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STRESZCZENIE

igracja komoérkowa jest zlozonym procesem biologicznym zaangazowanym w pra-

widlowe funkcjonowanie organizmow wielokomdorkowych. Poszczegodlne jej eta-
py przebiegaja pod Scisla kontrola licznych Sciezek sygnalizacyjnych, ktére koordynuja
ukierunkowana przebudowe cytoszkieletu aktynowego. Kluczowymi elementami w tym
procesie sa male GTPazy z rodziny Rho (RhoA, Racl i Cdc42), ale tez liczne kinazy bial-
kowe, lipidowe, jony wapnia czy bialka mechanosensoryczne. Poznawanie tych skom-
plikowanych zaleznosci jest mozliwe dzieki stale rozwijanym technikom mikroskopii
fluorescencyjnej. Zauwazalny postep w tej dziedzinie dokonat sie dzieki opracowaniu
biosensorow bialkowych, ktérych dzialanie opiera si¢ na zjawisku bezpromienistego
rezonansowego transferu energii (FRET) pomiedzy bialkami fluorescencyjnymi. Przeja-
wiaja one zmiany wydajnosci transferu w spos6b zalezny od aktywnosci badanych bia-
lek. Odpowiednio zaprojektowane i systematycznie doskonalone konstrukty tego typu
pozwalaja na obserwacje w czasie rzeczywistym zmian aktywnosci elementéw sygnali-
zacyjnych w migrujacych komérkach. Wykorzystanie biosensoréw typu FRET dla bialek
Rho i innych kluczowych Sciezek stale dostarcza cennych informacji, ktére zmuszaja do
weryfikacji dotychczasowego stanu wiedzy na temat ruchéw komérkowych.

WPROWADZENIE

Migracja komorek jest kluczowym procesem dla rozwoju i funkcjonowa-
nia organizméw wielokomoérkowych. Aktywne przemieszczanie komoérek
lezy u podstaw tak waznych proceséw fizjologicznych, jak: rozwéj zarod-
kowy, odpowiedz ukladu odpornosciowego na patogeny, gojenie ran oraz
patologicznych, jak tworzenie przerzutéw przez komérki nowotworowe [1].
W klasycznym modelu migracji komoérek zwierzecych wyréznia sie 3 pod-
stawowe fazy ruchu: wysuwanie wypustki migracyjnej, tworzenie nowych
miejsc adhezji oraz retrakcje komoérki [1,2].

W pierwszym etapie ruchu dzigki polimeryzacji aktyny biona komoérko-
wa ulega przesunieciu, a komoérka zwieksza powierzchnie wytwarzajac na
krawedzi wiodacej wypustki migracyjne, takie jak m.in. filopodia czy lamel-
lipodia. Filopodia to cienkie palczaste wypustki wypelnione wigzkami row-
nolegle ulozonych wilokien aktyny. Uwaza sie, ze pelnig kluczowa funkcje
w reakcjach kierunkowych komorek i stuza do ,badania” otoczenia przez
komoérke, co po napotkaniu odpowiedniego bodzca skutkuje polaryzacja ko-
morki i obraniem odpowiedniego kierunku ruchu [1,3]. Komérki poruszaja
sie w ukladach dwuwymiarowych najczesciej z wytworzeniem lamellipo-
dium, czyli szerokiej, plaskiej wypustki wypelnionej siecia rozgatezionych
wiékien F-aktyny, ktére w miare powiekszania sie lamellipodium ulegaja
ciaglej przebudowie. Aby komoérka mogta efektywnie sie przemieszczac ko-
niecznym jest, by nowo powstala wypustka ulegta przyczepieniu do podio-
za, po ktérym komorka sie porusza. W oddzialywaniu tym najczesciej biora
udzial integryny, biatka transblonowe, ktére czescig zewnatrzkomoérkowa
tacza sie z biatkami macierzy pozakomoérkowej (ECM, ang. extracellular ma-
trix). We wnetrzu komoérki integryny oddziatuja z kolei z filamentami akty-
nowymi poprzez szereg bialek kotwiczacych, takich jak: talina, a-aktynina
i winkulina [1]. Z czasem pojedyncze polaczenia integrynowe dojrzewaja
w wieksze kompleksy skladajace sie z wielu czasteczek integryn Iaczacych
cytoszkielet aktynowy z macierza zewnatrzkomoérkows, czyli kontakty zo-
gniskowane (ang. focal contacts). Aby umozliwi¢ przesuniecie komorki, doj-
rzate kompleksy adhezyjne musza ulec zerwaniu, co ma miejsce w ostatniej
fazie ruchu - retrakcji. W tej fazie ruchu, dochodzi do aktywacji miozyny 1I,
skurczu ciata komorki, zerwania polaczen z macierzg zewnatrzkomoérkowa
w jej tylnej czesci i przesuniecia calej komoérki w kierunku ruchu. Oprécz
czynnikow czysto mechanicznych, za oderwanie tylu komérki od podioza
odpowiedzialne moga by¢ réwniez inne czynniki, na przyklad produkowane
przez komorke proteazy, takie jak kalpaina [1].
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Wszystkie opisane zdarzenia zwigzane z przebudowa
sieci aktynowej komoérki podczas jej ruchu wymagaja od-
powiedniej koordynacji tak, aby komérka mogta efektyw-
nie sie przemieszczaé. W przedniej czesci komoérki musza
dominowac procesy zwigzane z polimeryzacja aktyny,
powstawaniem nowych wiékien aktynowych oraz miejsc
adhezji, a w tylnej ze skurczem i odrywaniem komorki od
podtoza. Kluczowymi biatkami w koordynacji tych pro-
ceséw sg monomeryczne GTPazy z rodziny Rho.

UDZIAL BIALEK Rho W REGULAC]I MIGRAC]JI

Mate biatka G z rodziny Rho (GTPazy Rho) naleza do
nadrodziny bialek Ras i stanowia grupe okoto 20 biatek
uwazanych za gtéwne regulatory dynamiki cytoszkiele-
tu aktynowego w komorce. Przez wplyw na cytoszkielet
aktynowy sa one zaangazowane m.in. w polaryzacje, mi-
gracje, adhezje oraz podzial komorki [3,4]. Swoja nazwe
zawdzieczaja stosunkowo niskiej masie czasteczkowej
(ok. 20 kDa) oraz temu, ze ich aktywnos¢ zalezna jest
od zwigzania guanozyno-5'-trifosforanu (GTP). Biatka
Rho okreslane sa czesto mianem przelacznikéw mole-
kularnych (ang. molecular switches) poniewaz w komorce
nieustannie przechodza pomiedzy stanem aktywnym,
wiazac GTP, kiedy to moga regulowacé aktywnosé innych
biatek sygnatlowych oraz nieaktywnym, gdy zwigzane sa
z GDP.

Obecnie wyrézniane sa dwa typy biatek Rho - klasycz-
ne i atypowe, ktoére réznig sie sposobem aktywacji [3].
Do biatek klasycznych zaliczanych jest trzech najbardziej
konserwatywnych i najlepiej przebadanych przedstawi-
cieli tej rodziny, ktérych udziat w migracji komérek zo-
stal tez najszerzej opisany, biatka Cdc42, Racl i RhoA [2].
Do pelnej aktywacji biatka Rho konieczne sg 2 czynniki:
przemieszczenie biatka z cytoplazmy do blony komér-
kowej lub bton wewnatrzkomérkowych, gdzie zostaje
zakotwiczone faricuchem izoprenylowym oraz wymiana
zwigzanego nukleotydu z GDP na GTP. Biatka Rho po-
siadaja wysokie powinowactwo do nukleotydéw guani-
nowych przy jednoczesnym niskim stopniu wymiany
GDP/GTP oraz niskiej aktywnosci GTPazowej [4]. Aby
zapewni¢ szybkie przesyltanie sygnatu konieczny jest za-
tem udzial dodatkowych biatlek modulujacych ich aktyw-
nos¢. Regulacja aktywnosci bialek Rho odbywa sie przez
3 rodzaje bialek regulatorowych: czynniki wymiany nu-
kleotydéw guaninowych (GEF, ang. gquanine nucleotide
exchange factor), inhibitory dysocjacji GDP (GDI, ang. gu-
anine nucleotide dissociation inhibitor) oraz biatka zwieksza-
jace aktywnos¢ GTPazowa (GAP, ang. GTPase activating
proteins) [3,4]. Biatka GEF prowadza do aktywacji biatek
Rho przez wymiane zwigzanego z biatkiem GDP na GTP.
U czlowieka opisano dotychczas okoto 70 réznych biatek
GEF, przy czym jedno biatko GEF moze aktywowac kil-
ku réznych przedstawicieli rodziny Rho. Biatka GDI sa
mniej zré6znicowane (opisanych zostato 3 przedstawicie-
li), a ich zadaniem jest blokowanie korica izoprenylowe-
go, co zapobiega przejéciu biatka Rho z cytoplazmy do
btony komérkowej oraz ochrona zwigzanego biatka Rho
przed degradacja. Biatka GAP moga by¢ specyficzne dla
jednego typu biatek Rho (np. CDC42GAP) lub, podob-
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nie jak GEF, modulowac¢ aktywnos¢ kilku réznych biatek
Rho. Ich dziatanie opiera si¢ na zwigkszaniu aktywnosci
GTPazowej biatka Rho, a tym samym skrdceniu czasu
jego zwigzania z GTP i mozliwosci aktywowania innych
biatek [2-4].

Zgodnie z kanonicznym modelem udziatu bialek Rho
w regulacji migracji komérek przyjmuje sig, ze aktyw-
noé¢ biatek Cdc42 i Rac zwiazana jest ze stymulacja po-
limeryzacji aktyny i tworzeniem wypustek w przedniej
czedci komorki, a aktywacja biatek Rho odpowiada za ge-
nerowanie skurczu aktomiozynowego w tylnej czesci mi-
grujacej komorki. Bialko Cdc42 opisywane jest jako klu-
czowe w tworzeniu filopodiéw. Biatka Rac biora udzial
w migracji komorki przez regulacje powstawania lamel-
lipodium. [2,3]. Natomiast rola RhoA w procesie migracji
sprowadza sie gléwnie do regulacji tworzenia widkien
naprezeniowych w tylnej czesci komoérki, ktére kurczac
sie umozliwiaja oderwanie jej od podtoza i przesuniecie
ciata komorki w kierunku ruchu [5].

Cho¢ liczne dane literaturowe wskazuja na kluczowa
role matych GTPaz z rodziny Rho w regulacji migracji
komorek, jest to tylko jeden z wielu elementéw regulacyj-
nych tego niezwykle zlozonego procesu. Regulacja kie-
runkowej migracji komoérek opiera sie w rzeczywistosci
na koordynacji dziatania réwniez wielu innych biatek, w
tym enzymoéw o aktywnosci kinazowej, ktére odpowia-
daja za przesylanie sygnatu od receptoréw blonowych do
poszczegélnych efektoréw warunkujacych rearanzacje
cytoszkieletu. Sg to miedzy innymi 3-kinaza fosfatydylo-
inozytolu (PI3K), kinazy bialkowe PKA, PKC oraz Akt.
Poszczegodlne etapy migracji moga by¢ réwniez koordy-
nowane przez kontrolowane zmiany cytoplazmatycz-
nego poziomu jonéw wapnia, ktére moga oddziatywac
na biatka efektorowe, czesto z pominieciem biatek Rho.
Procesy migracyjne w warunkach naturalnych wymaga-
ja dodatkowo zlozonej interakcji z elementami macierzy
zewnatrzkomorkowej, w ktorej komoérki funkcjonuja. Do
migracji przez gesta sie¢ widkien macierzy czesto po-
trzebna jest aktywnos¢ wydzielanych przez komérke lub
zwigzanych z btona komoérkowa enzymoéw proteolitycz-
nych, takich jak metaloproteinazy [6,7].

