka swiatla pada pod katem
mniejszym od krytycznego, ulega zalamaniu, jesli wiekszym — prawie cate swiatto
jest odbite na granicy faz do pierwszego osrodka (szkla). Jednakze w tym drugim
przypadku zjawisku temu towarzyszy utworzenie tzw. strefy zanikania, tj. cienkiej
eksponencjalnie zanikajacej warstwy o grubosci ok. 100 nm w drugim osrodku,
ktora jest oswietlana. Jesli w tej warstwie umiescimy obiekty fluoryzujace ich obraz
bedzie pozbawiony tla. Oprocz tego, wyswiecanie fluoroforow (photobleaching) be-
dzie niezwykle mate, jak rowniez nie beda zachodzic¢ reakcje fotochemiczne, czesto
spotykane przy oswietlaniu silng wiazka lasera. W wiekszosci przypadkow mozna
obserwowac pojedyncze czasteczki znakowane fluorescencyjnie.

W Pracowni Biatek Motorycznych mikroskopia TIRF jest uzywana do badan Ncd,
kinezyny z grupy 14. Motor ten bierze udzial w organizowaniu mikrotubul w struk-
turach, takich jak wrzeciono mitotyczne. Poniewaz Ncd jest motorem, ktory gene-
ruje ruch w kierunku minus na mikrotubuli natomiast pelni swoja funkcje w poblizu
koncow plus mikrotubul, sugerowano, ze kinezyna ta jest transportowana przez
biatko EB1. Operacje tej wielosktadnikowej maszyny molekularnej mozna sledzic
przy pomocy mikroskopii TIRF. (Fig. 1 i 2).
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Fig. 1 Biotynylowana zar6dz mikrotubuli jest przylaczona do szkla za pomoca przeciwciatl.
Wzrost mikrotubul rozpoczyna sie w momencie dodania GTP i tubuliny znakowanej Alexa-647.
Nastepnie dodane zostajag GFP-Ncd i EB1 i obserwowany jest jednoczesny wzrost mikrotu-
buli i ruch GFP-Ncd na koniec plus, uzywajac dwukanalowej rejestracji obrazu z oswietle-
niem TIRF (TIRF3 —-Axio Observer Z.1, Zeiss). Autorami ryciny sa: S. Bajer i A. A. Kasprzak.

A mikrotubula Ncd
(Alexa647) (GFP) ztozenie

S UM

Fig. 2 Panel A. N-konncowa domena kinezyny-14 Ncd potaczona z GFP (40 nM) ,surfuje”
(porusza sie) na konicu dynamicznej mikrotubuli znakowanej Alexa-647 i obserwowana
w mikroskopie TIRF. Sledzenie koncéw plus mikrotubul przez Ncd zachodzi wylacznie
w obecnosci biatka EB1 (400 nM). Panel B. Kimografy pokazujace dtugos¢ mikrotubul i lo-
kalizacje N-konncowej domeny Ncd w poblizu konncow plus mikrotubul. Autorami ryciny sa:
S. Bajer i A. A. Kasprzak.
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Obrazowanie mikrogleju w procesach
patologicznych w osSrodkowym
ukladzie nerwowym — Bozena Kaminska,
Malgorzata Zawadzka, Kinga Szydtowska,
Aleksandra Ellert-Miklaszewska,

Konrad Gabrusiewicz, Malgorzata Sielska

Badania morfologii komoérek mikrogleju w modelach neurodegeneracji i guzow
mozgu in vitro i in vivo technikami mikroskopii swietlnej i fluorescencyjnej rozpo-
czete zostaly w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego na poczatku
2000 roku i sg prowadzone do chwili obecne;.

Mikroglej i jego funkcje w ukladzie nerwowym w warunkach prawidlowych

Mikroglej stanowi okoto 20% calej populacji komorek glejowych. Ze wzgledu na
brak metod odrézniajacych rozne typy komorek, bardziej wtasciwe byloby okre-
Slenie ,makrofagi mozgowe”, gdyz populacja obejmuje komorki mikrogleju, infil-
trujace makrofagi, pericyty i okotonaczyniowe makrofagi. Wyniki badan metodami
cytometrii przeptywowej wskazuja, ze mikroglej charakteryzuje sie okreslonym pro-
filem antygenow: CD68*, CD45°", CD11b*, CD11chteh, MHC class II*, CD14, czas-
teczki CR3b oraz czasteczki galaktozy wiazace lektyny.

Komorki mikrogleju sa pochodzenia mieloidalnego i jako progenitory mikrogleju
pochodzace z plodowego woreczka zolttkowego zasiedlajag mozg w trakcie rozwoju
embrionalnego i ptodowego. Druga fala progenitorow mikrogleju pochodzi z ko-
morek monocytarnych szpiku i kolonizuje uktad nerwowy we wczesnym okresie
postnatalnym u gryzoni (PO-P15) lub tuz przed urodzeniem u czlowieka. Infiltra-
cja leukocytow do parenchymy mozgu jest Scisle kontrolowana przez bariere krew-
mozg i cho¢ moze dochodzi¢ do odnowienia puli mikrogleju, perycytow i makrofagow
okolonaczyniowych przez infiltrujace monocyty z krwi obwodowej, wymiana za-
chodzi niezwykle rzadko.

W prawidlowym mozgu mikroglej wystepuje zarowno w istocie szarej jak i bia-
tej, przy czym w dojrzatym ukladzie nerwowym wiecej komorek mikrogleju znaj-
duyje sie w istocie szarej mozgu. Najwiecej komorek mikrogleju u myszy wystepuje
w takich regionach jak: hipokamp, kresomoézgowie, zwoje podstawy mozgu oraz
istota czarna. W warunkach prawidtowych, ,spoczynkowy” (ang. resting, rami-
fied) mikroglej charakteryzuje sie dtugimi i rozgatezionymi wypustkami rozcho-
dzacymi sie we wszystkich kierunkach. Nimmerjahn i wspoétautorzy za pomoca
wizualizacji z uzyciem mikroskopu 2-fotonowego pokazali, ze w warunkach pra-
widlowych mikroglej aktywnie penetruje swoje sasiedztwo przy uzyciu licznych wy-
pustek. Poszczegolne komorki mikrogleju kontroluja wlasne terytorium i nie
kontaktuja sie ze soba za pomoca wypustek. Ze wzgledu na statg aktywnosc wy-
pustek mikrogleju zaproponowano okreslanie go mianem mikrogleju nadzoruja-
cego (ang. surveyiling).
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Komorki mikrogleju sa komoérkami immunokompetentnymi, nalezacymi do
ukladu wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej. Sa one czesto okreslane jako ,,czuj-
niki stanow patologicznych w mozgu”, poniewaz ich reakcja na uszkodzenia tego
organu jest wyjatkowo szybka. Taki sposob oddzialywania mikrogleju jest mozliwy
dzieki obecnosci na jego powierzchni szerokiego spektrum sensorow, poczawszy
od kanatow jonowych, poprzez receptory neurotransmiterow, receptory typu TLR
(ang. Toll-like receptors), receptory dla sktadnikow ukladu dopeilniacza (glownie
CR1 i CR3), receptory dla fragmentu Fc przeciwcial, receptory typu SR (ang. sca-
venger receptors) oraz czasteczki gtownego kompleksu zgodnosci tkankowej. Pod-
stawowym zadaniem licznych receptoréw obecnych na komorkach mikrogleju,
okreslanych jako PRRs (ang. pattern recognition receptors) jest rozpoznawanie
i usuwanie patogenow, toksycznych, nieprawidlowo sformowanych biatek (wtokna
amyloidu, agregaty synuklein, biatka prionowe) oraz komorek apoptotycznych po-
jawiajacych sie w mozgu i ptynie mozgowo-rdzeniowym.

W prawidlowym ukladzie nerwowym mikroglej peini funkcje ochronne i uczest-
niczy w utrzymaniu homeostazy tkankowej. W trakcie rozwoju myszy neurony i ich
potaczenia powstaja w nadmiarze i ich liczba jest pézniej precyzyjnie dostosowy-
wana poprzez selektywna eliminacje synaps i neuronow, co jest niezbedne do pow-
stania funkcjonalnych potaczen neuronalnych. Kaskada dopelniacza naznacza
synapsy, ktore musza byc¢ eliminowane i dziata poprzez receptor dopelniacza C3
na mikrogleju. Mikroglej reaguje tez na zmiany aktywnosci neuronalnej. Wyniki
badan ultrastruktularnych pokazaty, ze po ekspozycji na Swiatto po deprywacji
wzrokowej w korze wzrokowej zmienia sie polozenie i morfologia wypustek mi-
krogleju oraz ich potozenie w szczelinie synaptycznej i wokot synaps. W czasie
deprywacji wzrokowej mikroglej staje sie mniej mobilny i lokuje sie¢ w sasiedztwie
duzych kolcow dendrytycznych, ktore sie kurcza. Wyniki te wskazuja na subtelny
udzial mikrogleju w reorganizacji synaps w zaleznej od doswiadczenia plastyczno-
Sci synaptyczne;].