Wiekszos¢ danych na temat aktywnosci oméwionych po-
wyzej komponentéw, ktérymi do niedawna dysponowano,
pochodzita z posrednich badan biochemicznych lub z obser-
wagji utrwalonych uprzednio komorek. Jednak do pelnego
zrozumienia proceséw zachodzacych w czasie migracji ko-
nieczna jest mozliwos¢ okreslenia czasowej sekwencji wyste-
powania réznych zdarzen oraz ich precyzyjnej lokalizacji w
komoérce. Stad pojawila sie potrzeba opracowania nowych
metod badawczych, ktére pozwalatyby na precyzyjne mo-
nitorowanie aktywnosci kluczowych regulatoréw migracji
komorek w czasie rzeczywistym i z wysoka rozdzielczoscig
przestrzenna. Taki wglad w mechanizmy sygnalowe we-
wnatrz zywych, migrujacych komoérek jest mozliwy dzieki
doskonalonym latami technikom mikroskopii fluorescencyj-
nej. Szczegdlnie duzy postep nastapit od czasu wprowadze-
nia do tych badan ré6znobarwnych biatek fluorescencyjnych.
Warsztat badawczy wzbogacito dodatkowo wprowadzenie
technik obrazowania z pogranicza biologii i fizyki, szczego6l-
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Rycina 1. Zjawisko FRET na przykladzie pary CFP-YFP. A) Diagram Jablori-
skiego przedstawiajacy zjawisko fluorescencji CFP i FRET. Absorpcja fotonu
powoduje przeniesienie elektronu do stanu wzbudzonego. Jezeli elektron znaj-
dzie sie¢ w wyzszym stanie wibracyjnym, proces relaksacji wibracyjnej pozwoli
mu pozby¢ sie nadmiaru energii, sprowadzajac go do podstawowego poziomu
wibracyjnego danego poziomu elektronowego. Powrét wzbudzonego elektronu
do stanu podstawowego moze nastapic¢ na drodze kilku konkurencyjnych pro-
cesow, miedzy innymi fluorescencji (lewa strona) oraz FRET (prawa strona). W
przypadku fluorescengji, elektron powraca do podstawowego stanu elektrono-
wego emitujac energie w postaci fotonu. W zjawisku FRET relaksacja donora jest
bezpromienista, a nadmiar energii jest przekazywany poprzez dlugodystansowe
oddzialywania dipol-dipol na akceptor. Tak wzbudzony elektron moze wrécié
na poziom podstawowy emitujac fluorescencje charakterystyczng dla czasteczki
akceptora. Wystepowanie zjawiska FRET powoduje zmniejszenie intensywnosci
fluorescencji donora. B) Widma CFP i YFP z zaznaczonym obszarem naktadania
sie widm emisji CFP i absorpcji YFP. Na podstawie [17], zmienione.

nie wykorzystanie metod opartych o zjawisko bezpromieni-
stego rezonansowego transferu energii (FRET, ang. Forster
Resonance Energy Transfer) pomiedzy biatkami fluorescencyj-
nymi sprzeganymi z elementami sygnalizacyjnymi. Dosko-
nalenie konstruktéw oraz metod ich obrazowania na prze-
strzeni lat doprowadzito do licznych odkry¢, ktére kaza nam
czesciowo zweryfikowaé dotychczasowe poglady na wiele
aspektow dotyczacych migracji komérkowej [8].

FRET

Zjawisko bezpromienistego rezonansowego transferu
energii zostato po raz pierwszy opisane w 1948 roku przez
Theodora Forstera [9]. Na przetomie lat 60. i 70. XX wieku
nastgpil dynamiczny rozwéj tej techniki, pozwalajacy zasto-
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sowac ja do wyrafinowanych badan biologicznych [10,11].
Efekt FRET polega na bezpromienistym przekazie energii w
wyniku ditugodystansowych oddziatywan dipol-dipol po-
miedzy wzbudzong czasteczka donora (D) oraz akceptora
(A) bedacego w stanie podstawowym. Czasteczka donora
musi by¢ fluoroforem, natomiast czgsteczka akceptora wy-
starczy, ze bedzie chromoforem. Zazwyczaj jednak stosuje
sie molekuly fluorescencyjne. Schemat procesu przedsta-
wiono na rycinie 1A. Warunki ktére musza by¢ spelnione,
aby wystapil efektywny proces bezpromienistego transferu
energii pomiedzy parg D-A, sa nastepujace:

* widmo emisji donora musi przynajmniej czes$ciowo
pokrywaé sie z widmem absorpcji akceptora (Ryc. 1B)
[12],

e centra chromoforowe czgsteczek musza sie znajdowac

w odpowiedniej wzajemnej orientacji przestrzennej
[13,14],

* czasteczki musza znajdowac si¢ odpowiednio blisko
siebie (zazwyczaj <100 A).

Zaleznos¢ wydajnosci transferu energii (E) od odlegto-

$ci miedzy donorem i akceptorem (7) jest opisana wzorem
Rg

Wzér (1) Ry +7%,
gdzie R jest to odlegtos¢ Forstera - parametr charaktery-
styczny dla danej pary D-A, okreslajacy odlegtos¢ miedzy
czasteczkami, dla ktérej transfer energii z donora do ak-
ceptora nastepuje z 50% wydajnoscia [9,10,15]. Dzieki tej
wladciwosci mozna z duza doktadnoscig mierzy¢ odlegto-
$ci w ukladach biologicznych, a takze bada¢ zmiany prze-
strzenne w nich zachodzace, jezeli beda one zwigzane ze
zmiang odleglosci pomiedzy para D-A [16]. Z tego powo-
du FRET jest czesto nazywany ,linijka molekularna” [10].

METODY POMIAROWE

Wydajnos¢ FRET zazwyczaj mierzy si¢ wykorzystujac
obserwacje jednego z dwoch parametréw fluorescencyj-
nych donora: intensywnoéci fluorescencji I lub $redniego
czasu zycia fluorescencji T, czyli éredniego czasu jaki donor
przebywa w stanie wzbudzonym. W obecnosci akceptora
moze dojs¢ do bezpromienistego transferu energii ze wzbu-
dzonych czasteczek donora do czgsteczek akceptora, w
wyniku czego czasteczki donora szybciej ulegaja relaksacji.
Intensywnos¢ fluorescencji donora w tym przypadku jest
mniejsza niz w przypadku braku obecnosci w jego poblizu
akceptora. Réwnoczesnie skréceniu ulega sredni czas zy-
cia fluorescencji donora. Wydajnos¢ efektu FRET jest silnie
zwigzana z obydwoma zaleznosciami:

]
E=1 _ﬁ
Wzor (2) Ip
oraz
T
E = 1 _ﬁ
Wzér (3) o,
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Rycina 2. Struktura przykladowych biosensoréw typu FRET dla matych biatek
G z rodziny Rho. A) Raichu-Rac1/Cdc42; B) Biosensor RhoA; C) Biosensor Racl.
Czerwona strzatka oznacza bezpromienisty transfer energii FRET. Na podstawie
[29,46,49], zmienione

gdzie I, oraz I, oznaczaja intensywnos¢ fluorescencji do-
nora, odpowiednio w obecnosci i przy braku akceptora;
analogicznie dla $redniego czasu zycia fluorescencji T.
Laczac powyzsze wyrazenia ze Wzorem (1) wida¢ Scisla
zalezno$¢ zmian intensywnosci fluorescencji donora oraz
czasOw zycia fluorescencji wraz z jego odlegtoscia od ak-
ceptora.

Metody pomiaru efektu FRET wykorzystujace réznice
w intensywnosci fluorescencji donora i akceptora niosa
ze sobg wiele ograniczen. Aby przeprowadzi¢ doktadne
pomiary potrzebna jest znajomos¢ dokladnych wartosci
stezenn obu fluoroforé6w. Problem ten mozna ograniczy¢
uzywajac biosensoréw jednotaricuchowych (zostang one
dokladniej oméwione w dalszej czesci), w ktérych zacho-
dzi wewnatrzczasteczkowe zjawisko FRET (przykiady na
rycinach 2 i 3). Pozwala to jednoznacznie okresli¢ stosu-
nek ilodci czasteczek akceptora do donora jako 1:1 oraz na
tatwa normalizacje wynikéw w oparciu o intensywnos¢
fluorescencji akceptora. Kolejna niedogodnoscia pomia-
row natezenia fluorescencji FRET jest konieczno$c¢ zbie-
rania kilku zdje¢ komoérek dla ré6znych parametréw spek-
tralnych - zazwyczaj jeden zestaw parametréw ustalany
jest na wzbudzenie donora i rejestracje jego emisji, nato-
miast w drugim kanale rejestruje sie emisje akceptora po
jego wzbudzeniu lub po wzbudzeniu donora i transferze
energii. Skutkuje to potrzeba przeprowadzenia dokladnej
kalibracji wzajemnego polozenia zbieranych obrazéw.
Jednak w przypadku relatywnie szybkich proceséw bio-
logicznych, takich jak migracja komérkowa, moze to by¢
niemozliwe, ze wzgledu na dlugi czas akwizycji i mozli-
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woé¢ przemieszczenia komoérek pomiedzy rejestracja ko-
lejnych kanatéw [16].

MIKROSKOPIA OBRAZOWANIA
CZASOW ZYCIA FLUORESCENCJI

Jak wspomniano w poprzednim paragrafie, opis i in-
terpretacja wynikéw pochodzacych z eksperymentéw
FRET, opartych jedynie na pomiarach intensywnosci
fluorescenciji, jest trudny i czesto ograniczony przez wa-
runki eksperymentalne i mozliwa obecnoé¢ artefaktow.
Rozwiazaniem tych probleméw jest wykorzystanie meto-
dy pomiaréw sredniego czasu zycia fluorescencji donora.
Jest on zalezny od wydajnosci transferu energii, ale efekty
zwiazane z ré6znym stezeniem fluoroforéw wplywaja na
niego w znacznie mniejszym stopniu. Zastosowanie mi-
kroskopii obrazowania czaséw zycia fluorescencji (FLIM,
ang. Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) dostarcza
najistotniejszych parametréw pomiarowych dla FRET,
przy pominieciu ograniczenn i wyeliminowaniu czesci
wad zwiazanych z metodami opartymi na pomiarach in-
tensywnosci fluorescencji [18].

Pierwszy opis techniki FLIM pojawit sie w 1959 roku.
Oryginalna konfiguracja eksperymentalna wykorzy-
stywata mikroskopie fazowo-modulacyjna (ang. phase-
-modulation microscopy lub frequency-domain microscopy) i
umozliwiala pomiar jedynie dla pojedynczych punktow
[19]. Obrazowanie ukladéw biologicznych wykonane
ta technika zostalo opisane dopiero w 1989 roku [20].
W pézniejszym okresie nastapil intensywny rozwoj tej
metody przez rézne grupy badawcze, ale uznaje sig, ze
Kusumi wraz ze wspoétpracownikami byli pierwszymi,
ktérym udalo sie zobrazowaé komoérke metoda czasowo
rozdzielczej fluorescencji [21].

Wspolczesna zaawansowana technika FLIM umozliwia
wrecz tworzenie mapy rozkladu dlugosci czasu zycia flu-
orescencji donora w kazdym punkcie na obszarze badanej
probki. Czas zycia fluorescencji T jest zdefiniowany jako
$redni czas przez jaki czasteczka pozostaje w stanie wzbu-
dzonym, zanim powrdci do stanu podstawowego [22]. W
praktyce jest to czas w jakim intensywnos¢ fluorescencji
emitera spadnie do poziomu 1/e po jego wzbudzeniu [23].
Pomimo, Ze czasy zycia stanéw wzbudzonych sa niezalezne
od zmian intensywnosci o§wietlenia czy rozpraszania $wia-
tla, zaleza one w duzym stopniu od warunkéw srodowisko-
wych takich jak pH, temperatura czy obecno$¢ wybranych
jonéw [22]. Obecnie, tak zwanym zlotym standardem jest
wykorzystanie techniki skorelowanego czasowo zliczania
pojedynczych fotonéw (TCSPC, ang. Time Correlated Single
Photon Counting). Bazuje ona na rejestracji zaleznych od cza-
su profili zaniku intensywnosci fluorescencji emitowanej
po wzbudzeniu pikosekundowym blyskiem $wiatla (prze-
waznie za pomoca lasera impulsowego) dla kazdego pikse-
la probki. Po kazdym wzbudzeniu w tzw. oknie akwizycji,
trwajacym zazwyczaj 20-100 ns (w zaleznoséci od wymagan
eksperymentu), detektor rejestruje nie wiecej niz jeden fo-
ton pochodzacy z probki z zapamietaniem czasu jaki upty-
nat miedzy wzbudzeniem a jego rejestracja [24-26]. Ponie-
waz detektory czasowo-rozdzielcze, stosowane w TCSPC,
po rejestracji pierwszego fotonu nie sa zdolne do rejestracji
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kolejnych w tym samym oknie czasowym, to iloé¢ swiatla
dochodzaca do detektora nalezy ustawic¢ tak, by najwyzej
w 2% okien czasowych nastapila rejestracja [27]. Stosowa-
nie wigekszego wysycenia prowadziloby do skrécenia czasu
pomiaru, ale réwnoczesnie spowodowatoby sztuczne skro-
cenie rejestrowanych érednich czaséw zycia. Otrzymane w
ten sposoéb informacje o czasach akwizycji pojedynczych
fotonéw przedstawia sie nastepnie na histogramie wigza-
cym zaleznoé¢ ilosci rejestrowanych fotonéw od przedzia-
téw czasowych, w ktérych zostaly zarejestrowane, tworzac
krzywe zaniku fluorescencji, na bazie ktérych wyznacza sie
$rednie czasy zycia.

Wykorzystanie techniki FLIM w pomiarach efektu
FRET pozwala na pomiary dynamiki czaséw zycia flu-
orescencji piksel po pikselu w badanej prébce, co daje
nie tylko informacje o zmianach w procesach transferu
energii, ale takze o ich dokladnym potozeniu w badanym
obszarze. To z kolei przeklada sie na mozliwos¢ posred-
nich obserwacji interakgcji biatek, zmian konformacyjnych
czy zmian stezen okreslonych substancji jednoczesnie
eliminujac problemy wynikajace z pomiaréw w domenie
intensywnosci fluorescencji.

BIOSENSORY JEDNOLANCUCHOWE

Fluorescencyjne sensory biologiczne znajduja szerokie
zastosowanie w badaniach komérkowych, wliczajac w to
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badania proceséw immunologicznych, nowotworzenia
czy badania cyklu komoérkowego. Ogélna zasada dziata-
nia biosensoréw typu FRET polega na zmianie wydajno-
Sci transferu energii miedzy donorem a akceptorem na
skutek réznych czynnikéw srodowiskowych, do badania
lub wykrywania ktérych dany sensor zostal zaprojekto-
wany. Taki biosensor musi mie¢ przynajmniej dwa stany
réznigce sie miedzy soba wydajnoscia transferu energii
pomiedzy fluoroforami. Do scharakteryzowania informa-
cji sygnalizowanych przez biosensor lub sensor optyczny
bazujacy na zjawisku fluorescencji dostepnych jest kilka
technik, ktérych dobér zalezny jest od natury i wiasciwo-
$ci widmowych stosowanego biosensora [28].

Biosensory stosowane w badaniach biologicznych, w
odréznieniu od prostych barwieri immunofluorescencyj-
nych, umozliwiajg obserwacje dynamiki zmian parame-
trow badanych proceséw lub elementéw komorki. Obec-
nie istnieja biosensory pozwalajace obrazowaé miedzy
innymi aktywnos¢ biatek [29,30], stezenie skiadnikéw
matoczasteczkowych komérki (takich jak cukry, lipidy,
nukleotydy, jony i inne) [31-34], aktywnos¢ kanatéw jo-
nowych itp. [35]. Jak wspomniano wczeéniej, zastosowa-
nie jednotanicuchowych biosensoréw typu FRET znacznie
ulatwia przeprowadzenie tego typu eksperymentéw.
Biosensory jednofaricuchowe mozna zbudowaé wyko-
rzystujac synteze chemiczng poprzez dolaczenie w odpo-
wiednich miejscach badanych czasteczek fluorochroméw
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Tabela 1. Por6wnanie wybranych biatek fluorescencyjnych. Na podstawie [41], zmienione.

Kolor Biatko

Maksimum absorpcji [nm] Maksimum emisji [nm]

Wzgledna jasnosc¢* Wzgledna fotostabilno§é**

Pomaraniczowy mOrange 548

562 0,71 1,73

Zielony EGFP 507

534 2,52 1,118

*Jasnoé¢ biatka fluorescencyjnego w pH 7,4 wzgledem fluoresceiny w pH 7,4. **Czas po jakim intensywnos¢
fluorescencji spada o polowe, znormalizowany wzgledem fluoresceiny w pH 84 (t,,/5,2 5)

drobnoczasteczkowych, ktére tworza pare FRET. Otrzy-
mane w ten sposéb biosensory wprowadza sie nastepnie
do komérek poprzez np. mikroiniekcje [36]. Obecnie, aby
wytworzy¢ odpowiednie biosensory, najczesciej korzysta
sie z technik inzynierii genetycznej. Jeden z pierwszych
tego typu biosensoréw zostal zaprezentowany przez ze-
sp6t Youvana w 1996 roku [37].

Do plazmidéw ekspresyjnych zawierajacych geny
kodujace badane bialka lub biatka, wzgledem ktérych
wykazuja aktywnos¢ biologiczng, wprowadza sie DNA
kodujace dwa biatka fluorescencyjne bedace para FRET.
Potozenie tych fragmentéw zalezy od koricowej struktu-
ry otrzymanego biosensora. Bardzo czesto, poza wsta-
wieniem biatek fluorescencyjnych, w gen kodujacy bio-
sensor wprowadza si¢ réwniez elementy, ktére pasyw-
nie lub aktywnie uczestnicza w dziataniu czasteczki. Do
elementéw pasywnych naleza gléwnie taczniki (ang. lin-
ker), czyli krétkie taricuchy aminokwasowe pozwalajace
oddali¢ domeny fluoryzujace od gltéwnej czesci biatka i
jednoczesnie zachowac jej wlasciwosci (np. katalityczne),
a takze otrzymac optymalne przestrzenne ustawienie flu-
oroforéow wzgledem siebie. Z kolei elementami aktywny-
mi moga by¢ na przyktad domeny wigzane przez badane
biatko, gdzie przytaczenie domeny zmienia konformacje
calego biosensora. Tak przygotowany konstrukt wpro-
wadza sie do komoérek w celu uzyskania przejsciowej lub
stabilnej ekspresji biosensora [38]. Biosensory utworzone
z wykorzystaniem komoérkowego ukladu ekspresji moz-
na tak zaprojektowad, aby posiadaly sekwencje sygnato-
we kierujace je do odpowiednich przedziatéw komorko-
wych lub umozliwiaty zakotwiczenie ich w blonach [39].

Najczesciej spotykana w literaturze para FRET wyko-
rzystywana w jednolaricuchowych biosensorach jest CFP-
-YFP. Biatka te wykazuja bardzo dobre nakladanie sie
widm emisji i absorpcji. Co wiecej, CFP ma szeroki zakres
wzbudzenia (400-460 nm) cechujacy sie duzym przekro-
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jem czynnym na absorpcje fotonéw i jednoczesdnie nie po-
krywajacy sie z zakresem spektralnym wzbudzenia YFP.
Ponadto, widmo emisji CFP nie pokrywa si¢ z widmem
emisji YFP (440-490 nm) w duzym zakresie, co pozwala
w prosty sposéb odseparowac sygnat pochodzacy z efek-
tu FRET od sygnatu z donora. Jedng z wad tego ukladu
jest wykorzystywana do wzbudzenia donora dlugos¢
fali $wiatta, ktéra moze powodowaé szybkie powstawa-
nie uszkodzenn w komoérce w przypadku zastosowania
o$wietlenia o duzej intensywnosci. Kolejnym problemem
jest duza réznica w jasnosci §wiecenia donora i akcepto-
ra na korzysc¢ akceptora, co w przypadku jakiegokolwiek
»przeciekania” sygnatu pomiedzy tymi kanalami pro-
wadzi do powstania duzych niepewnosci pomiarowych.
Ostatnia duza wada tego uktadu jest znaczne naktadanie
sie widm emisyjnych bialek w zakresie YFP, co utrudnia
normalizacje otrzymywanych wynikéw [17].

Poza para CFP-YFP wykorzystuje sie kilka innych
ukladéw lub bialek nowszej generacji, bedacych ana-
logami omawianej pary. Réwnoczesnie trwaja badania
nad kolejnymi biatkami fluorescencyjnymi, ktére mozna
wykorzysta¢ przy tworzeniu biosensoréw. Przyktadowo,
biatko mCerulean juz od kilku lat jest przedstawiane jako
analog CFP posiadajacy lepsze parametry spektralne,
wyzszg intensywnosé fluorescencji oraz stabilnosé [40].
Poréwnanie wybranych biatek fluorescencyjnych zawar-
to w Tabeli 1 [41]. W zastosowaniu sa réwniez pary ce-
chujace sie przesunieciem diugosci fali w kierunku fal
diuzszych takie jak mOrange-mCherry, zmniejszajac w
ten sposob ryzyko uszkodzenia komoérek podczas pomia-
réw. Wybrane przyklady stosowanych par FRET w bio-
sensorach zawarto w tabeli 2.

Jednym z najnowszych zabiegéw stosowanych przy
projektowaniu biosensoréw jest permutacja kolowa. Pole-
ga ona na rearanzacji ulozenia domen biatka, czasami wraz
z insercjg krotkich peptydoéw. Dzieki takim zabiegom, bez
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Tabela 2. Zestawienie wybranych biosensoréw jednotfaricuchowych

Racl/Cdc42 Raichu-Racl/Cdc42 YFP-CRIB(Pak1)-Racl lub Cdc42-CFP [46]

RhoA RhoA biosensor RBD(Rhotekin)-CFP-YFP-RhoA [29]

Racl Rac1 biosensor mCerulean-PBD1-PBD2(PAK1)-mVenus-Racl [49]

Cdc42 Cdc42-2G biosensor

mTFP1cp-WASP-cpVenus-Cdc42 [50]

Zmiany stezenia Ca?* TN-XL cpCerulean-TnC-cpCitrine [52]

Zmiany poziomu PIP; [54]

flip-pm/flip-em

CFP-LBD(Grpl)-YFP-MLS

Zmiany poziomu (PI(3,4)P2)

Pippi-PI(3,4)P2 CFP-PH(TAPP1)-YFP-MLS [56]

Aktywnosé PKA AKAR3 CyPet-domena FHA1-substrat-YPet [58]

Aktywnosé PKC KCP1 GFP?-plekstryna-EYFP [60]

Aktywnos¢ kinazy Akt Eevee-iAkt YPet-FHA1-substrat-ECFP [61]

Aktywacja FAK CYFAK413 CFP-FERM-YFP-FAK-FAT [63]

Naprezenie bialek (np. a-aktyniny) sstFRET Cerulean-Spektryna-Venus [65]

Aktywacja MT-MMP1 MT-MMP1 biosensor

YPet lub mCherry-substrat-ECFP lub mOrange2-PDGFR TM  [67,68]

*Biosensory podano w kolejnosci, w ktérej zostaly oméwione w dalszej czeéci pracy.
**W nawiasach podano nazwy biatek, z ktérych pochodzity wykorzystane domeny.

zmiany ogolnej budowy czasteczki biatka fluorescencyjne-
g0, mozna poprawic jego parametry, takie jak stabilnos¢ w
réznych zakresach pH, intensywnos¢ fluorescencji czy za-
wezi¢ widmo emisyjne, ograniczajac w ten sposéb przecie-
kanie (ang. bleed-through) miedzy kanalami, bez drastycznej
zmiany calej charakterystyki wzbudzeniowo-emisyjnej. Co
wiecej, takie operacje powoduja zmiane przestrzennego
ulozenia centrum fluoroforowego w biatku bez znacznej
zmiany ksztattu catego biosensora. Taka mozliwos¢ otwiera
pole do manipulacji centrami, celem lepszego dopasowania
przestrzennego pary FRET w biosensorze [42,43].

BIOSENSORY KONFORMACY]NE,

Jednotaricuchowe biosensory oparte na FRET sa nie-

zwykle przydatne w badaniu aktywnosci biatek w zy-

komoérki w skali milisekund, co nie jest mozliwe przy
zastosowaniu tradycyjnych technik biochemicznych. Ze
wzgledu na spos6b aktywacji mozemy wyréznié¢ biosen-
sory lityczne, konformacyjne oraz naprezeniowe.
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Biosensory lityczne, a w szczeg6lnosci proteolityczne,
bazuja na zdolnosci biatek do lizy wigzan chemicznych.
W tego typu biosensorach modyfikacji poddaje sie¢ nie
samo biatko, tylko przygotowuje si¢ czasteczke, w kto-
rej para FRET polaczona jest lacznikiem zawierajacym
charakterystyczne miejsce ciecia dla badanego biatka. W
natywnym biosensorze, ze wzgledu na mala odlegtos¢
pomiedzy domenami fluorescencyjnymi, zjawisko FRET
zachodzi z duzg wydajnoscia. Jednakze, po przerwaniu
facznika w wyniku aktywnosci katalitycznej badanego
biatka, nastepuje dyfuzja domen od siebie, co wigze sie
ze wzrostem odleglosci i zmiang parametréw fluorescen-
cyjnych donora. Zanik aktywnosci tego typu biosenso-
row, w odréznieniu od znacznej wiekszosci pozostatych
biosensoréw typu FRET, jest procesem nieodwracalnym.
Przyktadowy biosensor tego typu przedstawiono na ry-
cinie 3F.

Biosensory konformacyjne s szeroko stosowane wraz

z metoda FRET. Wykorzystuja one zdolnosé biatek do



no zmiany potranslacyjne (miedzy innymi fosforylacje),
jak i zmiany konformacji catego biatka na skutek zmian
warunkéw Srodowiska zewnetrznego i jego aktywnosci
katalitycznych. Istotna zaleta takich biosensoréw jest
ich wszechstronnos¢ i wyspecjalizowanie, dzigeki czemu
znajduja one zastosowania w szerokim zakresie badan
proceséw biologicznych. Dodatkowo, aktywacja biosen-
soréw konformacyjnych jest odwracalna, co pozwala na
prowadzenie pomiaréw ciaglych z wykorzystaniem tych
samych czasteczek. Przyktadowe biosensory tego typu
przedstawiono na rycinie 2.