Rola mikrogleju w rozwoju stanu zapalnego w oSrodkowym

ukladzie nerwowym

Stan zapalny jest wspolnym wyznacznikiem wielu choréb neurodegeneracyj-
nych o roznej etiologii i szereg danych wskazuje, ze rozwo6j zapalenia w mozgu
moze byc¢ krytycznym mechanizmem odpowiedzialnym za postepujaca neurode-
generacje. Kluczowa rola w inicjacji i progresji tego procesu przypada komorkom
mikrogleju, gdyz w wyniku uszkodzenia neuronow lub zahamowania aktywnosci
neuronalnej, nastepuje prozapalna aktywacja mikrogleju. Chroniczna i niekon-
trolowana aktywacja mikrogleju pobudzanego przez toksyny srodowiskowe,
nieprawidlowe agregaty biatek oraz smier¢ neuronalng w wyniku ekscytotoksycz-
nosci, powoduje uruchomienie produkcji toksycznych substancji, ktore przyczy-
niaja si¢ do uszkodzen w osrodkowym ukladzie nerwowym. W warunkach
patologicznych dochodzi do aktywacji mikrogleju, czemu towarzyszy hipertrofia
ciala komorki i retrakcja wypustek (Fig. 1). Do akumulacji reaktywnego mikro-
gleju dochodzi takze w regionach moézgu zmienionych w wyniku niedokrwienia.
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Aktywacja mikrogleju charakteryzuje sie zmiang morfologii komoérkowej i prze-
ksztalceniem z formy rozgalezionej w ameboidalna, dochodzi do zaniku wypustek,
a cialo komorki mikrogleju powigksza sie tworzac forme ameboidalng (Fig. 1, 2).
Proces ten mozna imitowa¢ w komoérkach mikrogleju hodowanych in vitro i sty-
mulowanych lipopolisacharydem. Komorki mikrogleju staja sie ameboidalne i do-
chodzi w nich do aktywacji szlakow sygnalowych i ekspresji genow (Fig. 2b).
Cytoszkielet aktynowy zbudowany jest z filamentow aktynowych, o Srednicy okoto
6 nm, ktore dzieki ich zdolnosci do interakcji z wieloma biatkami strukturalnymi
i funkcjonalnymi tworza w komorkach zlozone uklady przestrzenne takie jak siec
aktynowa, wtokna naprezeniowe oraz wypustki powierzchniowe (lamellipodia, fi-
lopodia i pofaldowania blon). Cytoszkielet aktynowy ulega dynamicznym zmianom
w aktywowanym mikrogleju.

Czasowe zamkniecie tetnicy srodkowej moézgu powoduje przejSciowe niedo-
krwienie, w wyniku ktorego dochodzi do uszkodzenia prazkowia, kory mozgowe;j
oraz innych struktur mozgu, ktore sa zaopatrywane w krew przez tetnice Srodkowa
mozgu. Aby uwidocznic i ocenic iloSciowo komorki umierajace, wykonano detekcje
fragmentacji DNA in situ metoda TUNEL. Reakcja TUNEL polega na przylaczeniu
do wolnych koncow 3'-OH matych fragmentow DNA (180-200 par zasad lub ich
wielokrotnosc) nukleotydow znakowanych fluoresceina. Reakcja ta jest katalizo-
wana przez enzym — terminalna transferaze (TdT), a zabarwieniu ulegaja tylko ko-
morki, ktore maja pofragmentowana chromatyne. Preparaty po barwieniu byly
skanowane za pomoca laserowego cytometru skaningowego. Po obliczeniu Sred-
niej wielkosci jader komorkowych wybarwionych barwnikiem DAPI i przeliczeniu
intensywnosci fluorescencji TUNEL, mozna bylo precyzyjnie okresli¢ liczbe komo-
rek umierajacych. W mozgach zwierzat z operacja pozorowana nie wykrywano frag-
mentacji DNA (Fig. 3a). Barwienie metoda TUNEL wykazato obecnosc¢ licznych
komorek z pofragmentowanym DNA w 24 godziny po wywotaniu niedokrwienia.

Cytokiny wydzielane przez mikroglej moga aktywowac inne komorki glejowe —
astrocyty, ktore odgrywaja wazna role w zachowaniu integralnosci tkanki po uszko-
dzeniu mozgu. Wiele toksycznych bodzcow aktywuje astrocyty powodujac zwiek-
szong proliferacje i silna hipertrofie ciala komorki, jadra i wypustek, zwiekszony
poziom kwasnego wlokienkowego biatka astrocytow — GFAP W korze mozgowej po
niedokrwieniu dochodzi do proliferacji i hipertrofii astrocytow, co uwidoczniono za
pomoca przeciwciata rozpoznajacego GFAP. (Fig.1, 3b). Aktywowane astrocyty pro-
dukuja czynniki wzrostowe, cytokiny, tlenek azotu i neuropeptydy o réznorodnych
neurotroficznych lub neurotoksycznych wlasciwosciach. Zmiany morfologiczne
astrocytow moga byc¢ obrazowane w hodowli pierwotnej astrocytow stymulowanych
mieszaning cytokin prozapalnych: inteleuking 1 beta (IL-10), czynnikiem nekrozy
nowotworu alfa (TNFa), interferonem gamma (IFNy) (Fig. 3c). Odpowiedz gleju moze
takze byc¢ korzystna w uszkodzeniach ukladu nerwowego, jednakze rozlegla gle-
joza moze przynosic¢ szkode, gdyz aktywacja gleju i formacja blizny moga op6znic
lub zahamowac regeneracje.
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Mikroglej w patologii glejakow

Wyniki badan klinicznych oraz doswiadczalnych wskazuja, ze nowotwory sa he-
terogenne i w ich mikrosrodowisku znajduje sie wiele komoérek ukladu odporno-
Sciowego. Wsrod rekrutowanych komoérek hematopoetycznych sa m.in. monocyty,
makrofagi, granulocyty, komorki tuczne, komorki dendrytyczne i mieloblastyczne
komorki supresorowe. U pacjentow z ztosliwymi glejakami (guzy moézgu pocho-
dzenia astrocytarnego) dochodzi do akumulacji licznych komoérek mikrogleju (do
30% wszystkich komorek znajdujacych sie w masie guza) mimo iz nie towarzyszy
temu aktywna odpowiedz przeciwnowotworowa ani klasyczna odpowiedz proza-
palna. Obserwacje morfologii mikrogleju w ludzkich glejakach wykazaly, iz w gle-
jakach o III i IV-tym stopniu zlosliwosci wystepuje aktywny, ameboidalny
mikroglej. Wyniki naszych badan w mysim modelu glejaka z uzyciem cytometrii
przeplywowej wskazuja na migracje mikrogleju we wczesnym okresie po implan-
tacji glejaka, a nastepnie na infiltracje obwodowych makrofagow. Infiltrujace guz
mikroglej i makrofagi zamiast uczestniczy¢ w odpowiedzi przeciwnowotworowej,
pelnig kluczowa rola w regulacji jego wzrostu, przerzutowania i odpowiedzi na
terapie. Jednoczesnie, w celach naprawczych makrofagi indukuja tworzenie sie
naczyn krwionosnych oraz przebudowe tkanki tacznej. Komorki mikrosrodowiska
maja tez swoj udzial w powstaniu srodowiska immunosupresyjnego, umozliwia-
jacego ucieczke komorek nowotworowych spod nadzoru uktadu odpornosciowego.

Opracowane w Pracowni Regulacji Transkrypcji modele doswiadczalne w postaci
wspothodowli komoérek mikrogleju i glejaka, lub implantacja znakowanych GFP
komorek glejaka GL261 do mézgu myszy, dobrze odzwierciedlaja zjawiska ob-
serwowane w guzach ludzkich. Zaréwno in vitro jak w modelu zwierzecym obser-
wujemy zmiany morfologiczne, wzrost ruchliwosci oraz aktywacje procesow
biochemicznych i molekularnych charakterystycznych dla alternatywnie i proin-
wazyjnie aktywowanego mikrogleju.

Postulujemy, Zze mikroglej i makrofagi, ktore akumuluja sie w glejakach uzys-
kuja fenotyp M2 cechujacy sie m.in.: ekspresja receptorow btonowych, receptora
fragmentu Fc immunoglobuliny I1gG typu 2 (Fc-R2, CD23), receptora mannozo-
wego (MR), receptora CD14, receptorow typu ,scavenger”; wydzielaniem cytokin
przeciwzapalnych IL-10, TGF-p, brakiem aktywnosci cytotoksycznej, zwiekszona
ekspresjg arginazy 1 (Arg-1). Opisane cechy wskazuja na przeciwzapalne wlasci-
wosci komorek typu M2 i hamowanie przeciwnowotworowej odpowiedzi odpor-
nosciowej. Wyniki badan w modelu doswiadczalnych glejakow pokazuja, ze
niskoczasteczkowe inhibitory szlakéw przekaznictwa o dzialaniu przeciwzapal-
nym, takie jak cyklosporyna A i antybiotyk minocyklina, lub uzycie agonisty
A1AR (receptor nukleotydow adeninowych) hamuja infiltracje i aktywacje mikro-
gleju/makrofagow w glejakach, znosza ich proinwazyjne dziatanie, co prowadzi do
zahamowania neowaskularyzacji i progresji nowotworu.