Trzecim opisywanym typem biosensoréw sa biosenso-
ry naprezeniowe. W odréznieniu od biosensoréw konfor-
macyjnych, w ktérych czynnik powodujacy zmiane ukla-
du przestrzennego bialka jest pochodzenia chemicznego,
w przypadku tego typu zmiana wywolana jest bodZcem
mechanicznym pochodzacym ze srodowiska i skutkuja-
cym odsunieciem sie¢ pary D-A od siebie. Taki mechanizm
dzialania wykazuje biosensor na rycinie 3E [44].

BIOSENSORY AKTYWNOSCI MAEYCH GTPaz

Opracowanie metod obrazowania zmian aktywnosci
matych GTPaz z rodziny Rho bylo wysoce pozadane ze
wzgledu na kluczowe znaczenie tych biatek w regulacji
migracji komorek. Pierwsze préby pomiaru aktywnosci
tych bialek metoda FRET opieraty sie na obrazowaniu
interakcji dwoéch niezaleznych konstruktéw. Jednym z
nich byto biatko stanowigce obiekt zainteresowania (biat-
ko Rho) drugim fragment bialka wiazacego sie do jego
zaktywowanej formy. Oba biatka byly dodatkowo sprze-
gniete z odpowiednimi biatkami fluorescencyjnymi o
charakterze donora i akceptora [69]. Gléwna wada takich
sensoréw dwutanicuchowych byta mozliwos¢ ich nieré6w-
nomiernej ekspresji, co znaczaco utrudniato analize zja-
wiska, gdyz wymuszalo uprzednie stosowanie licznych
pomiaréw korekcyjnych w celu oceny stopnia zaburzenia
sygnalu przez nakladanie sie widm spektralnych donora
i akceptora. Metoda ulegta znacznemu uproszczeniu po
wbudowaniu donora i akceptora w jeden laricuch biat-
kowy, co sprawilo, ze stechiometria pomiedzy biatkami
fluorescencyjnymi byta stala i pomiary aktywnosci mogty
ogranicza¢ sie do badania wzglednych zmian stosunku
sygnatu FRET do §wiecenia donora. Taki pomiar ratiome-
tryczny eliminowal réwniez ewentualne problemy wyni-
kajace ze zmian grubosci komoérki lub lokalnych zmian
gestosci konstruktu. Wymuszal jednak bardzo dokladna
obroébke pozyskiwanych obrazéw i precyzyjne wyréwna-
nie obu kanatéw przed wykonaniem operacji dzielenia
obrazoéw [70]. Wstepne proby utworzenia jednotaricucho-
wego biosensora dla matego biatka G (w tym przypadku
Ras) polegaty na potaczeniu donora i akceptora do tego
biatka, jednak jak sie okazalo, zmiany konformacyjne w
jego obrebie zachodzace po aktywacji nie byly wystarcza-
jace, aby zapewni¢ odpowiednie zmiany sygnatu FRET.
Problem zostal rozwiazany dzieki utworzeniu biatka chi-
merycznego, obejmujacego zaréwno biatko Ras, jak i do-
mene biatka efektorowego [71]. Obecnie biosensory dla
matych GTPaz laczqg w swojej budowie obecnos¢ 4 ele-
mentéw, a mianowicie samego badanego biatka, domeny
biatka efektorowego i dwodch biatek fluorescencyjnych,
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pomiedzy ktérymi moze zachodzi¢ zjawisko FRET. Na
przestrzeni lat zmieniala sie kolejnoé¢ tych bialek w tan-
cuchu biosensora, aczkolwiek zasada dziatania zawsze
byla wspélna, oparta o interakcje zaktywowanej GTPazy
z domeng biatka efektorowego, co prowadzito do zmia-
ny konformacyjnej, skutkujacej fizycznym zblizeniem sie
do siebie biatek fluorescencyjnych i zmiang wydajnoéci
zjawiska FRET. Z technicznego punktu widzenia, senso-
ry takie stanowia element monitorujacy aktywnos¢ biatek
GEF dedykowanych poszczegélnym malym GTPazom

[4].
BIOSENSORY BIALEK Rho PIERWSZE] GENERAC]I

Konstrukcje jednotariicuchowych biosensoréw matych
biatek G opartych o zjawisko FRET zapoczatkowalo wy-
tworzenie sensora Raichu (ang. Ras and interacting protein
chimaeric unit) dla biatka Ras. Biosensor uzyskano taczac
bialtko H-Ras z domena pochodzaca z biatka Raf, ktéra
wiaze specyficznie zaktywowane bialko Ras (RafRBD)
i umieszczajac na obu konicach wzmocnione biatka flu-
orescencyjne ECFP i EYFP. W efekcie, wymiana GDP na
GTP skutkowala wyrazng zmiana konformacyjna tego
chimerycznego konstruktu, przekladajaca si¢ na zmiane
wydajnoéci FRET pomiedzy biatkami fluorescencyjnymi
[45]. Tworcy konstruktu pokazali nastepnie, ze podmie-
niajac jego kluczowe elementy mozna otrzymac analo-
giczne biosensory dla spokrewnionych biatek, otrzymu-
jac w ten spos6b narzedzia do badania aktywnosci Racl
i Cdc42 (Ryc. 2A). Uzyskano to wprowadzajac domene
CRIB biatka Pakl i odpowiednio Racl lub Cdc42 pomie-
dzy biatka fluorescencyjne. C-koniec biatka zostal do-
datkowo wyposazony w motyw CAAX biatka K-Ras,
przytwierdzajacy biosensor do blony komoérkowej. Takie
podejscie pozwolito obrazowa¢ zmiany wydajnosci FRET
w odpowiedzi na zmiany réwnowagi pomiedzy aktyw-
noscia poszczegolnych biatek GEF i GAP przy blonie ko-
moérkowej. Zastosowanie tej metody pozwolilo wykazaé
wysoka aktywnosé Racl i Cdc42 w lamellipodium migru-
jacej komorki linii ludzkiego widékniakomiesaka HT1080,
przy czym najwyzsza aktywnosé Cdc42 obserwowano
na samej krawedzi tej struktury [46]. Opracowany péz-
niej biosensor Raichu-RhoA zawiera pochodzacg z PKN
(ang. Protein Kinase N) domene wiazaca RhoA (RBD) w
miejscu domeny CRIB omoéwionych poprzednikéw, a
takze skrécong wersje biatka RhoA. Uzyskany biosensor,
wspoélnie z poprzednimi, zostal wykorzystany do scha-
rakteryzowania aktywnosci bialek z rodziny Rho w cza-
sie podzialu komoérek linii ludzkiego raka szyjki macicy
HelLa [47]. Zastosowanie sensoréw tej generacji miato tez
wkiad w badania nad migracja komorek. Wykazano np.,
ze w pojedynczo migrujacych komoérkach HelLa aktywa-
cja RhoA zachodzi zaréwno na przedzie komorki, jak i w
jej tylnej czesci, podczas gdy w migrujacych kolektywnie
komoérkach nabtonka psiej nerki MDCK, aktywacja byla
obserwowana tylko w poblizu krawedzi wiodacej. W ko-
morkach matpich fibroblastow Cos1 i mysich embrional-
nych fibroblastéow NIH3T3 wykazano z kolei kooperacje
biatek RhoA, Racl i Cdc42 w tworzeniu fatd blonowych
(ang. membrane ruffles), w sposob zalezny od rekrutowa-
nia mDia [72]. Wyniki te jednoznacznie wskazywaly, ze
kwestia aktywacji poszczegélnych bialek z rodziny Rho
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w réznych czesciach migrujacej komorki moze by¢ znacz-
nie bardziej ztozona, niz poczatkowo przypuszczano.

BIOSENSORY BIALEK Rho PODLEGAJACE
PEELNE] REGULAC]I

Wszystkie biosensory typu Raichu faczy wspdlna
wada, wigzaca si¢ z brakiem naturalnego C-korica biatka
Rho, ktéry warunkuje interakcje z regulatorowymi biat-
kami GDI i w razie aktywacji, z blong komérkowa. Stale
zakotwiczenie w blonie nie odpowiada fizjologicznemu
stanowi, w ktérym biatka Rho przemieszczajg sie ptynnie
pomiedzy blona komérkowa (w stanie aktywacji) a cyto-
plazma, gdzie zwigzane z GDP sa zatrzymywane przez
biatka GDI [69]. Krokiem do wyeliminowania tego pro-
blemu bylo opracowanie biosensora RhoA nowej gene-
racji (Ryc. 2B), w ktorym biatka fluorescencyjne zostaty
przeniesione do centrum konstruktu, a domeny efekto-
rowe zostaly zlokalizowane terminalnie. Biosensor dedy-
kowany RhoA zawieral na N-koricu domene wiazaca Rho
(RBD) pochodzaca z biatka efektorowego (ang. Rhotekin),
nastepnie biatka fluorescencyjne - CFP i niewrazliwg na
pH forme biatka YFP, przedzielone nieustrukturyzowa-
nym lgcznikiem o zoptymalizowanej dlugosci, a takze
kompletne biatko RhoA na C-koncu. Wolny, natywny C-
-koniec umozliwiatl interakcje z odpowiednimi biatkami
RhoGDI i odwracalna interakcje zaktywowanego biatka z
btona komérkowa. Ta niewatpliwa zaleta zostala uzyska-
na kosztem czesciowej redukcji zakresu dynamicznego,
ze wzgledu na wieksze prawdopodobienistwo sponta-
nicznego transferu energii pomiedzy blisko zlokalizowa-
nymi biatkami akceptora i donora, takze w stanie nieak-
tywnym. Dodatkowo, w celu przeprowadzenia wiary-
godnych badan, niezbedne bylo uzyskanie linii komérko-
wej wykazujacej ekspresje biosensora na umiarkowanym
poziomie, aby uniknaé¢ wysycenia catej puli cytoplazma-
tycznej RhoGDI, co skutkowaloby zaburzeniem réwno-
wagi i niefizjologicznym zachowaniem komorek. Przy
uzyciu biosensora wykazano akumulacje zaktywowanej
formy RhoA na krawedzi wiodacej spontanicznie migru-
jacej komorki Swiss-3T3. Potwierdzono réwniez koloka-
lizacje z powstajacymi obwodowo fatdami btonowymi i
pecherzykami pinocytarnymi. Zgodnie z oczekiwaniami
gwaltowna aktywacja towarzyszyta réwniez sporadycz-
nej retrakcji tylu komorki. Odmienny wzoér aktywnosci
w obrebie lamellipodium zaobserwowano z kolei po
stymulacji czynnikiem PDGF, co przypisano aktywacji
biatka Racl, prowadzacej do zahamowania w tym rejo-
nie RhoA [29]. PéZniejsze badania z uzyciem biosensora
RhoA potwierdzily zaangazowanie tego biatka w tworze-
niu wypustek na krawedzi wiodacej wysoce inwazyjnych
komérek szczurzego gruczolakoraka piersi MTLn3 [73].
Obserwacja udziatlu biatka RhoA w tak zréznicowanych
etapach migracji sugeruje funkcjonowanie jego réznych
puli, pod kontrola odmiennych czynnikéw GEF/GAP,
a opracowanie biosensora podlegajacego regulacji przez
te elementy daje nadzieje na stopniowe odkrywanie tych
subtelnych zaleznosci [74]. Przykladowym osiaggnieciem
na tym polu jest wykazanie korelacji miedzy fosforylacja
RhoA przy udziale kinazy biatkowej A (PKA), a cyklem
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tworzenia wypustek przez komoérki nabtonkowe, w spo-
sob zalezny od regulacji przez RhoGDI [75].

Stosowane podejécie do tworzenia biosensoréw typu
FRET pozwala réwniez na niezalezng obserwacje aktyw-
noéci silnie spokrewnionych biatek, co pokazato opraco-
wanie konstruktu dla biatka RhoC, wykazujacego podo-
bieristwo sekwencji aminokwasowej z biatkiem RhoA,
siegajace 92% [48]. Biosensor RhoC FLARE zostal utwo-
rzony w oparciu o domene RBD biatka ROCK1 wiazaca
RhoC, monomeryczne biatko fluorescencyjne Cerulean
(mCerulean), nieustrukturyzowany tacznik o optymalnej
diugosci, monomeryczne biatko fluorescencyjne Venus
(mVenus) i kompletne biatko RhoC. Aktywacja biosenso-
ra RhoC FLARE poprzedzata aktywacje RhoA z przodu
komorki i nastepowata w sposéb mniej zlokalizowany,
obejmujac obszary bardziej oddalone od krawedzi [48].
Wykazano réwniez, ze aktywacja RhoC zachodzaca pod
kontrola czynnikéw p190RhoGEF/GAP, moze warunko-
wac proces wysuwania wypustek na krawedzi wiodacej
komoérki w sposéb zalezny od poziomu fosforylacji kofi-
liny [76]. Podobny mechanizm odpowiada za wzmozona
aktywacje RhoC u podstawy inwadopodiow - wypustek
tworzacych sie na komérkach MTLn3 po stymulacji czyn-
nikiem wzrostu naskorka (EGF ang. epidermal growth fac-
tor), ktérym przypisuje sie role w tworzeniu przerzutéw
nowotworowych [77].

Opracowanie biosensora Racl posiadajacego natywny
C-koniec (Ryc. 2C) pozwolilo na zweryfikowanie jego roli
w niektérych procesach, m.in w tworzeniu inwadopo-
diow. W sktad biosensora weszto kolejno od N-korica biat-
ko fluorescencyjne mCerulean, dwie tandemowo utozone
domeny PBD (ang. p21-binding domains) z biatka Pakl,
przedzielone zoptymalizowanym strukturalnie aczni-
kiem, biatko mVenus i kompletne biatko Racl. Umiesz-
czone w konstrukcie domeny PBD posiadaty odmienne
funkcje, gdyz pierwsza, PBD1 odpowiada za wiazanie z
GTPaza, podczas gdy PBD2 posiada odpowiednie muta-
cje zapewniajace autoinhibicje biosensora w przypadku
braku aktywacji biatka Racl oraz ochrone przed niespe-
cyficznym wigzaniem do innych GTPaz. Korzystajac z
tego biosensora wykazano, ze tworzeniu inwadopodiow
przez komoérki MTLn3 towarzyszy spadek aktywnosci
Racl, ktora pojawia sie¢ ponownie w momencie rozkladu
tych wypustek, w sposéb zalezny od aktywnosci czynni-
ka TrioGEF [49]. Na podobnej zasadzie skonstruowano
biosensor Cdc42 posiadajacy natywny C-koniec. Posia-
da on analogiczna budowe do omawianego wczes$niej
biosensora Racl, co rowniez zapewnia mu prawidlowa
kontrole aktywnosci i translokacje do btony komérkowej.
Jego uzycie potwierdzilo aktywacje Cdc42 na krawedzi
wiodgcej migrujacych fibroblastéow. Obserwowano réw-
niez wczesniej postulowana przejsciowa aktywacje tego
bialka w trakcie formowania podosoméw (niewielkich
struktur adhezyjno-migracyjnych, powstajacych w opar-
ciu o cytoszkielet aktynowy) w tych komérkach. Pomi-
mo bogatej charakterystyki wzoru aktywacji w réznych
okolicznosciach, mechanizmy regulacji Cdc42 wymagaja
dalszych badan [30].
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OPTYMALIZACJA WEASNOSCI
BIOSENSOROW BIALEK Rho

Niestety, pomimo licznych préb optymalizacji, czutosé
wielu opracowanych biosensoréw typu FRET jest ciggle
bardzo ograniczona. Ze wzgledu na jednolaricuchowa
budowe, réznica miedzy wydajnoscia FRET w stanie
podstawowym i zaktywowanym nie jest bardzo duza, co
przektada sie na niewielki zakres dynamiczny. W pota-
czeniu z czesto niska ekspresja konstruktu oraz niewielka
jasnoscia fluorescencji, moze to znacznie utrudniac precy-
zyjna obserwacje szybkich zmian aktywnosci, ktére sg po-
stulowane m.in. w przypadku biatka RhoA. Obserwacja
takich mato wydajnych biosensoré6w wymusza stosowa-
nie wysokoaperturowych obiektywoéw, dlugich czasow
ekspozycji i duzej intensywnosci swiatta wzbudzenia, co
skutkuje wyswiecaniem fluoroforéw i efektem fototok-
sycznym. Stworzylto to potrzebe dalszego doskonalenia
dostepnych biosensoréw z wykorzystaniem najnowszych
metod biologii molekularnej [78]. Szczeg6lny nacisk po-
tozono na optymalizacje budowy lacznikéw i wlasciwo-
Sci bialek fluorescencyjnych, co przekiada sie na szereg
parametréw, takich jak odlegtos¢ miedzy fluorochroma-
mi, wzgledng orientacje biatek i topologie domen, po-
zwalajac uzyskac¢ mozliwie najwyzszy zakres dynamicz-
ny biosensora. W ostatnim czasie zostala udostepniona
biblioteka zoptymalizowanych elementéw, ulatwiajaca
poszukiwanie kombinacji o najlepszych wtasciwosciach.
Jest ona dostepna pod nazwa cpFRET i umozliwia two-
rzenie konstruktéw o wolnych natywnych konicach CiN,
co w wielu przypadkach jest konieczne dla prawidiowej
regulacji. Biblioteka postuzyla juz do wytworzenia m.in.
doskonalszych biosensoréw dla Cdc42 i ERK [50,79].

Wiedza zawarta w omoéwionej bibliotece pozwolita
takze na wytworzenie biosensora RhoA nowej generacji,
poprzez dobranie optymalnej kombinacji odpowiednich
wersji permutowanych kotowo bialek fluorescencyjnych,
specyficznych tacznikéw o odpowiedniej dlugosci i ela-
stycznosci oraz zapewnienie optymalnej topologii two-
rzonego konstruktu biatkowego. Pozwolilo to zaobser-
wowaé subtelny wzoér aktywacji tego biatka w obrebie
filopodiéw migrujacych fibroblastéw. Bylo to mozliwe
dzieki wigkszej jasnosci i poszerzeniu zakresu dynamicz-
nego tego biosensora. Dodatkowe korzysci wynikaja z
redukcji wyswiecania i fototoksycznosci na skutek ob-
nizenia wymaganej intensywnosci $wiatla wzbudzaja-
cego. Aktywacja RhoA na zakoriczeniach wigzek aktyny
w filopodiach byla raczej niespodziewana, gdyz role w
powstawaniu tych struktur przypisuje sie przede wszyst-
kim biatku Cdc42. Jego aktywacje obserwowano jednak
blizej podstawy filopodidw, co stanowi kolejny przykiad
precyzyjnej kontroli czasowo-przestrzennej aktywacji
matych GTPaz w obrebie struktur zwigzanych z migra-
cja [79]. Biosensor RhoA nowej generacji pomogt réwniez
wykazaé¢ zdelokalizowana aktywacje tego biatka w ob-
rebie stozka wzrostu mysiej neuroblastomy, ulegajacego
retrakcji. Jednoczesnie wykazano inny wzorzec aktywacji
tego bialka w stozkach wzrostu neuronéw, niz przy uzy-
ciu Raichu-RhoA, co mozna przypisywaé¢ doskonalszej
regulacji biosensora nowego typu przy udziale RhoGDI
[79].
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CZASOWO-PRZESTRZENNA DYNAMIKA
AKTYWAC]I BIALEK RhO

W celu uzyskania pelnego obrazu szlakéw sygnato-
wych warunkujacych ruch komoérki, bardzo pozadane
jest opracowanie metod jednoczesnej obserwacji aktyw-
nosci kilku Sciezek sygnalizacyjnych. Jedna z mozliwosci
otrzymania takich danych jest zastosowanie zaawanso-
wanych metod obliczeniowych. Metode te zastosowano
do okreslenia sekwencji aktywacji biatek Racl, RhoA i
Cdc42, z wykorzystaniem algorytméw komputerowych,
precyzyjnie $ledzacych krawedz wiodaca komérki i kore-
lujacych poziom aktywacji poszczegdlnych biosensoréw
z lokalnymi zmianami szybkosci tworzenia lamellipo-
dium. Przeprowadzona analiza zwana obliczeniowym
multipleksowaniem polegata na komputerowym przypo-
rzadkowaniu zmian aktywnosci poszczegélnych GTPaz
zachodzacych w czasie, do poszczegélnych obszarow
zlokalizowanych w lamellipodium ulegajacym wysuwa-
niu i retrakcji. Pozwolito to poréwnacé ze sobg aktywnosci
rejestrowane w niezaleznych eksperymentach z wyko-
rzystaniem komorek mysich embrionalnych fibroblastow
linii Swiss-3T3. Aktywacja RhoA zostala zlokalizowana
przy samej krawedzi wiodacej komérki, na samym po-
czatku jej progresji, podczas gdy aktywacja Cdc42 i Racl
byla obserwowana w odlegtosci ok. 2 pm od krawedzi,
z wyraznym opO6zZnieniem wynoszacym ok. 40 s [80].
Przestrzenna separacja Racl i RhoA potwierdza postu-
lowang wczeéniej przeciwstawna regulacje tych bialek.
Natychmiastowa aktywacja na skraju rozwijanego lamel-
lipodium moze sugerowa¢, ze aktywacja éciezki RhoA/
ROCK/mDia prowadzaca do polimeryzacji aktyny jest
kluczowym inicjatorem wysuwania wypustki. Opdznio-
na aktywacja Racl i Cdc42 moze z kolei wskazywaé na
wieksza role tych komponentéw w stabilizacji lamellipo-
dium i warunkowaniu utrzymania wysuwania tej struk-
tury, co jest konieczne dla nadania kierunkowosci ruchu

[6].

Eksperyment zostal powtérzony na szczurzych em-
brionalnych fibroblastach linii REF52, w bardziej ztozo-
nym uktadzie, z wykorzystaniem specjalnej mikrokomo-
ry przeplywowej, co pozwolilo na naprzemienna eks-
pozycje komérek na plytkopochodny czynnik wzrostu
(PDGEF ang. platelet-derived growth factor) i inhibitor ROCK
Y-27632, stymulujac tworzenie wypustki o odmiennej dy-
namice. W badaniach wykorzystano biosensory bazujace
na zoptymalizowanych, permutowanych kolowo bial-
kach, korzystajac z opisanego wczesniej zestawu cpFRET
[50,79]. Dzialaja one w oparciu o permutowane kolowo
biatko mTFP1 w roli donora, charakterystyka spektral-
na przypominajace CFP, jednak wykazujace trzykrotnie
wyzsza wydajnos¢ fluorescencji niz ECFP i dwukrotnie
wyzsza niz mCerulean. Wraz z odpowiednim wariantem
biatka mVenus, petniacym funkcje akceptora, stanowia
doskonala pare FRET, wykazujac przy tym niska wrazli-
wos¢ na zmiany pH i wysoka fotostabilnosé¢ [50,81]. Bio-
sensor Cdc42-2G zawiera domene CRIB biatka WASP i
kompletne biatko Cdc42 na C-koncu. Calos¢ dopelniajg
zoptymalizowane laczniki, zapewniajace mozliwie sze-
roki zakres dynamiczny biosensora. Zmiany aktywnosci
biosensoréw skorelowano z dynamika zmian krawedzi
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wiodacej, wyznaczong automatycznie przy uzyciu spe-
cjalistycznego oprogramowania [82]. Ten kompleksowy
eksperyment potwierdzil precyzyjng kontrole dynamiki
krawedzi wiodacej komérki, a takze ustalenie specyficz-
nych wzorcéw aktywnosci towarzyszacych okresom pro-
gresji i retrakcji [50].

BIOSENSORY BIALEK Rho W BADANIACH IN VIVO

Kolejnym krokiem do pelnego poznania funkcji GTPaz
z rodziny Rho i ich zaangazowania w kontrole migracji
komérek jest obserwacja ich aktywnosci w warunkach in
vivo. Na przestrzeni lat, kilkukrotnie podejmowano pro-
by wykorzystania w tym celu biosensoréw réznej gene-
racji. W pierwszych badaniach tego typu wykazano, ze
syndekan warunkuje kierunkowo$¢ migracji komorek
grzebienia nerwowego zaby szponiastej (Xenopus laevis)
i danio pregowanego (Danio rerio), w sposob zalezny od
GTPaz z rodziny Rho [83]. Niedlugo pézniej wykazano
wzrost aktywnosci Racl i RhoA na przedzie komoérek
migrujacych w obrebie zarodka danio pregowanego [84].
Podobnie, wzrost aktywnosci Racl zaobserwowano w
kierunkowo migrujacych komorkach zarodka muszki
owocowej (Drosophila melanogaster) [85]. Spore nadzieje
wiaze sie rowniez z uzyciem biosensoréw typu FRET w
badaniach aktywnoséci migracyjnej komoérek nowotwo-
rowych in vivo, wierzac, ze dokladne poznanie mecha-
nizméw sygnalizacyjnych w tym procesie pozwoli sku-
teczniej przeciwdziala¢ procesom tworzenia przerzutéw.
Bardzo ciekawych informacji dostarczyl eksperyment
wykorzystujacy komoérki mysiego raka trzustki PDAC
wykazujace ekspresje biosensora Raichu-RhoA, umiesz-
czone w modelu organotypowym nasladujacym warunki
in vivo. Obrazowanie przy uzyciu techniki FLIM wykaza-
to nie tylko wzrost aktywnosci RhoA w poréwnaniu do
obserwaciji w hodowli in vitro, ale tez pozwolito skorelo-
wac wzmozona aktywnos$¢é RhoA z potencjalem inwazyj-
nym tych komérek, a takze wykazaé obnizenie tej aktyw-
nosci po zastosowaniu leku hamujacego przerzutowanie,
Dasatynibu [86]. Spore nadzieje wigze sie réwniez z wy-
twarzaniem calych organizméw wykazujacych ekspresje
biosensoréw typu FRET. W ostatnich latach udalo sie
otrzymac szczep myszy, wytwarzajacy w swoich tkan-
kach biosensor Raichu-Racl, co pozwolilo na obserwacje
aktywnosci tego biatka w komérkach réznego typu [87].
Przy calym optymizmie zwiazanym z badaniami szlakéw
sygnalizacyjnych in vivo, nalezy jednak pamietac¢ o wielu
trudnosciach technicznych, ktére musza by¢ pokonane
w celu uzyskania wiarygodnych i warto$ciowych wyni-
kéw, poczawszy od zréznicowanego pochianiania przez
tkanki §wiatta o r6znej charakterystyce spektralnej, przez
liczne aberracje obrazu, po utrudnione obrazowanie tka-
nek zywego, w pewnym stopniu ruchliwego organizmu
[88]. Majac jednak na uwadze systematyczny postep w
rozwijaniu biosensoréw typu FRET, ich wigekszg reaktyw-
nos¢ wzgledem mechanizméw regulacyjnych, wykorzy-
stywanie jasniejszych bialek fluorescencyjnych, a takze
wyrazny wzrost ich zakresu dynamicznego, nawet tak
skomplikowane zabiegi, jak obserwacje w warunkach in
vivo, wydaja sie mozliwe.
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BIOSENSORY POZIOMU JONOW WAPNIA