Podsumowanie

Mikroglej pelni wazna role w utrzymywaniu homeostazy osrodkowego ukladu
nerwowego , wydziela czynniki neuroprotekcyjne, wpltywa na jego prawidlowy roz-
woj i roznicowanie, moduluje plastycznos¢ neuronalna u organizméw dorostych.
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Uszkodzenia mozgu o roznej etiologii indukuja kaskade patologicznych zmian, na
ktora sktada sie Smier¢ neuronow, aktywacja mikrogleju typu M1, reaktywna
astroglioza oraz uruchomienie uogolnionej odpowiedzi ukladu odpornosciowego.
W stanach patologicznych aktywny mikroglej produkuje cytokiny prozapalne i to-
ksyczne oraz liczne mediatory stanu zapalnego, ktore aktywuja sSmierc kolejnych
komorek poglebiajac uszkodzenie mozgu. Jednakze catkowita eliminacja mikro-
gleju zwykle ma dzialanie niekorzystne, gdyz pewne jego funkcje sa niezbedne dla
procesow protekcyjnych i naprawczych. Liczne dane wskazuja, Zze mozna farma-
kologicznie blokowac aktywacje mikrogleju i w ten sposob zmieniac¢ poziom eks-
presji cytokin prozapalnych, a co za tym idzie, charakter odpowiedzi komorek
glejowych w obszarze uszkodzenia. Badania ostatnich lat pokazuja tez alterna-
tywna aktywacje mikrogleju, ktora w przypadku glejakow wspiera inwazyjnosc
i hamuje odpowiedz immunologiczna. Lepsze poznanie funkcji i mechanizméw mo-
lekularnych aktywacji mikrogleju, moze umozliwi¢ subtelne przelaczanie jego funk-
cji w zaleznosci od pozadanego efektu. Zjawiska prozapalnej i proinwazyjnej
aktywacji mikrogleju mozna obrazowac¢ w dobrze zdefiniowanych modelach in vitro
i in vivo.
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Fig. 1 A-B. Interakcje neuron-mikroglej i obrazowanie jego aktywacji w mozgu po nie-
dokrwieniu. A. Schemat obrazuje, w jaki sposob stan spoczynkowy mikrogleju utrzymywany
jest przez sygnaly dostarczane przez neurony, takie jak CX3C-chemokine ligand 1 (CX3CL1),
ICAM-5 (ang. intercellular adhesion molecule-5), glikoproteiny blonowe CD47, CD200 i CD22,
ktore oddziatujg z wlasciwymi receptorami na mikrogleju. W hamowaniu aktywnosci mikro-
gleju wazna role pelnia oddzialywania neuroprzekaznikow z ich receptorami: dopaminy z re-
ceptorami dopaminy (D1, D2, D3 i D4) i noradrenaliny z adrenoceptorem oraz aktywnosc¢
elektryczna neuronoéw poprzez nieznany jeszcze mechanizm. Na mikrogleju znajduja sie tez
receptory cytokin immunosupresyjnych IL-10 oraz TGF B (ang. transforming growth factor ).
B. Zmiany morfologii komorek mikrogleju i astrocytow w korze moézgowej po uszkodzeniu
wywolanym przejsciowym niedokrwieniem uwidocznione w badaniach immunohistoche-
micznych: obszar uszkodzenia i Smierci neuronéw zobrazowano wykonujac barwienie Nissla.
Mikroglej znakowany byt lektyng B4 (brazowy kolor), natomiast astrocyty obrazowano prze-
ciwciatem rozpoznajacym kwasne wlokienkowe biatko astrocytow GFAP (czerwony kolor),
jadra komorkowe zabarwiono hematoksylina. PrzejSciowe niedokrwienie wywolywano przez
zamkniecie na 90 minut tetnicy Srodkowej mozgu (middle cerebral artery occlussion, MCAo),
co powoduje silne uszkodzenie mozgu i Smier¢ neuronéw. Preparaty przygotowane metoda
standardowa. (Fot. i opis szczegotlowy: Zawadzka M. i Kaminska B. 2005).

http://rcin.org.pl
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Fig. 2 A-B.Zmiany morfologiczne mikrogleju stymulowanego lipopolisacharydem.

A. Hodowle pierwotne mikrogleju przygotowywano z 1-dniowych oseskow szczurzych. Komorki
mikroglejowe po wysianiu na szalki pozostawiano na 48 godz., a nastepnie stymulowano
100 ng/ml lipopolisacharydem (LPS) lub tylko zmieniano pozywke. W 24 godz. po podaniu
LPS wykonano barwienie w roztworze Coomassie Brilliant Blue R-250. Zdjecie pokazuje
bipolarny ksztalt niestymulowanego mikrogleju i zmiany morfologii komoérek w kierunku
ameboidalnym po podaniu LPS: utrate wypustek, wzrost ciata komorki, powiekszenie jadra
komoérkowego. Preparaty przygotowane metoda standardowa (opis szczegéltowy: Kaminska
B. i inn. 2009). B. Zdjecie z mikroskopu swietlnego pokazuje bipolarny ksztatt niestymulo-
wanego mikrogleju i zmiany morfologii komoérek w kierunku ameboidalnym po podaniu LPS.
Barwienie F-aktyny za pomocg rodaminy z barwnikiem fluorescencyjnym TRIC ujawnia struk-
ture cytoszkieletu komorek, barwienie DAPI uwidocznia jadra komoérkowe. Zdjecie z mikro-
skopu fluorescencyjnego Olympus OX70 pokazuje bipolarny ksztalt niestymulowanego
mikrogleju i ameboidalny ksztatt komoérek w po podaniu LPS. Preparaty przygotowane metoda
standardowa. (Fot. i opis szczegolowy: Kwiatkowska A. iinn. 2011, Zawadzka M. i inn. 2012).
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Fig. 3 A-C. Aktywacja astrocytow w obszarze neurodegeneracji wywolywanej przejscio-
wym niedokrwieniem. A. Komorki umierajace z pofragmentowanym DNA uwidoczniono wy-
konujac detekcje fragmentacji DNA in situ metoda TUNEL. W moézgach zwierzat z operacja
pozorowana nie wykrywano fragmentacji DNA. W 24 godziny od wywolania 90 min niedo-
krwienia (MCAo) w moézgach zwierzat obserwowano silna fragmentacje DNA (zwlaszcza w ognisku
uszkodzenia — prazkowiu), Znakowane fluorescencyjnie preparaty analizowano przy uzyciu la-
serowego cytometru skaningowego. Preparaty przygotowane metoda opisana szczegoltowo:
Szydlowska K. i inn. 2010). B. Aktywacja i zmiany morfologiczne astrocytow w korze moz-
gowej uwidocznione za pomoca barwienia fluorescencyjnego. Wykonano podwojne barwienie
z przeciwciatlem rozpoznajacym GFAP, ktore jest markerem astrocytow (kolor czerwony) i ze
znacznikiem fluorescencyjnym DAPI (kolor niebieski). Preparaty przygotowane metoda opi-
sang szczegbdlowo: Szydlowska K. i inn. 2006). C. Aktywacja i zmiany morfologiczne astrocy-
tow pod wplywem cytokin prozapalnych in vitro. Hodowle pierwotnych astrocytow
stymulowano przez 24 godz. mieszaning cytokin prozapalnych: IL-1{, IFNy, TNFa (50 ng/ml).
Wykonano barwienie fluorescencyjne z przeciwciatem rozpoznajacym GFAP, ktore jest mar-
kerem astrocytow. Zdjecie pokazuje hipertrofie ciala komorki i wzrost wlokienkowatych
struktur zawierajacych GFAP. Skala, 50 pm. Fot. Kinga Szydlowska.
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Fig. 4 A-C. Akumulacja i aktywacja mikrogleju pod wplywem czynnikéw wydzielanych
przez glejaka w modelach doSwiadczalnych.

A - Pierwotne hodowle szczurzego mikrogleju byly eksponowane na pozywke znad glejaka
(GCM, glioma conditioned medium). Zmiany morfologiczne obrazowano po 24 godz. za po-
moca mikroskopii swietlnej lub fluorescencyjnej po barwieniu F-aktyny z falloidyna-TRIC;
jadra komoérkowe barwiono barwnikiem fluorescencyjnym DAPI. Preparaty przygotowane me-
toda standardowa (opis szczegolowy: Kwiatkowska A i inn. 2011).

B - Schemat doswiadczenia z implantacja znakowanych na zielono komorek glejaka pEGFP-
N1 GL261 za pomoca aparatu stereotaktycznego umozliwiajacego precyzyjna implantacje do
prazkowia myszy.

C - Zdjecia z mikroskopu konfokalnego obrazuja skrawki moézgu w 15 dni po implantacji gle-
jaka pEGFP-N1 GL261 do prazkowia myszy. Mikroglej i makrofagi akumulujace sie w guzie
wybarwiono przeciwcialem rozpoznajacym Ibal. Barwienie to nie rozr6znia mikrogleju i na-
ptywajacych z obwodu makrofagéw. Obserwowano akumulacje komoérek Ibal* oraz silne
zmiany morfologiczne, zwlaszcza w poblizu komorek glejaka (strzatki wskazuja stabo i silnie
powiekszone, ameboidalne komoérki mikrogleju. Skala: lewe zdjecie — 1000 um, prawe zdje-
cie — 20 pym. Preparaty przygotowane metoda standardowa. Fot. i opis szczegolowy: Gabru-
siewicz K. i inn. 2011.
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Pracownia Mikroskopii
Konfokalnej — Jarostaw Korczynski, Wanda Klopocka

Pracownia Mikroskopii Konfokalnej powstala w Instytucie Biologii Doswiad-
czalnej im. Marcelego Nenckiego w 2002 roku jako laboratorium srodowiskowe.
Wyposazona byta wowczas w dwa mikroskopy: fluorescencyjny DMI 6000 firmy
Leica oraz Mikroskop Konfokalny TCS SP2 rowniez firmy Leica. Mikroskopy te
umozliwialy obrazowanie glownie utrwalonych preparatow, mimo to juz samo za-
stosowanie do wizualizacji systemu konfokalnego stworzyto mozliwosci badawcze
do tej pory w Polsce nie osiagalne.

W roku 2008 w pracowni zainstalowano system konfokalny TCS SP5 STED
firmy Leica, wyposazony w komore Srodowiskowa, skaner rezonansowy oraz modutl
STED umozliwiajacy wizualizacje obrazow w duzej rozdzielczosci. Mikroskop ten
byl wéwczas jedynym tego typu urzadzeniem w Polsce i Europie Srodkowo-Wschod-
niej. Nastepnym krokiem w rozwoju pracowni bylo dokupienie obiektywow o diu-
gim dystansie pracy oraz komory srodowiskowej do mikroskopu TCS SP2. Dzieki
temu wyposazeniu uzytkownicy pracowni uzyskali szerokie mozliwosci prowadze-
nia badan przyzyciowych.
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Do roku 2007 pracownig kierowat dr Antoni Wrzosek. W 2008 roku kierownic-
two przejeta dr hab. Wanda Klopocka. Pracownia zatrudnia obecnie dwoch spec-
jalistow, Jarostawa Korczynskiego (biolog) oraz Artura Wolnego (informatyk),
ktorzy wspolpracuja z uzytkownikami mikroskopow, pomagajac im osiagnac jak
najlepszej jakosci wyniki obrazowania. Pracownia ponadto umozliwia kompletna
analize i obrobke uzyskanych obrazow mikroskopowych wykorzystujac zaawan-
sowane programy graficzne, jak np. AutoQuant, Imaris, MetaMorph, Huygens.

Mikroskopy konfokalne Leica TCS SP2 oraz TCS SP5 STED sa wyposazone w ze-
staw laserow pozwalajacy na wzbudzanie barwnikow fluorescencyjnych w catym
zakresie swiatta widzialnego i podczerwonego (tj. wzbudzenie od 458 do 633 nm).
Dodatkowo kazdy system posiada wielofotonowy laser femtosekundowy Mai Tai
firmy Spectra Physics emitujacy swiatto w zakresie dalekiej podczerwieni (710-
990 nm). Fale swiatla o takiej dtugosci, w potaczeniu z mozliwoscia dwufotono-
wego wzbudzania fluorochromow, pozwalaja na penetracje preparatow
tkankowych na glebokosc¢ ponizej 200 um, umozliwiajac np. badanie neuronow
gltebokich warstw korowych mozgu u zwierzat doswiadczalnych. Przy tego typu
eksperymentach wykorzystywane sg obiektywy o dlugim dystansie pracy (po-
wiekszenia 5x, 10x, 20x, 63x, bedace na wyposazeniu systemow konfokalnych
pracowni. Dodatkowo zainstalowane w mikroskopach komory srodowiskowe za-
pewniaja odpowiednia temperature, wilgotnosc¢ oraz stezenie dwutlenku wegla
podczas prowadzenia obserwacji przyzyciowych. W przypadku badan in vivo, tak
wyposazony mikroskop pozwala sledzi¢ np. powolne zmiany plastycznosci w skraw-
kach organotypowych z mozgu nawet przez kilka tygodni.

Zaletg mikroskopu konfokalnego jest dokladna wizualizacja preparatow w osiach
X, Y oraz Z

Fig. 1, (Pracownia Mikroskopii Konfokalnej). Obraz powstatly w ten sposob po-
zwala na tworzenie trojwymiarowej rekonstrukcji badanej probki przy uzyciu ta-
kich programoéw jak Imaris czy Image Pro Plus. Powstate rekonstrukcje moga
zostac poddane procesowi dekonwolucji w programach Huygens lub AutoQuant,
ktory eliminuje zaklocenia obrazu wywotane fizycznymi ograniczeniami optyki
mikroskopowej, w ten sposob staja sie niemal rzeczywistym odzwierciedleniem
badanych mikroskopijnych obiektow.

Warto w tym miejscu dodac, ze mikroskop Leica TCS SPS jest wyposazony w in-
nowacyjny modut STED (ang. Stimulation Emission Depletion) umozliwiajacy ob-
razowanie z rozdzielczoscia w osiach XY ponizej 90 nm, a wiec ponad dwa razy
wieksza niz w konwencjonalnych mikroskopach konfokalnych. Pozwala to na do-
kladniejsza analize preparatow barwionych fluorescencyjnie, m.in. szczegélowe
pomiary ksztaltu i lokalizacji wybarwionych struktur, a tym samym bardziej pre-
cyzyjne okreslenie ich ko-lokalizacji w preparacie. Natomiast z drugiej strony, przy
badaniu duzych obiektow biologicznych, mikroskop Leica TCS SPS5, dzieki zasto-
sowaniu zmotoryzowanego stolika, pozwala wykonac i potaczyc¢ ze soba w jedna
catosc¢ obrazy z sgsiadujacych z soba pol widzenia

Fig. 2, (Pracownia Neurobiologii). Przy prowadzeniu badan przyzyciowych, pa-
rametrem, na ktory warto zwroci¢ uwage jest rowniez rozdzielczos¢ czasowa mi-
kroskopu. Z jednej strony mikroskop Leica TCS SPS5, dzieki zastosowaniu
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dodatkowego skanera rezonansowego, moze zbierac¢ do 25 obrazow konfokalnych
na sekunde, co pozwala badac¢ bardzo szybkie procesy zachodzace w zywych ko-
morkach, jak np. sygnal wapniowy. Z drugiej strony automatyzacja stolika mi-
kroskopowego, mozliwos¢ utrzymywania statych warunkow otoczenia probki, jak
i dodatkowe oprogramowanie Live Data Mode, pozwalaja na dtugotrwate obser-
wacje powolnych zjawisk w badanym materiale (np. migracja i podziaty komorek
na szalce).

Poza wspomnianym obrazowaniem struktur komoérkowych, mikroskopy konfo-
kalne w pracowni pozwalaja rowniez na badanie wlasciwosci probki oraz procesow
w niej zachodzacych. Sa to m.in.: technika FRET (ang. Forster Resonance Energy
Transfer) uzywana do potwierdzania interakcji pomiedzy wyznakowanymi czas-
teczkami, czy tez technika FRAP (ang. Fluorescence Recovery After Photoblea-
ching), dzieki ktorej uzyskujemy informacje o wielkosci i ruchliwosci frakcji
mobilnych czasteczek w probce. Dodatkowo mikroskop Leica TCS SP2 posiada
przystawke do pomiaru czasow zaniku fluorescencji (FLIM — ang. Fluorescence
Lifetime Imaging Microscopy). Nieinwazyjna technika FLIM, pomaga badac z wy-
soka rozdzielczoscia czasowo-przestrzenng parametry Srodowiska, w ktorym znaj-
duje sie czasteczka fluorochromu, takie jak: stezenie jonow wapnia, pH, czy tez
interakcje pomiedzy czasteczkami (technika FRET — FLIM).

Aparatura znajdujaca sie w pracowni pozwala na prowadzenie badan zaréwno
komorek utrwalonych, jak tez zywych z uzyciem nowoczesnych znacznikow fluo-
rescencyjnych. Mozliwe jest nie tylko Sledzenie zmian na poziomie strukturalnym
Fig. 3, (Pracownia Molekularnych Podstaw Ruchow Komorkowych), ale pozna-
wanie molekularnych podstaw proceséw odpowiedzialnych m.in. za: przemiany
zachodzace w toku formowania sie nowych polaczen synaptycznych (takze w sta-
nach chorobowych, np. epilepsja), przekazywanie sygnalow i odpowiedz komo-
rek eukariotycznych na bodzce, regulacje cyklu komorkowego, programowana
Smier¢ komorek, endo- i egzocytoze, transport wewnatrzkomorkowy, homeostaze
jonowa, a takze procesow prowadzacych do zmian patologicznych, takich jak
transformacje nowotworowe, stres oksydacyjny czy insulinoopornosc. Pracownia
Mikroskopii Konfokalnej stanowi w Instytucie Nenckiego centrum obrazowania.
Wymienione aplikacje mikroskopow znajdujacych sie¢ w pracowni sprawiaja, ze
zastosowanie mikroskopii konfokalnej jest juz nieodzownym elementem w bada-
niach cytologicznych oraz molekularnych prowadzonych przez niemal wszystkie
zespoty badawcze Instytutu Nenckiego. WsSrod nich znajduja sie takie zagadnie-
nia jak:

1. Molekularne mechanizmy procesow plastycznosci neuronalnej, ktore ma za-
sadnicze znaczenie dla zrozumienia zjawisk pamieci i uczenia sig, a takze po-
wstawania uzaleznien oraz mechanizmow choréb neurodegeneracyjnych.

— Badano synteze i funkcjonowanie metaloproteaz w macierzy zewnatrzko-
morkowej w plastycznosci synaps i tworzeniu nowych potaczen nerwowych. W ob-
razowaniu przyzyciowym, monitorujac zmiany ksztattow kolcow dendrytycznych
wykazano, ze endogenna aktywnos¢ metaloproteaz (MMP) wywotuje wzrost kol-
cow dendrytycznych oraz zalezne od MMP tworzenie podklasy kolcow dendry-
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tycznych tzw. (z ang.) spine head protrusions (Pracownia Neurobiologii) (Michaluk
P.iinn. 2011).

Mikroskopia konfokalna umozliwita obrazowanie pojedynczych kolcow den-
drytycznych w kulturach neuronow Fig. 4, (Pracownia Biofizyki Komorki).