Poza oméwionymi malymi GTPazami z rodziny Rho,
réwniez szereg innych komponentéw sygnalizacyjnych
bierze udzial w koordynowaniu migracji komérkowej.
Bardzo dobrze udokumentowano role jonéw wapnia w
tym procesie. Wykazano m.in., Ze naprezenie generowa-
ne w tylnej czeéci migrujacej komoérki moze prowadzié
do otwierania zlokalizowanych w blonie komoérkowej
mechanowrazliwych kanatéw wapniowych. Naplyw jo-
néw wapnia w tym rejonie komoérki moze warunkowacé
zaréwno mechanizmy skurczowe zalezne od kinazy lek-
kich taricuchéw miozyny (MLCK), jak i wplywac na dy-
namike kontaktéw zogniskowanych. Ma to miejsce przez
modulacje aktywnosci fosfatazy kalcyneuryny i aktywa-
cje wspolnie z ERK kalpainy, enzymu proteolitycznego
zdolnego do ciecia kilku biatek kontaktéow zogniskowa-
nych, w tym integryn, taliny czy winkuliny [89]. Istnieja
rowniez dowody na role wapnia w kontroli tworzenia
lamellipodium migrujacych kierunkowo komérek czy
w naprowadzaniu stozka wzrostu neuronéw [90]. Tak
réznorodny charakter w jakim jony Ca*" funkcjonujg w
regulacji migracji stwarza potrzebe przyzyciowego mo-
nitorowania zmian jego poziomu w komorkach, co od
wielu lat jest czynione przy uzyciu drobnoczasteczko-
wych wskaznikéw. Rozwijanie genetycznie kodowanych
biosensoréw biatkowych jest jednak réwnie wazne, gdyz
oferuja one odmienne spektrum mozliwosci.

Historia biosensoréw typu FRET dla wewnatrzkomoér-
kowego wapnia jest jeszcze dluzsza niz w przypadku
matych GTPaz i siega 1997 roku, kiedy to opracowano
konstrukt o nazwie Cameleon (Ryc. 3A). Skladal sie on z
pary biatek fluorescencyjnych (CFP i YFP lub BFP i GFP),
potaczonych z kalmoduling (CaM) i peptydem wiazacym
CaM, pochodzacym z kinazy lekkich taficuchéw miozyny
(M13). Lacznosé¢ pomiedzy CaM a M13 zapewnit gietki
tacznik peptydowy w postaci glicyloglicyny. Zwiazanie
wapnia przez kalmoduline pocigga za soba interakcje z
domeng M13 i w efekcie duza zmiane konformacyjna,
umozliwiajaca transfer energii miedzy biatkami fluore-
scencyjnymi. Substytucja E104Q w kalmodulinie dodat-
kowo zwiekszyta powinowactwo do jonéw Ca?. W efek-
cie uzyskane warianty biosensora Cameleon pozwalaty
na wyznaczanie zmian stezenia wapnia w zakresie 102~
10*M i postuzyly np. do obserwacji zmian poziomu tych
jonéw w cytoplazmie, jadrze komérkowym i retikulum
endoplazmatycznym komoérek HeLa [51]. Dwie kolejne
mutacje w obrebie akceptorowego biatka fluorescencyj-
nego YFP obnizyly wrazliwo$¢ biosensora na zmiany pH
[91], a z kolei zamiana YFP na permutowane kotowo biat-
ko Venus (cpVenus) zwiekszyla znacznie stabilnosé¢ flu-
orochromu i wplyneta na szesciokrotny wzrost zakresu
dynamicznego, zapewniajac wieksza czulosé biosensora,
co wykazano zaréwno na migrujacych in vitro komoérkach
HelLa, jak i podczas obserwacji skrawkéw moézgu trans-
genicznej myszy [43]. PéZniejsze modyfikacje dlugosci
tacznika miedzy CaM i M13 pozwolily na dalsze zmiany
zakresu dynamicznego biosensora Ca®* pod nowa nazwa
Cameleon-Nano. Tak czuly biosensor pozwolil m.in. na
prowadzenie obserwacji aktywnosci neuronalnej i mie-
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$niowej w rozwijajacym sie zarodku danio pregowanego
[92,93]. Potrzeba rejestracji zmian poziomu wapnia w ko-
moérkach z duza produkcja CaM, stworzyla koniecznos¢
uzyskania biosensora opartego o inne biatko. W tym celu
catkowicie przebudowano strukture biosensora Came-
leon, pomiedzy cpCerulean a cpCitrine wprowadzono
zmodyfikowana Troponine C (TnC), biatko pochodzenia
mie$niowego wiazace jony Ca?*. Taki biosensor nazwany
TN-XL wykazywal bardzo szeroki zakres dynamiczny i
krotki czas reakcji [52]. Zaréwno kalmodulina, jak i tropo-
nina C posiadajg po dwie globularne domeny, z dwoma
miejscami wigzania jonéw Ca*" na kazdej z nich. Sprawia
to, Ze utworzone na ich bazie biosensory nie wykazuja
liniowej odpowiedzi na zmiany stezenia jonéw wapnia,
a dodatkowo przy wysokiej, dlugotrwalej ekspresji moga
znaczaco zaburzaé ich rownowage w komorce. Niedaw-
no utworzona grupa biosensoréw Ca?* Twitch jest repre-
zentowana przez kilka konstruktéw posiadajacych zre-
dukowang liczbe wiagzan i wykazujacych rézna czutos¢
i kinetyke reakcji. W skrajnym przypadku jest to jedno
miejsce, zapewnione przez obecnos¢ C-koricowej dome-
ny TnC z ryby Opsanus tau. Zaleznie od wariantu, do do-
meny czulej na zmiany wapnia dolaczono rézne wersje
permutowanych kolowo biatek fluorescencyjnych (np.
mCerulean3 i cpVenusCD w przypadku Twitch-2B), co
zapewnito bardzo duza jasnosé i zakres dynamiczny tych
biosensoréw. Wykazano, ze nadajg sie one do obserwacji
in vivo zmian zachodzacych w limfocytach T, migruja-
cych w obrebie weztéw chionnych myszy [53]. Powyzsze
informacje pokazuja, ze takze w przypadku biosensoréw
typu FRET dedykowanych pomiarom jonéw wapnia,
stopniowo eliminowane sa niedoskonatosci i konstrukty
takie posiadaja coraz wiecej zalet w poréwnaniu z drob-
noczasteczkowymi wskaznikami, szczegoélnie oferujac
wiele w kontekscie obserwacji prowadzonych in vivo.

BIOSENSORY LOKALIZAC]I
LIPIDOW SYGNALOWYCH

Lipidy pelnia istotna role w procesach sygnalizacyj-
nych kontrolujacych adhezje do podtoza i migracje ko-
morek. Ich odpowiednie modyfikacje zachodzace w od-
powiedzi na sygnat docierajacy do komoérki moga sta-
nowié¢ bodziec warunkujacy spolaryzowana aktywacje
specyficznych Sciezek sygnalizacyjnych. Najczesciej ma
to miejsce poprzez utworzenie specyficznego miejsca
dokujacego odpowiednie kinazy lub fosfatazy, posiada-
jace domeny wchodzace w interakcje z poszczegdlnymi
lipidami blonowymi. Proces ten jest bardzo dynamiczny,
przez co jego obserwacja przysparza wielu trudnosci.
Takze w tym przypadku, z pomoca przychodza biosen-
sory oparte o zjawisko FRET [55].

Kluczowym dla polaryzacji migrujacej komoérki kom-
ponentem jest 3,4,5-trisfosforan inozytolu (PIP,), fosfoli-
pid generowany w komoérce w wyniku lokalnego dzia-
tania kinazy PI3K. Takie biatka jak Akt i Grpl wchodza
z tym lipidem w interakcje dzieki obecnosci domeny PH
(ang. pleckstrin homology domain). Nie dziwi wiec, ze ten
element sprzegniety z GFP zostal wykorzystany w celu
lokalizacji obszaréw gromadzenia PIP,. To proste podej-
Scie wydawaloby sie wystarczajace, jednakze przy braku
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pomiaru ratiometrycznego, ta metoda okazata sie bardzo
wrazliwa na lokalne zmiany grubosci lamellipodium w
wyniku faldowania blony komoérkowej [94]. Doskonalsza
metode opracowano poprzez wytworzenie biosensora
typu FRET zawierajacego domene LBD (ang. lipid-binding
domain) pochodzaca z biatka Grp1, oskrzydlona biatkami
CFP i YFP (Ryc. 3B). Dodatkowo wigzanie do btony ko-
morkowej zostalo zapewnione przez wprowadzenie mo-
tywu CAAX-box pochodzacego z K-Ras. Wykorzystanie
sztywnych potaczenn a-helikalnych sasiadujacych z gli-
cyloglicynowym motywem wprowadzito do konstruktu
strukture przypominajaca zawias. W efekcie, biosensor w
kontakcie z PIP, zmienial konformacje zblizajac do siebie
biatka fluorescencyjne i powodujac wzrost wydajnosci
FRET. Taka forma biosensora pod nazwg flip-pm pozwa-
la na okreslenie zmian poziomu PIP, w blonie komérko-
wej. Modyfikacja motywu CAAX pozwolita na lokalizacje
PIP, w btonach wewnatrzkomérkowych, co pozwolilo na
uzyskanie alternatywnej formy biosensora pod nazwg
flip-em. Zastosowanie obu konstruktéw pozwolito wy-
kaza¢ wzrost poziomu PIP, w odpowiedzi na stymulacje
komoérek czynnikiem wzrostowym PDGF [54].

Biosensor InPAkt z kolei zawiera domene PH pocho-
dzaca z kinazy Akt, ktéra przy braku PIP, jest zwigzana
z pseudoligandem. Obecny w blonie PIP, posiada do niej
wieksze powinowactwo, przez co efektywnie ja wypiera,
prowadzac do zwigzania biosensora i w efekcie do zmia-
ny konformacyjnej, indukujacej wewnatrzczasteczkowy
FRET. Przy jego uzyciu wykazano, ze pewien podsta-
wowy poziom PIP, jest stale utrzymywany w btonie ko-
moérkowej dzieki rownowadze miedzy aktywnoscia PI3K
i PTEN, podczas gdy w blonie jadra komoérkowego nie
stwierdzono obecnosci tego lipidu [55].

Stosunkowo niewielka modyfikacja biosensora flip-
-pm, polegajaca na podmianie domeny PH biatka Grpl
na pochodzaca z biatka TAPP1, pozwolila na uwrazliwie-
nie tego biosensora wzgledem innej pochodnej lipidowej
- 3,4-bisfosforanu fosfoinozytolu (PI(3,4)P,) [56].

Jak wspomniano, biosensory typu FRET umozliwiajace
pomiary ratiometryczne eliminuja liczne niedoskonatosci
klasycznej detekcji PIP, przez domene PH sprzegniety z
biatkiem fluorescencyjnym. W tym przypadku uzyski-
wany sygnal nie jest falszowany przez ruch komorki,
fotoblakniecie czy lokalne zmiany grubosci. Mozliwosé
kierowania konstruktéw do poszczegélnych przedziatéw
komoérkowych dostarcza ponadto informacji na temat ki-
netyki i lokalizacji wytwarzania tych wtérnych przekaz-
nikow [55].