— Badajac role zewnatrzkomorkowej proteolizy w patogenezie padaczki poka-
zano istotne znaczenie metaloproteazy MMP-9 w epileptogenezie (dwoch farma-
kologicznie wywotanych modelach epilepsji). Mikroskopia konfokalna umozliwita
wizualizacje zwiazku tej metaloproteazy z synapsami na kolcach dendrytycznych
komorek hipokampa (Pracownia Neuromorfologii Molekularnej i Systemowej).
Wilczynski G. i inn. (2008)

— Pokazano zmiany w architekturze jadra komorkowego powstajace na skutek
impulsow nerwowych wywotujacych epilepsje. (rozklad chromatyny i bialek bio-
racych udzial w transkrypcji). Walczak A. i inn. (2013).

2. Interakcje glejak-mikroglej jako cel nowych terapii.

— Analiza obrazow skrawkow mozgow pokazata zmiany w mikrogleju w bezpo-
srednim sasiedztwie guza Fig. 5, (Pracownia Regulacji Transkrypcji)

— Wykazano wplyw komorek mikrogleju na hamowanie inwazyjnosci i migra-
cje komorek glejaka poprzez cyklosporyne A. (Gabrusiewicz K. i inn. 2011).

3. Transport i fizjologiczna rola karnityny oraz jej pochodnych w komoérkach
ukltadu nerwowego, zjawiska bardzo istotne w funkcjonowaniu bariery krew —
mozg.

— Zastosowanie mikroskopii konfokalnej umozliwilo okreslenie lokalizacji
transporterow karnityny w komorkach mozgu: astrocytach, neuronach, komor-
kach srodbtonka, stanowigcych model in vitro (Pracownia Procesow Transportu
w Blonach Biologicznych).(Czeredys M. i inn 2008, Samluk L. i inn. 2012).

4. Zmiany w organizacji i strukturze mitochondriow Fig. 6, (Pracownia Bio-
energetyki Blon Biologicznych) wywolywane przez stres czy mutacje w mito-
chondrialnym DNA i analiza zmian w funkcjonowaniu tych organelli w aspekcie
chorob neurodegeneracyjnych, kardiomiopatii, nowotworéw czy procesow sta-
rzenia.

— Badano mechanizm oddzialywania mitochondriow z blonami innych orga-
nelli komoérkowych np. wspoldziatanie blon: plazmatycznej, mitochondrialne;j
i siateczki sSrodplazmatyczne;.

— Role mitochondriow w apoptozie i starzeniu sie komorek. (Wojewoda M.
iinn. 2011).

5. Wplyw aktywnosci kanalow jonowych na funkcje mitochondriow oraz od-
dziatywania modulatorow kanatow potasowych z biatkami mitochondrialnymi

— Charakterystyka mitochondrialnych kanalow potasowych w miesniu szkie-
letowym oraz w moézgu (Pracownia Wewnatrzkomorkowych Kanalow Jonowych).
(Skalska J. i inn. 2008, 2009; Kajma A. i Szewczyk A. 2012).

6. Regulacja cyklu komoérkowego i rola punktu kontroli naprawy DNA i pun-
ktu kontroli mitozy w kancerogenezie, starzeniu komoéorkowym oraz apoptozie.
Procesy prowadzace do starzenie si¢ i Smierci komoérek leza w centrum zaintere-
sowania licznych osrodkow badawczych na swiecie. Ich mechanizmy oraz indu-
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kujace je Sciezki sygnalowe sa podobne do zmian prowadzacych do nowo- two-
rzenia oraz neurodegeneracji.

— Sledzono indukowane pekniecia nici DNA Fig. 7, (Pracownia Molekularnych
Podstaw Starzenia). (Korwek Z. i inn. 2012).

7. Zaleznosci strukturalno-funkcjonalne w ramach rodziny homologicznych
bialek wigzacych jony wapnia i btony biologiczne.

— Badano udziat gelsoliny i aneksyn w regulacji szkieletu aktynowego komorek
Fig. 8, (Pracownia Biochemii Lipidow).

8. Miozyny niekonwencjonalne w procesach migracji komorek i transportu we-
wnatrzkomorkowego organelli oraz innych struktur btonowych.

— Zarejestrowano zmiany w lokalizacji miozyny VI w rozmaitych komorkach,
w roznych warunkach doswiadczalnych.

— Pokazano dystrybucje miozyny VI w zlaczu nerwowo-miesniowym Fig. 9,
(Pracownia Molekularnych Podstaw Ruchow Komoérkowych). (Karolczak J. i inn.
2012).

9. Funkcje biatek podobnych do fosducyny w faldowaniu aktyny i tubuliny u pier-
wotniakow i w unieSmiertelnionych komoérkach ssakow.

— Pokazano lokalizacje badanych biatek oraz wzor utozenia ciatlek podstawo-
wych u Tetrahymena thermophila w komorkach o fenotypie dzikim oraz w mu-
tantach Fig. 10, (Pracownia Fizjologii Ruchow Komoérkowych).

— Mikroskopia konfokalna umozliwita takze przeprowadzenie szczegolowej ana-
lizy zmian struktury cytoszkieletu mikrotubularnego w komoérkach mutantow
Tetrahymena thermophila Fig. 11, (Pracownia Fizjologii Ruchow Komoérkowych).

10. Organizacja cytoszkieletu w typie dzikim i morfogenetycznych mutantach
orzeskow: Paramecium tetraurelia i Tetrahymena thermophila Fig. 12, (Pracownia
Regeneracji i Morfogenezy Protozoa).

— Badano m.in. biogeneze i ruchliwos¢ rzesek. Sharma N. i inn. (2007)

11. Molekularne mechanizmy przekazywania sygnatu przez receptory btonowe
komorek uktadu odpornosciowego, takich jak FcyRIIA i TLR4 (Pracownia Recep-
torow Blony Komorkowej). (Szymanska E. i inn. 2009, Kleveta G. i inn. 2012).

12. Lokalizacje i funkcje biatka CacyBP/SIP w chorobach neurodegeneracyj-
nych. (Pracownia Bialek Wigzacych Wapn).

— Wykazano interakcje i kolokalizacje biatka CacyBP/SIP z tubulina i biatkiem
tau oraz jego udziat w oligemeryzacji tubuliny. (Filipek A. i inn. 2008).

W Pracowni Mikroskopii Konfokalnej Instytutu Nenckiego prowadzone sa ba-
dania naukowe na poziomie Swiatowym. Jedna z najprezniej rozwijajacych sie
obecnie technik badawczych jest mikroskopia Swietlna. Zainteresowanie obrazo-
waniem i technikami mikroskopowymi zaowocowato udziatem Instytutu Nen-
ckiego w wielu krajowych i miedzynarodowych inicjatywach badawczych.
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Fig. 1 Projekcja 3D komorek glejaka C6. Wyznakowane filamenty aktynowe (czerwony) oraz
ufosforylowana kofilina (zielony). Fot. J. Korczynski — Pracownia Mikroskopii Konfokalne;j.

Fig. 2 Przekroj przez moézg szczura transgenicznego. Ekspresja GFP pod neurospecyficznym
promotorem Thy-1. Zdjecie wykonano za pomoca skanu mozaikowego. Fot. M. Stefaniuk —
Pracownia Neurobiologii.
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Fig. 3 Neurony korowe myszy z wybarwionymi filamentami aktynowymi w stozkach wzrostu
neurytu (czerwony) oraz mikrotubulami (zielony). Fot. T. Zajkowski — Pracownia Molekular-
nych Podstaw Ruchéw Komoérkowych.

Fig. 4 Obserwacja zmian w morfologii kolcow dendrytycznych w neuronach szczura.
Fot. M. Pyskaty — Pracownia Biofizyki Komorki.



78 J. Korczynski, W. Ktopocka. Pracownia Mikroskopii Konfokalnej

Fig. 5 Mikroglej (zielony) gromadzacy si¢ w poblizu guza glejaka GL261 (czerwony) w mozgu
myszy. Dodatkowe barwienie (niebieski) pokazuje immunosupresyjny fenotyp mikrogleju
wspierajacy wzrost glejaka. Fot. M. Sielska — Pracownia Regulacji Transkrypcji.

Fig. 6 Mioblasty z wyznakowanymi filamentami aktynowymi (zielony) i mitochondriami
(czerwony). Fot. J. Szczepanowska — Pracownia Bioenergetyki i Blon Biologicznych.
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Fig. 7 Jadro komorkowe prawidlowego ludzkiego limfocytu T, w ktérym w wyniku dziatania
zwigzku uszkodzajacego DNA, powstajg skupiska biatek yH2AX (zielony) i 53BP1 (czerwony).
Ich wspotwystepowanie swiadczy o peknieciu obu nici DNA. Fot. Z. Korwek — Pracownia Mo-
lekularnych Podstaw Starzenia.

Fig. 8 Komorki ludzkiego miesaka kosciopochodnego Saos-2 z wybarwionymi filamentami
aktynowymi (czerwony), gelsoling (zielony) i jadrem komoérkowym (niebieski). Fot. A. Cmoch
— Pracownia Biochemii Lipidow.
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Fig. 9 Rozklad miozyny VI (czerwony) w synapsie nerwowo-miesniowej na preparacie z mies-
nia szkieletowego szczura. Fot. J. Karolczak — Pracownia Molekularnych Podstaw Ruchéw Ko-
morkowych (Histochem Cell Biol 2012, in press).

Fig. 10 Wzor ulozenia cialek podstawowych (wyznakowana na czerwono centryna) w ko-
morkach Tetrahymena. Fot. C. Bregier (praca doktorska) — Pracownia Fizjologii Ruchow Ko-
morkowych.
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Fig. 11 Orzesek Tetrahymena thermophila z wybarwionymi mikrotubulami (czerwony)
oraz biatkiem oddzialywujacymi z mikrotubulami (zielony). Fot. E. Waclawek — Pracownia
Fizjologii Ruchoéw Komorkowych.

Fig. 12 Komorki Tetrahymena thermophila znakowane przeciwciatem poliklonalnym na tu-
buline (czerwony — cytoszkielet powierzchniowy i rzeski). Dwie géorne komorki zostaly trans-
formowane konstruktem genu TTLL z metka GFP (zielony — bialko wiazace sie na czubkach
rzesek). Fot. M. Dziadosz — Pracownia Regeneracji i Morfogenezy Pierwotniakéow.



82 J. Korczynski, W. Ktopocka. Pracownia Mikroskopii Konfokalnej

PiSmiennictwo

Czeredys M., Mysiorek C., Kulikova N., Samluk L., Berezowski V., Cecchelli
R., Nalecz K.A. (2008) A polarized localization of amino acid/ carnitine transpor-
ter B%* (ATB%*) in the blood-brain barrier. ,Biochem. Biophys. Res. Commun.”,
376: 267-270

Filipek A., Schneider G., Mietelska A., Figiel I. i Niewiadomska G. (2008) Age-
dependent changes in neuronal distribution of CacyBP/SIP: comparison to tubulin,
and the tau protein. ,J. Neural. Trans.”, 115(9): 1257-1264

Gabrusiewicz K., Ellert-Miklaszewska A., Lipko M., Sielska M., Frankowska
M. i Kaminska B. (2011) Characteristics of the alternative phenotype of micro-
glia/macrophages and its modulation in experimental gliomas. ,PLoS ONE”, 6(8):
€23902

Kajma A. i Szewczyk A. (2012) A new pH-sensitive rectifying potassium chan-
nel in mitochondria from the embryonic rat hippocampus. ,,Biochim. Biophys. Acta”,
1817: 1867-1878

Karolczak J., Sobczak M., Majewski L., Yeghiazaryan M., Jakubiec-Puka A.,
Ehler E., Stawinska U., Wilczynski G. i Redowicz M.J. (2013) Myosin VI in skele-
tal muscle: its distribution in the sarcomere, neuromuscular junction and muscle
nuclei. ,Histochem. Cell Biol.”, 139: 873-885

Kleveta G., Borzecka K., Zdioruk M., Czerkies M., Kuberczyk H., Sybirna N.,
Sobota A. i Kwiatkowska K. (2012) LPS induces phosphorylation of actin-regulatory
proteins leading to actin reassembly and macrophage motility. ,Histochem Cell
Biol.”, 139: 873-885

Korwek Z., Sewastianik T., Bielak-Zmijewska A., Mosieniak G., Alster O., Mo-
reno-Villaneuva M., Burkle A. i Sikora E. (2012) Inhibition of ATM blocks the eto-
poside-induced DNA damage response and apoptosis of resting human T cells.
»~DNA Repair”, 11(11): 864-873

Michaluk P., Wawrzyniak M., Alot P., Szczot M., Wyrembek P., Mercik K., Med-
vedev N., Wilczek E., DeRoo M., Zuschratter W., Muller D., Wilczynski G.M., Moz-
rzymas J.W., Stewart M.G., Kaczmarek L. i Wlodarczyk J. (2011) Influence of
matrix metalloproteinase, MMP-9 on dendritic spine morphology. ,J. Cell Sci.”, 124:
3369-3380

Samluk L., Czeredys M., Skowronek K. i Nalecz K.A. (2012) Protein kinase C re-
gulates amino acid transporter ATB(0,+). ,Biochem. Biophys. Res. Commun.”,
422: 64-69

Sharma N., Bryant J., Wloga D., Donaldson R., Davis R.C., Jerka-Dziadosz M.
i Gaertig J. (2007) Katanin regulates dynamics of microtubules and biogenesis of
motile cilia. ,.J. Cell Biol.”, 178: 1065-1079

Skalska J., Piwonska M., Wyroba E., Surmacz L., Wieczorek R., Koszela-Piot-
rowska 1., Zielinska J., Bednarczyk P., Dolowy K., Wilczynski G.M., Szewczyk A.
i Kunz W.S. (2008) A novel potassium channel in skeletal muscle mitochondria.
y,Biochim. Biophys. Acta”, 1777: 651-659

Skalska J., Bednarczyk P., Piwoniska M., Kulawiak B., Wilczynski G., Dotowy
K., Kudin A.P., Kunz W.S. i Szewczyk A. (2009) Calcium ions regulate K(+) uptake
into brain mitochondria: The evidence for a novel potassium channel. ,Int. J. Mol.
Sci.”, 10(3): 1104-1120



K. Piwocka. Cytometria przeptywowa... 83

Szymanska E., Korzeniowski M., Raynal P., Sobota A. i Kwiatkowska K. (2009)
Contribution of PIP-5kinase Ia to raft-based FcyRIIA singaling. ,Exp. Cell Res.”,
315: 981-995

Walczak A., Szczepankiewicz A.A., Ruszczycki B., Magalska A., Zamlynska K.,
Dzwonek J., Wilczek E., Zybura-Broda K., Rylski M., Dabrowski M., Szczepinska
T., Pawlowski K., Pyskaty M., Wlodarczyk J., Malinowska M., Szczerbal 1., Swi-
tonski M., Cremer M., Wilczynski G.M. (2013) Novel higher-order epigenetic regu-
lation of Bdnf gene upon seizures. ,,J. Neurosci.”, 33: 2507-2511

Wilczynski G.M., Konopacki F.A., Wilczek E., Lasiecka Z., Gorlewicz A., Mi-
chaluk P., Wawrzyniak M., Malinowska M., Olkuski P., Kolodziej L.R., Konopka
W., Duniec K., Mioduszewska B., Nikolaev E., Walczak A., Owczarek D., Gorecki
D.C., Zuschratter W., Ottersen O.P. i Kaczmarek L. (2008) Important role of mat-
rix metalloproteinase 9 (MMP-9) in epileptogenesis. ,J. Cell Biol.”, 180: 1021-1035

Wojewoda M., Duszynski J. i Szczepanowska J. (2011) NARP mutation and
mtDNA depletion trigger mitochondrial biogenesis which can be modulated by se-
lenite supplementation. ,Int. J. Bioch. Cell Biol.”, 43: 1178-1186

Cytometria przeplywowa
w Instytucie Nenckiego - Katarzyna Piwocka

Cytometria przeplywowa - troche historii i wspolczesnosé

Cytometria przeplywowa to technika umozliwiajaca ocene réoznych parametrow
zarowno w zywej jak i utrwalonej pojedynczej komorce. Zasada pomiaru jest ana-
liza rozproszenia Swiatla oraz fluorescencji komorek przeplywajacych jedna za
druga w laminarnym strumieniu cieczy przez system detektorow, ktora swoje po-
czatki ma w latach trzydziestych XX wieku, kiedy to Andrew Moldavian opisat urza-
dzenie shuzace do pomiaru krwinek ptynacych przez kapilare umieszczong na
stoliku mikroskopu a tym samym przedstawil pierwsza teoretyczna koncepcje
urzadzenia (Moldavian A. 1934). Przez kolejne lata, dzieki pojawiajacym sie roz-
wiazaniom dotyczacym regulacji przeplywu komorek, pomiaru sygnatu i mikroskopii
fluorescencyjnej i spektrofotometrii, technologia ta rozwijata sie doprowadzajac do
powstania pierwszego cytometru przepltywowego. W 1972 roku wprowadzono
nazwe FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter) dla okreslenia technologii sorto-
wania komorek na podstawie ich fluorescencji a szesc lat pozniej uznano termin
»,Cytometria przeplywowa” jako generalng nazwe tej techniki. Poczatkowo cytometry
zawieraly jeden laser, najczesciej bylo to laser emitujacy swiatlo o dlugosci fali
488 nm. Podstawowymi aplikacjami, do ktorych poczatkowo wykorzystywana
byla cytometria przeptywowa, byla ocena receptorow powierzchniowych komorek
ukladu immunologicznego (immunofenotypowanie), oraz analiza zawartosci DNA
w komorkach wybarwionych barwnikami wiazacymi si¢ stechiometrycznie z tan-
cuchem DNA. Jednoczesnie intensywnie rozwijaly sie badania komorek ulegaja-
cych apoptozie, czyli programowanej Smierci komorkowej (Kerr J. F i inn. 1972).
Odmiana cytometru przeptywowego jest sorter komorkowy, ktory potrafi nie tylko
zbierac i analizowac dane dotyczace przeplywajacych przez system komorek, ale
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takze wysortowac okreslone subpopulacje komorkowe, z bardzo wysoka wydajno-
Scig i czystoscia umozliwiajaca dalsze badanie lub hodowle uzyskanych populacji
komorek. Dzieki temu wykorzystywany jest w badaniach rzadkich populacji ko-
morek, na przyklad komorek macierzystych.

Wraz ze zwiekszeniem dostepnych fluorochromow oraz z rozwojem technologii
optycznych, pojawila sie mozliwos¢ tworzenia cytometrow wielolaserowych, a co za
tym idzie detekcji wielu parametrow w jednej komorce jednoczesnie. Cytometria
wieloparametrowa zwiekszyta znacznie wykorzystanie tej metodologii w badaniach
biologii komorki. Unikalna cecha, jaka jest mozliwosc¢ jednoczesnego pomiaru wielu
parametrow w jednej komorce data nieograniczone niemal mozliwosci analityczne
1 poznawcze.