BIOSENSORY AKTYWNOSCI KINAZ BIALKOWYCH

Biosensory typu FRET zostaly réwniez zaprojektowa-
ne do obrazowania aktywacji kinaz sygnalizacyjnych ko-
ordynujacych proces migracji. Takie kinazy jak PKA, Akt
czy PKC posredniczg miedzy receptorami czynnikéw
wzrostowych lub chemokin a aktywacja poszczegélnych
GTPaz sterujacych dynamika cytoszkieletu, fosforylujac
specyficzne dla nich czynniki GEF i GAP. Elementem,
ktéry moze warunkowaé spolaryzowana aktywacje ki-
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naz sygnalizacyjnych jest asymetryczny rozktad lipidow
sygnatowych, co oméwiono powyzej. Takie kinazy jak
FAK, czy Src sa z kolei odpowiedzialne za koordynacje
tworzenia i degradacji miejsc kontaktu komérki z pod-
tozem.

KINAZA BIALKOWA A

Kinaza bialkowa A zalezna od cAMP (PKA, ang. prote-
in kinase A) odgrywa istotna role zaré6wno w migracji, jak i
adhezji komoérek do podtoza. Na przestrzeni lat powstala
cala grupa jednotanicuchowych biosensoréw typu FRET
dla oceny aktywnosci tego enzymu. Konstrukty AKAR
skladaja sie z pary biatek fluorescencyjnych ECFP i Citri-
ne, a takze sekwencji ulegajacej specyficznej fosforylacji
przy udziale PKA i specyficznej domeny, ktéra wykazu-
je powinowactwo do takiej ufosforylowanej sekwencji i
wigzac sie do niej powoduje zmiane konformacyjna, co
rzutuje na wydajnos¢ FRET. Poszczegélne domeny po-
taczone sg tacznikami o optymalnej dtugosci i gietkosci,
zapewniajacymi wydajna interakcje miedzy nimi. Kon-
strukcja biosensora pierwszej generacji AKAR1 zostala
uzupelniona o domene z biatka 14-3-3, ktéra wchodzita
z ufosforylowana sekwencja w tak mocna interakcje, ze
skutecznie uniemozliwiala jej defosforylacje. W efekcie
uniemozliwiala ciagla obserwacje poziomu aktywnosci
PKA, gdyz reakcja fosforylacji nie byla odwracalna. W
celu udoskonalenia biosensora, w konstrukcie AKAR2
klopotliwg domene zamieniono na FHA1 (ang. forkhead-
-associated 1), ktora slabiej wigzata ufosforylowana grupe
[57]. W kolejnej generacji AKAR3 podmieniono biatka flu-
orescencyjne na CyPet i YPet, a takze wytworzono formy
kierowane do réznych przedzialéw komoérkowych [58].
Badania z wykorzystaniem réznych generacji i izoform
pozwolily m.in. wykaza¢ wzmozona aktywacje PKA w
poblizu krawedzi wiodacej w trakcie migracji i inwazji
komorek raka jajnika [71].

KINAZA BIALKOWA C - PKC

Rodzina serynowo-treoninowych kinaz biatkowych C
(PKC ang. protein kinase C) sktada sie z jedenastu izoform
zaliczanych do trzech klas. Przedstawiciele poszczegol-
nych klas réznia sie struktura domen, co warunkuje me-
chanizm ich aktywacji. Liczne badania wykazaty wplyw
aktywacji PKC na aktywno$é¢ migracyjna, niekiedy prze-
ciwstawny w komérkach réznego typu [55]. Poznanie do-
ktadnej roli w regulacji migracji komérek moze by¢ ula-
twione dzieki opracowaniu nowych metod obrazowania
aktywnosci PKC. W procesie tworzenia biosensoréw typu
FRET dla PKC wykorzystano specyficznoéc¢ ich dziatania.
Jeden z tych biosensoréw o nazwie CKAR, sktada si¢ z
sekwencji stanowigcej specyficzny substrat dla tej kinazy
i domeny FHA2, wigzacej sie do ufosforylowanej treoni-
ny. Oskrzydlajace te pare biatka fluorescencyjne zblizaja
sie do siebie w wyniku zmiany konformacyjnej powodo-
wanej fosforylacja biosensora. Odwracalnos¢ tej zmiany
pozwala monitorowac zmiany aktywnosci PKC w czasie
[59]. Takze w tym przypadku wykorzystano mozliwosé
kierowania biosensora do specyficznych przedziatéw ko-
morkowych, dzieki czemu wykazano réznice w kinetyce
aktywnosci PKC stymulowanej przy uzyciu urydyno-5'-
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-trifosforanu (UTP) pomiedzy frakcja obecng w aparacie
Golgiego i rezydujaca w cytozolu, jadrze komérkowym i
mitochondriach [95]. Alternatywny biosensor dla kinaz
PKC - KCP1 (Ryc. 3C) opiera sie¢ na skréconej plekstry-
nie, ktéra posiada w swej budowie dwie seryny i treoni-
ne, specyficznie fosforylowane prze te kinaze. W swojej
budowie nie zawiera on domeny wiazgcej ufosforylowa-
ne grupy, jak poprzedni konstrukt, gdyz zmiana konfor-
macyjna miedzy domenami plekstryny, zachodzaca na
skutek fosforylacji, jest wystarczajaca dla zapewnienia
istotnej zmiany wydajnosci FRET. W konstrukcie zastoso-
wano réwniez nietypowa pare biatek fluorescencyjnych,
gdyz funkcje donora pelni bialtko GFP? ktére dobrze
wspolpracuje z akceptorem EYFP [60]. Wsp6lne zastoso-
wanie biosensoréow dla biatkowych kinaz sygnalizacyj-
nych i metod obrazowania poziomu jonéw Ca* pozwo-
lito zaobserwowac korelacje miedzy zmianami stezenia
tych jonéw a aktywnoscia PKA i PKC, co stanowi dobry
przyklad taczenia najnowszych metod obrazowania mi-
kroskopowego w celu rozwiklania zlozonych zaleznosci
sygnalizacyjnych [96].

KINAZA SERYNOWO-TREONINOWA Akt

Kinaza serynowo-treoninowa Akt (alt. PKB, ang. prote-
in kinase B) odgrywa gtéwna role w $ciezce sygnalizacyj-
nej PI3K. Wiaze si¢ ona do tworzonego w btonie PIP, przy
udziale dedykowanej do tego domeny PH. O ile aktywa-
cja tego biatka zostala dos¢ dobrze scharakteryzowana,
to wiedza na temat precyzyjnej lokalizacji tej aktywacji w
komoérce byla do niedawna uboga. Zmienito sie to dzieki
opracowaniu odpowiednich narzedzi wykorzystujacych
zjawisko FRET. Biosensor dedykowany monitorowaniu
aktywnosci kinazy Akt - Akind, posiada w swojej struk-
turze domene katalitycznag tej kinazy i domene PH, prze-
dzielone biatkiem YFP, a takze bialtko CFP zlokalizowane
na C-konicu konstruktu. W stanie nieaktywnym przyjmu-
je on zamknietg konformacje, gdzie oba biatka fluorescen-
cyjne sa odizolowane. W wyniku aktywacji domena PH
ulega wyeksponowaniu i po translokacji do blony komér-
kowej wigze sie do odpowiednich lipidéw blonowych.
Procesowi temu towarzyszy réwniez zmiana konforma-
cyjna zblizajaca oba biatka fluorescencyjne, prowadzaca
do wzrostu wydajnosci FRET [56]. Jego wspdlne zasto-
sowanie z biosensorem dla 3,4-bisfosforanu fosfoinozy-
tolu (P1(3,4)P,) omoéwionym powyzej, pozwolilo zaobser-
wowac aktywacje kinazy Akt, skorelowana ze wzrostem
obecnosci fosfolipidu w obrebie lamellipodium, w od-
powiedzi na stymulacje malpich fibroblastéw linii Cos7
czynnikiem wzrostowym EGF. W potaczeniu z zastoso-
waniem biosensora dla PIP, i Raichu-RalA, wykazano
skoordynowana aktywacje komponentéw lipidowych,
kinaz sygnalizacyjnych i malych GTPaz w obrebie krawe-
dzi wiodacej komoérki, na skutek stymulacji czynnikiem
wzrostowym [56,97].

Alternatywe dla Akind moze stanowi¢ opracowany
niedawno biosensor Akt o bardzo duzej specyficznosci
zwany Eevee-iAkt, ktéry moze by¢ kierowany do wybra-
nych przedzialéw wewnatrzkomoérkowych. Biosensor za-
wiera kolejno od N-korica biatko YPet, drozdzowa dome-
ne FHA1, zoptymalizowana sekwencje substratowa dla
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Akt, ECFP, potaczone odpowiednimi tacznikami. Seria
eksperymentéw polegajacych na okreéleniu jego lokali-
zacji w blonie komérkowej, w obrebie tratw lipidowych
i poza nimi, a takze w cytoplazmie, mitochondriach oraz
jadrze komoérkowym, pozwolila na wyznaczenie zréz-
nicowanego wzorca i kinetyki aktywacji w komoérkach
HeLa i Cos7 po stymulacji czynnikiem EGF [61].

Podejécie opierajace sie na aktywnosci kinazy Akt wy-
korzystano takze w tworzeniu takich biosensoréw, jak
Aktus, AktAr i BKAR. Wszystkie zawieraja syntetycz-
ny substrat dla Akt i ulegaja zmianom konformacyjnym
na skutek fosforylacji. R6znia sie one czuloscig, ktéra w
przypadku Aktus jest niska, co wymaga nadprodukcji
Akt, podczas gdy BKAR i AktAR sg wystarczajaco czule
dla obserwacji endogennej aktywnosci tej kinazy. Wyko-
rzystanie BKAR lokalizowanego w poszczegdlnych prze-
dzialach komérkowych pozwolilo wykazaé zréznicowa-
na aktywnosé¢ mechanizméw hamujacych i przeciwdzia-
tajacych Akt w obrebie btony komoérkowej, cytoplazmy
oraz jadra komorkowego. Wysoki zakres dynamiczny
AKktAR pozwolil z kolei na obserwacje lokalizacji Akt w
btonie komoérkowej, z rozréznieniem na poszczegdlne jej
mikrodomeny [98-100]. Wykorzystanie obu powyzszych
strategii pozwala bada¢ zaré6wno aktywnos¢, jak i trans-
lokacje kinazy Akt do blony. Obecno$¢ domeny katali-
tycznej w pierwszym typie biosensoréw niesie jednak
ryzyko zaburzenia fizjologicznego rozktadu aktywnosci
tego biatka i wyciagniecia z eksperymentéw biednych
wnioskow [55].

KINAZA KONTAKTOW ZOGNISKOWANYCH FAK

Kinaza kontaktéw zogniskowanych FAK (ang. focal
adhesion kinase) kontroluje adhezje komoérek do podioza
oraz ich aktywnosé¢ migracyjna w wyniku posredniego
oddzialywania na interakcje integryn z biatkami macie-
rzy miedzykomérkowej [101]. Obrazowanie dynamiki ak-
tywagji tej kinazy mozliwe jest przy uzyciu biosensoréw
typu FRET. W projektowaniu jednego z nich wykorzysta-
no zmiany konformacyjne, jakim ulega domena regulato-
rowa FERM kinazy FAK w trakcie tworzenia miejsc adhe-
zyjnych. Biosensor utworzono oskrzydlajac biatkami flu-
orescencyjnymi (ECFP i EYFP) domene FERM, podczas
gdy w dalszej czesci znalazly sie pozostate domeny - KD
o aktywnosci kinazowej i regulatorowa FAT. Zmiany po-
ziomu aktywnosci rejestrowano metoda fotoinaktywacji
akceptora. Obserwowano je zwlaszcza w obrebie kontak-
tow zogniskowanych i w mniejszym stopniu w cytopla-
zmie, zard6wno na etapie wstepnego rozplaszczania, jak i
pOZniejszym rozrastaniu i bocznym przesuwaniu kontak-
tow zogniskowanych. Dalsze badania dostarczyty infor-
macji na temat sposobu regulacji aktywnosci FAK i odpo-
wiedzi na sity trakcyjne [62]. Odmienng strategie zasto-
sowano w przypadku alternatywnego biosensora FAK, w
ktérym transfer energii nastepuje w stanie zahamowania,
natomiast aktywacja kinazy powoduje oddalenie biatek
fluorescencyjnych zlokalizowanych wewnatrz konstruk-
tu i obnizenie wydajnosci FRET (Ryc. 3D). Wykorzystanie
tego konstruktu potwierdzilo zachodzenie zmian konfor-
macyjnych warunkowanych obecnoscia domeny FERM

Postepy Biochemii 63 (1) 2017

oraz wykazalo aktywacje w odpowiedzi na zamiany po-
ziomu PIP, [63].