Obecnie metody cytometryczne wykorzystywane sa w badaniach réznych para-
metrow zwiazanych z funkcja i biologia komorki takich jak: przezywalnos¢, rozne
parametry apoptozy, uszkodzenia DNA, dystrybucja cyklu komorkowego, synteza
DNA, immunocytochemiczne oznaczenia poziomu bialek wewnatrzkomorkowych
jak i powierzchniowych, immunofenotypowanie komorek uktadu immunologicz-
nego. Przykladowe zastosowanie cytometrii przeplywowej w badaniach apoptozy
przedstawiono na Fig. 1. Duzo dostepnych sond fluorescencyjnych pozwala na po-
miar aktywnych procesoéw, zachodzacych w zywej komorce. Przykladem jest po-
miar produkcji roznego typu reaktywnych form tlenu, w tym specyficzny pomiar
produkcji nadlenku wodoru (Fig. 2). Inne dostepne obecnie sondy umozliwiaja po-
miar poziomu jonow wapnia, potencjatu btony mitochondrialnej, pH, aktywnosci
roznych enzymow. Osobna kategorie stanowia badania oparte na metodach, ktore
nie byly pierwotnie dedykowane cytometrii, ale zostaly przemodyfikowane na jej
potrzeby, np. badania z wykorzystaniem technologii FRET.

Pracownia Cytometrii w Instytucie Nenckiego

Pierwsze badania z wykorzystaniem cytometrii w Instytucie Nenckiego pojawity
sie w latach 90-tych i dotyczyly analizy poszczegdlnych subpopulacji komorek
ukladu odpornosciowego, analizy cyklu komoérkowego i apopotozy oraz procesu
starzenia komorkowego (Sikora E. i inn. 1997, Radziszewska E. i inn. 1999, Jaruga
E. i inn. 2000, Piwocka K. i inn. 2001). Prowadzone byly poczatkowo we wspot-
pracy z innymi jednostkami, m. in. Instytutem Lekow w Warszawie, ktory posiadat
cytometr przeplywowy. Pierwszy cytometr — FACSCalibur firmy Becton Dickinson
pojawit sie w Instytucie w 2000 roku w zespole kierowanym przez prof. Ewe Si-
kore. Z biegiem czasu i rozwojem mozliwosci, jakie niesie cytometria, wykorzysta-
nie tej techniki stalo sie coraz powszechniejsze. Jednoczesnie, coraz wiecej
naukowcow z innych jednostek korzystalo z naszej pomocy. Stalo sie jasne, ze ko-
nieczne jest wydzielenie osobnej jednostki o charakterze Srodowiskowym, ktora
dzieki zatrudnieniu wysokiej klasy specjalistow, zapewniataby zaréowno fachowy
serwis i pomoc, zadbata o baze sprzetowa jak i umozliwita prowadzenie szerzej za-
krojonych badan naukowych z wykorzystaniem technik cytometrycznych. W czer-
wcu 2010 roku powstala w Instytucie Pracownia Cytometrii pod kierownictwem dr
Katarzyny Piwockiej. Pracownia poczatkowo dysponowata cytometrem przeptywo-
wym BD FACSCalibur (Fig. 3A) oraz trzy-laserowym sorterem komorkowym BD
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FACSAria (Fig. 3B), oba z firmy Becton Dickinson. Ze wzgledu na duze zaintere-
sowanie, wiek sprzetu i chec zwiekszenia oferty prowadzonych badan, rozpocze-
lismy intensywne starania o zdobycie funduszy na nowa aparature. W 2011 roku
uzyskalismy grant Funduszu Nauki i Technologii Polskiej na stworzenie Stano-
wiska do Analizy Cytometrycznej. Dzieki temu Pracownia wzbogacila sie o nowy,
najnowoczesniejszy cztero-laserowy analizator LSR Fortessa (Fig. 3C) oraz wlasna
hodowle komorkowa. Takie wyposazenie umozliwia prowadzenie wszelkich badan
i analiz bez Zadnych ograniczen technicznych. Od tego momentu Pracownia roz-
wineta intensywna dzialalnos¢ oparta na wspoétpracach z innymi zespotami w In-
stytucie, innymi instytutami i uczelniami, krajowymi i zagranicznymi (Ksiazek K. I.
iinn. 2006, Koziel R. i inn. 2010, Mikuta-Pietrasik J. i inn. 2012) oraz dziatalnosc¢
komercyjna. Kolejnym aparatem, ktory wzbogacit sprzetowo Pracownie Cytometrii
byl przeptywowy cytometr kapilarny Guava EasyCyte, ktory kupiony zostat w ra-
mach grantu 7 Programu Ramowego EU Biolmagine realizowanego w Instytucie.
Ten cytometr dedykowany jest do glownie do przesiewowych badan apoptozy i cy-
totoksycznosci i umozliwia stworzenie oferty dla firm biofarmaceutycznych lub
innych jednostek prowadzacych badania o charakterze przedklinicznym. Naszym
celem jest tez tworzenie nowych narzedzi badawczych i wprowadzanie nowych
rozwigzan o charakterze aplikacyjnym. Czesc¢ z tych prac dotyczy modyfikacji
i ulepszania metod izolacji i sortowania komorek progenitorowych z réznych tka-
nek. Jednoczes$nie, Pracownia Cytometrii, wykorzystujac miedzy innymi metody
cytometryczne, prowadzi wlasny program badan koncentrujacy sie wokot poznania
zagadnien zwiazanych z molekularnymi mechanizmami odgrywajacymi role w roz-
woju biataczek oraz nabywaniu opornosci na terapie (Wolanin K. i inn. 2006, 2010;
Kusio-Kobialka M. i inn. 2012a, b). Badania te prowadzone sa we wspolpracy
z partnerami zagranicznymi i finansowane w ramach réznych grantow badawczych.

Pracownicy Pracowni Cytometrii wlaczaja sie tez istotnie w dzialania o charak-
terze dydaktycznym i edukacyjnym. Prowadzimy coroczne kursy cytometrii dla stu-
dentow studium doktoranckiego Instytutu, dla studentow Studium Medycyny
Molekularnej oraz innych zainteresowanych. Organizujemy pokazy sprzetu oraz
inne wydarzenia o charakterze naukowym, w czesci z nich biorg udziatl miedzyna-
rodowi eksperci. Organizujemy takze praktyki dla stypendystow Krajowego Fun-
duszu na Rzecz Dzieci i staze naukowe dla studentéw réznych uczelni.

Nasze dzialania maja na celu stworzenie pracowni Srodowiskowej o duzej reno-
mie i rozpoznawalnosci. Obecnie wielu naukowcow z roznych osrodkow zwraca sie
do nas z propozycja wspolpracy w ramach realizowanych lub sktadanych grantow.
Nasze dzialania sa silnie wspierane przez miedzynarodowe towarzystwo naukowe
ISAC (International Society for Advancement of Cytometry), ktorego stypendystka
jest dr Piwocka (ISAC Scholar Fellow 2012-2016). W ciagu dwoch lat swojej dzia-
talnosci Pracownia Cytometrii stata sie doskonale wyposazona jednostka, rozwi-
nela swoje mozliwosci i ekspertyze, nawiazala liczne kontakty naukowe i obecnie
posiada bardzo duzy potencjatl, ktory zamierzamy wykorzysta¢ w kolejnych latach.
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Fig. 1 A-D Detekcja komorek apoptotycznych z wykorzystaniem technik cytometrycznych.
A. - morfologia jadra komoérkowego komoérek ulegajacych apoptozie, strzatki wskazuja ty-
powa dla apoptozy fragmentacje jader komorkowych i powstawanie tzw. cialek apoptotycz-
nych. Komoérki po utrwaleniu w etanolu barwiono barwnikiem Hoechst 33258. B. — pomiar
przezywalnosci z wykorzystaniem testu wylaczania jodku propidyny (PI). Zaznaczono ko-
morki zywe, ktore aktywnie wypompowuja barwnik i majg niska fluorescencje, oraz komorki
martwe z uprzepuszczalniona btong komorkowa, zabarwione na czerwono. C. — detekcja tzw.
populacji SubG1, czyli komoérek apoptotycznych z pofragmentowanym DNA; zaznaczono fazy
G1, SiG2/M cyklu komérkowego oraz SubG1l. D. — detekcja komorek apoptotycznych z ak-
tywna kaspaza 3, z wykorzystaniem przeciwciala sprzezonego z fluorochromem, rozpoznaja-
cego tylko aktywna forme kaspazy 3. Zaznaczono frakcje komoérek charakteryzujacych sie
podwyzszonag fluorescencja, czyli obecnoscig aktywnej kaspazy 3.
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Fig. 2 Detekcja produkcji HyO, w Zywych komorkach z wykorzystaniem przyzyciowej sondy
DCFH-DA.