KINAZA TYROZYNOWA Src

Kinaza tyrozynowa Src jest éci$le powigzana funkcjo-
nalnie z oméwiona powyzej kinazg FAK. Biosensor typu
FRET dedykowany pomiarom jej aktywnosci zawiera do-
mene SH2 (ang. src homology domain) biatka Src i synte-
tyczny substrat, ktére to elementy przedzielono elastycz-
nym fgcznikiem. Konstrukcje dopetnia tradycyjny zestaw
biatek fluorescencyjnych ECFP i EYFP, zlokalizowanych
odpowiednio na N i C-konicu. Aktywacja pociagajaca za
soba wigzanie domeny SH2 do substratu, skutkuje zmia-
na konformacyjna i zblizeniem fluorochroméw, co po-
woduje wzrost wydajnoéci FRET. Biosensor postuzyt do
charakterystyki aktywacji tej kinazy w sposéb zalezny
od cytoszkieletu aktynowego i mikrotubul w trakcie sty-
mulacji szczypcami optycznymi ludzkich komérek $réd-
btonka zyly pepowinowej HUVEC. Obszernie scharakte-
ryzowano rowniez aktywacje tej kinazy w trakcie adhezji
i migracji wielu typéw komorek [64,71].

BIOSENSORY NAPREZENIOWE

Zastosowane w ostatnich latach nowe podejscie do
tworzenia biosensoré6w FRET umozliwia badanie sit fi-
zycznych oddziatujacych na biatka. Tego typu konstruk-
ty nadaja sie doskonale do badania naprezerh w biatkach
strukturalnych i pelnigcych funkcje mechanosensoréw.

a-Aktynina jest homodimerem przeciwréwnolegle
utozonych bialek, ktére wiaza sie do réwnolegle utozo-
nych widkien aktynowych, uczestniczac posrednio w
przytwierdzaniu wigzek wiékien aktynowych do btony
komoérkowej. Konstrukt sstFRET zawierajacy biatka Ce-
rulean i Venus polaczone lacznikiem spektrynowym,
w stanie zrelaksowanym wykazuje wysoka wydajnosé
FRET. Wbudowany w strukture a-aktyniny jest wysta-
wiony na dziatanie sit mechanicznych, co skutkuje wzro-
stem naprezenia i oddaleniem od siebie biatek fluore-
scencyjnych. Przy uzyciu biosensora tego typu wykazano
mniejszy spadek FRET (oznaczajacy mniejsze naprezenie)
w krawedzi wiodacej migrujacych komérek. Co ciekawe,
obserwowane zmiany naprezen czesto nie byly dobrze
skorelowane ze zmianami ksztattu komoérek [65].

Podobnie winkulina, ktéra laczy zaktywowane inte-
gryny w kontaktach zogniskowanych z filamentami ak-
tynowymi, jest poddawana dzialaniu sit mechanicznych.
Do badania tego biatka postuzyta np. inna generacja bio-
sensoréw typu FRET - TSMod (Ryc. 3E), ktére wykorzy-
stuja podobny mechanizm dzialania jak sstFRET, aczkol-
wiek w swojej budowie zawieraja pare bialek mTFP-Ve-
nus, polaczona elastycznym tacznikiem zbudowanym z
40 reszt aminokwasowych, pochodzacym z biatka budu-
jacego pajecze sieci. Taki modul zostal wbudowany po-
miedzy domene winkuliny wigzaca taline, a domene wy-
kazujaca powinowactwo dla aktyny. Kalibracja pozwolila
wyznaczy¢ czulos$é biosensora na sity od 1 do 6 pN. Jego
zastosowanie potwierdzilo wystepowanie naprezen w
winkulinie komérek zaadherowanych do podtoza pokry-
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tego fibronektyna, co objawiato sie spadkiem wydajnosci
FRET. Korzystajac z techniki FLIM, wyznaczono Srednie
naprezenie w obrebie stabilnych kontaktow zognisko-
wanych na ok. 2,5 pN. Wykazano réwniez wysokie sily
przytozone do winkuliny w obrebie matych miejsc kon-
taktowych z przodu migrujacej komoérki, zwlaszcza na
etapie ich tworzenia i rozrastania, podczas gdy to samo
biatko w obrebie duzych kontaktéw zogniskowanych i w
momencie ich degradacji czy przesuwania, byto bardziej
zrelaksowane. Takie podejscie metodyczne pozwala z
duzg dokladnoscia wyznaczac sily przylozone do biatek
o potencjalnej funkcji mechanosensoréw i wykazuje duzy
potencjal w monitorowaniu takich sit w czasie rzeczywi-
stym, z wysoka rozdzielczoscia przestrzenna [66,71].

BIOSENSORY AKTYWNOSCI ENZYMOW
PROTEOLITYCZNYCH

Migracja komérek w warunkach in vivo jest zwykle
uzalezniona réwniez od obecnosci enzyméw o aktywno-
Sci proteolitycznej. Enzymy te, odpowiadajgce za trawie-
nie biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej, sa niezbedne
dla wielu komoérek w procesie migracji przez strukture
tkanki. Dobrze poznang grupa enzymoéw o takim charak-
terze sa metaloproteinazy macierzy miedzykomoérkowej
(MMP) zalezne od jonéw cynku. W sktad rodziny MMP
wchodza zaréwno enzymy wydzielane przez komor-
ke, jak i zakotwiczone w blonie komoérkowej. Kluczowa
proteaza w tym procesie wydaje sie by¢ zakotwiczona w
btonie MT1-MMP (ang. membrane type 1 matrix metallopro-
teinase), czesto wiazana z potencjalem metastatycznym
komoérek nowotworowych [44,71].

Badanie lokalnej aktywnosci tego enzymu jest mozli-
we przy uzyciu litycznego biosensora typu FRET, skla-
dajacego sie z peptydu o sekwencji podatnej na proteoli-
ze¢ prowadzona przez MT1-MMP, oskrzydlonego para
biatek fluorescencyjnych ECFP-YPet (Ryc. 3F). Potrzeba
zbadania aktywnos$ci enzymu posiadajacego domene
katalityczng po zewnetrznej stronie blony komoérkowej
wymusila wprowadzenie konstruktu do wektora kieru-
jacego biatko na droge wydzielania oraz zawarcia na C-
-koricu domeny transblonowej receptora PDGF, w celu
zakotwiczenia biosensora w blonie. Jego zastosowanie
pozwolito wykazaé¢ selektywnie wzmozona aktywnos¢
MT1-MMP na krawedzi wiodacej komérek linii HelLa
stymulowanych EGF. Aktywnos¢ MT1-MMP byla wyso-
ce skorelowana z obecnosciag EGFR, a proces akumulacji
byl zalezny od sieci cytoszkieletarnej [67]. Zmodyfikowa-
ny biosensor o wysokiej czulosci, zawierajacy Orange2
i Cherry, réwniez wykorzystano do zobrazowania ak-
tywnosci tej proteazy na krawedzi komoérek linii HT1080
przy uzyciu techniki FLIM [102]. Wykorzystanie biatek
fluorescencyjnych o widmach przesunietych w kierunku
fal dtuzszych pozwolilo takze na réwnolegla obserwacje
biosensora dla kinazy Src, opartego o biatka ECFP i Citri-
ne. Jednoczesna obserwacja aktywnosci obu komponen-
tow wykazata zbiezny rozklad przestrzenny aktywacji
na krawedzi wiodacej, jednak z wyraznym opé6znieniem
w przypadku MT-MMP1. Dalsze badania oparte na ha-
mowaniu poszczegblnych elementéw sygnalizacyjnych
wykazaly udzial Src w pdzniejszej aktywacji metalo-
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proteinazy, w odpowiedzi na stymulacje komérek HeLa
czynnikiem EGF [68]. Bardzo wyrazny wzrost czulosci
pierwotnej wersji biosensora spowodowata z kolei pod-
miana trawionej sekwencji na sekwencje AHLR, oskrzy-
dlong gietkimi tgcznikami. Ten uktad pozwolit wykaza¢
wysoka korelacje miedzy aktywnoscia MT1-MMP, a po-
tencjalem inwazyjnym kilku linii raka piersi [103]. Z tego
typu konstruktami wiaze sie spore nadzieje w procesie
wysokoprzepustowego, przesiewowego badania komo-
rek nowotworowych pod katem ich ztosliwosci [44,104].

PODSUMOWANIE

Migracja komérek zwierzecych nastepuje w oparciu o
cykl scisle koordynowanych w czasie zdarzen, bedacych
pod kontrola ztozonych mechanizméw sygnalizacyjnych.
Ze wzgledu na jej kluczowa role w licznych procesach
fizjologicznych i patologicznych, od wielu dekad znaj-
duje si¢ ona w centrum zainteresowania biologéw ko-
moérkowych. Ogromny postep w doskonaleniu obserwa-
cji migracji i zjawisk jej towarzyszacych, ktéry dokonatl
sie szczegodlnie w ciggu ostatnich 15 lat, daje nadzieje na
szczegblowe i doglebne poznanie wszystkich tajnikow tej
aktywnosci komoérek. Bardzo duza role w tych badaniach
odgrywa opracowanie i systematyczne doskonalenie jed-
nofaricuchowych biosensoréw typu FRET. Polgczenie
metod fizyki, biologii molekularnej i najnowszych me-
tod mikroskopowych dostarczylo poteznego narzedzia
do monitorowania w czasie rzeczywistym subtelnych
zmian aktywnosci wielu elementéw o bardzo zréznico-
wanym charakterze, od biatkowych przetacznikéw mole-
kularnych, przez lipidowe skiadniki bton biologicznych,
biatka o r6znorodnej aktywnosci katalitycznej, po zmiany
poziomu wybranych jonéw. Koniecznosé wykorzystania
skrajnie odmiennych podejé¢ metodycznych przy tworze-
niu poszczegoélnych biosensoréw sprawia, ze omawiane
zagadnienie jest bardzo interesujace. Cho¢ przedstawio-
ny postep w projektowaniu nowych generacji sensoréw
dla poszczegdlnych biatek pozwolit na ominiecie wielu
probleméw metodycznych, sensory starszych generaciji
wcigz znajduja zastosowanie lub stanowia punkt wyj-
$cia do opracowywania nowych rozwigzan. Prowadzone
coraz szerzej badania uswiadamiaja, Ze mnogosc¢ i zlo-
zono$¢ oddzialtywan pomiedzy poszczegélnymi sklad-
nikami jest duzo wieksza niz sie spodziewano. Schemat
funkcjonowania poszczegélnych GTPaz z rodziny Rho,
jeszcze przed dwoma dekadami wydawatl sie relatywnie
jasny i logiczny. W dniu dzisiejszym, dzieki badaniom
przeprowadzonym z wykorzystaniem biosensoréw typu
FRET wiadomo, ze poszczegélne biatka moga by¢ akty-
wowane w réznych obszarach komorki, wykazujac zaan-
gazowanie w pozornie skrajnie r6zne etapy migracji. Do-
datkowo, obserwowany schemat ich aktywacji moze by¢
diametralnie r6zny w odmiennych typach komoérek i w
odpowiedzi na zréznicowane bodzce. Takze rosnaca licz-
ba znanych interakcji z kinazami sygnalizacyjnymi nie
ufatwia interpretacji obserwowanych zjawisk. Szczesli-
wie, rozwijane réwnolegle metody komputerowej anali-
zy obrazéw mikroskopowych, pozwalaja na korelowanie
uzyskiwanych wynikéw i wycigganie z nich konstruk-
tywnych wnioskéw. Systematyczny postep na kazdym
omawianym polu, pozwala réwniez na zastosowanie
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biosensoréw typu FRET w badaniach in vivo, co jest klu-
czowe dla zrozumienia, jak te wszystkie skomplikowane
interakcje funkcjonuja w jeszcze bardziej ztozonym $ro-
dowisku naturalnym komorek. Zwlaszcza postep na tym
ostatnim polu daje nadzieje, Ze rosnacy zasob wiedzy do-
tyczacej migracji komoérkowej, przyniesie w przysztosci
korzysci w postaci opracowania nowych metod walki z
tworzeniem przerzutéw przez nowotwory lub innymi
schorzeniami, w ktérych istotng role odgrywaja ruchy
komérkowe.
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ABSTRACT

Cell migration is a complicated process, which is crucial for functioning of multicellular organisms. Multiple signalling pathways are deeply
involved in the precise control of consecutive cell migration stages based on remodelling of the actin cytoskeleton. Small Rho GTPases (RhoA,
Racl and Cdc42) as well as multiple protein and lipid kinases, calcium ions and mechanosensors are crucial components in this process.
Exploration of those complicated correlations is possible with constant advancement of fluorescence microscopy. A significant progress in this
field has been achieved since discovery of fluorescent proteins and subsequently FRET-based biosensors. Such protein constructs react with
a change of FRET efficiency in response to the particular protein activity change. Properly designed and regularly improved biosensors offer
the possibility of real-time imaging of signalling pathways dynamics in migrating cells. The perception of Rho GTPases involvement and
some other signalling pathways connected with cell migration have been clarified with multiple experiments already carried out with such
FRET-based biosensors.
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