A, schemat pomiaru H,O, z wykorzystaniem sondy DCFH-DA, ktora po wejsciu do komorek
na zasadzie dyfuzji ulega hydrolizie, a po utlenieniu przeksztalcana jest we fluorescencyjny
zwigzek DCF (dichlorofluoresceine), ktory jest mierzony z wykorzystaniem cytometrii prze-
plywowej. B, pomiar produkcji H,O, w komérkach kontrolnych i apoptotycznych, zazna-
czono frakcje komorek apoptotycznych z podwyzszonym poziomem H,O,.
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Fig. 3 A-C Czes¢ urzadzen stanowigcych wyposazenie Pracowni Cytometrii Instytutu Nenc-
kiego. A — cytometr przeptywowy BDS FACSCalibur, wyposazony w laser 488 nm i czerwonag
diode 635 nm. B — analizator BD LSR Fortessa wyposazony w lasery 355 nm, 405 nm, 488 nm
i 635 nm. C - sorter komoérkowy BD FACSAria wyposazony w lasery 405 nm i 488 nm oraz
lampe UV. Fot. Katarzyna Piwocka.
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Laserowa Cytometria
Skaningowa — Joanna Szczepanowska

Laserowa Cytometria Skaningowa (LSC) jest technika pozwalajaca na szybka
i obiektywna analize iloSciowa i jakosciowa zdarzen zachodzacych w komorkach
zyjacych i utrwalonych. Laserowy Cytometr Skaningowy typu iCys automatycznie
selekcjonuje, wizualizuje i analizuje probe. W przeciwienstwie do znanej metody
cytometrii przeptywowej, technika cytometrii skaningowej pozwala na badanie
materiatu biologicznego przylegajacego do podtoza (np. komorki, skrawki tkanek).
Dlatego przy pomocy cytometrii skaningowej mozna badac i oceniac iloSciowo
liczne zdarzenia zachodzace w roznych przedzialach komorki np.: w jadrze ko-
morkowym (Fig. 1), mitochondriach (Fig. 4, 5), w cytoplazmie — np. filamenty
aktynowe i mikrotubule (Fig. 3). Ponadto, na podstawie analizy obrazu mozna
badac procesy zachodzace w czasie (w zywych komorkach) takie jak: cykl ko-
morkowy, generacja reaktywnych form tlenu (Fig. 2) i azotu, zmiany poziomu
jonow wapnia (Fig. 2), potencjal elektryczny na wewnetrznej btonie mitochond-
rialnej, pojawianie si¢ uszkodzen DNA w jadrze komorkowym (Fig. 1) oraz prze-
budowa cytoszkieletu.

Aparat LSC typu iCys wyposazony jest w 3 lasery, co sprawia, ze prace ba-
dawcze mozna prowadzi¢ z uzyciem szerokiego wachlarza znacznikow fluores-
cencyjnych, a tym samym analizowac rownolegle rézne procesy i zdarzenia
zachodzace w komorece.

Takie podejscie metodyczne pozwala na doglebne zrozumienie szerokiego spek-
trum dziedzin biomedycyny, w tym biologii nowotworow, badan nad komoérkami
macierzystymi, chorob zakaznych oraz takich zagadnien jak apoptoza, starzenie,
regulacja transkrypcji, przekaznictwo sygnalowe, regulacja receptorow blony ko-
morkowej, regulacja wewnatrzkomorkowych kanatoéw jonowych, neurobiologia,
bioenergetyka mitochondriow i regulacja metabolizmu.
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Fig. 1 A-C Jadra komorkowe, komorki osteosarkoma 143B. A. Wyznakowane podwojne pek-
niecia DNA, za pomoca odpowiednich przeciwciat (kolor zielony lub zo6lty).Obraz otrzymany
w mikroskopie konfokalnym. B. Metoda zaznaczania analizowanego zdarzenia w LSC, w tym
przypadku jadra komoérkowego (kolor czerwony) oraz catej komorki (kolor zielony). Obraz
otrzymany w LSC. C. Galeria oraz cate pole skanowanego preparatu w LSC. Wyznakowane
jadra komoérkowe przy pomocy odpowiedniego znacznika fluorescencyjnego. Fot. Joanna
Szczepanowska.

Fig. 2 A-B Przyzyciowe badania wykonane przy pomocy LSC, komorki osteosarkoma 143B
(obraz otrzymany w LSC). A. Wyznakowane reaktywne formy tlenu przy uzyciu znacznika
fluorescencyjnego DCF. B. Wyznakowany poziom jonoéw wapnia przy uzyciu znacznika fluo-
rescencyjnego (Fluo 4) (kolor amarantowy). Obraz przestrzenny komorek zmodyfikowany wg
programu LSC. Fot. Joanna Szczepanowska.



92 J. Szczepanowska. Laserowa Cytometria Skaningowa

Fig. 3 A-D Morfologia komorki. Przyklady mozliwosci uzycia analizy LSC w preparatach
utrwalonych. Obrazy wykonane w mikroskopie konfokalnym. A. Obraz komérek nowotwo-
rowych (typ HCC1937), wyznakowany cytoszkielet za pomoca znacznikéw (kolor czerwony —
filamenty aktynowe, kolor zielony — mikrotubule, kolor niebieski — jadra komérkowe). B. Fib-
roblast ludzki, wyznakowany kompleks przylegania (kolor czerwony — winkulina) oraz cy-
toszkielet (kolor zielony — filamenty aktynowe). C. Komorki osteosarkoma 143B, wyzna-
kowane mikrotubule (kolor czerwony). D. Komorki — fibroblasty mysie, wyznakowane mi-
krotubule (kolor niebieski), mitochondria (kolor z6étty) i jadra komoérkowe (kolor amarantowy).
Fot. Joanna Szczepanowska.
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Fig. 4 A-B Mitochondria w komoérce. A. Fibroblasty ludzkie (kolor czerwony — mitochondria,
zielony — filamenty aktynowe, niebieski — jadro komérkowe), preparat utrwalony. B. Komoérki
osteosarkoma 143B, (barwienie przyzyciowe mitochondriéw znacznikiem JC-1). Fot. Joanna
Szczepanowska.

1517 pm

Fig. 5 A-B Mitochondria i cytoszkielet w komoérce. A. Fibroblasty ludzkie (kolor czerwony -
mitochondria, zielony — aktyna). B. Limfocyty (kolor czerwony — mitochondria, zielony — ak-
tyna, niebieski — jadra komérkowe). Fot. Joanna Szczepanowska.
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Indeks rzeczowy

A
adhezja do podtoza - 44
agregaty synuklein 63
aktyna - 32, 35, 45, 46, 64, 68, 75-78,90,
92,93
Amoeba proteus - 21-25, 44-46
Amoebozoa - 29
amyloid - 63
analiza ruchu - 9, 12, 14-22, 25, 26, 60, 65, 73
analizator BD LSR Fortessa - 85, 88
aneksyna - 75
aparat skurczu - 32-36, 38-39, 41
apoptoza - 74, 83, 84-86, 90
astrocyty - 57, 64, 65, 67, 69, 71, 74
atrofia miesnia - 34, 38-40

B
barwnik DAPI - 64, 66, 69, 70
barwnik Hoechst 33258 - 86
barwnik Nissla - 67
biatka prionowe - 63
biatka strukturalne - 64
biatka tau - 75, 82
btona komoérkowa - 24, 27, 28-30. 33, 40, 75, 86

C
Chaos chaos - 22
chemotaksja - 10
chemotaksja dodatnia - 10

ujemna - 10
choroby neurodegeneracyje - 62, 63, 73-75, 77
chromatyna - 58
Codonellopsis balechi - 48, 49
cykl komoérkowy - 50, 73, 84, 86, 90
cyklosporyna A - 65, 74
cykloza - 14
Cymatocylis affinis/convallaria - 47, 49
Cymatocylis dragalski - 48, 49
cytokiny - 64-67, 69, 71
cytometr - FACSAria, Becton Dickinson -85, 87
cytometr — FACSCalibur, Becton Dickinson - 84,
88
cytometr kapilarny Guava EasyCyte - 85
cytometria przeplywowa - 62, 65, 83-90
cytoszkielet - 44, 50, 51, 64, 68, 75, 81, 90,
92, 93

czerwien rutenowa - 27, 29
czeS¢ postsynaptyczna synapsy - 52 54
czeS¢ presynaptyczna synapsy - 54
czynniki nekrozy nowotworu alfa - 64

D
dichlorofluoresceina - 87
Diplostomum pseudospathaceum - 44, 46
dopamina - 67
dwéjtomne krysztaly - 14-16
dwuwartosciowe kationy - 10

E
egzocytoza - 29, 73
ekspresja arginazy 1 (Arg-1) - 65
ekspresja genéw - 50, 64
elektroforeza - 28
endocytoza - 27, 28
endosom - 28, 30
epilepsja - 73, 74
Euglena gracilis - 20, 21
eugleny 19-21
Eukaryota - 27, 28, 31, 32
Excavata - 29
F
fagocytoza - 28, 30
fagosm - 28
F-aktyna - 45, 68, 70
fibroblast - 92, 93
film - 7, 11, 12, 14, 18, 20, 22, 25, 26
filmowanie zjawisk ruchowych - 18
fluorescencyjna mikroskopia konfokalna - 52-60,
71-83
fosfolipaza C - 27, 29
fragment Fc immunoglobuliny IgG typu2 - 65
funkcjonowanie mies$nia - 33, 34
G
gelsoliny - 75, 79
gen - 27-29, 31, 32, 50, 52, 63, 64, 81, 83
genom Paramecium - 27, 50
glikoproteiny blonowe - 67
granulocyty - 65
guz glejaka GL261 - 65, 70, 78
guzy mozgu - 62, 65

H
hematoksylina - 67
hipertrofia astrocytéw - 64
homologiczna surowica odpornosciowa -14, 16,

I
immobilizacja pierwotniakéw - 14
immunoznakowanie zlotem koloidalnym - 27, 28
in vitro - 62, 54-66, 69, 71, 74
in vivo - 62, 66, 71, 72
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insulinoopornos¢ - 73

inteleukina 1 beta - 64

interferencyjny kontrast fazowy - 11, 13, 23
interferon gamma - 64

J
jadro - 46, 58, 59, 67, 64, 68, 70, 74, 79, 86,
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