Nowoczesne metody przyzyciowej analizy polimeryzacji mikrotubul

STRESZCZENIE

ikrotubule pelnia kluczowa role w podziale, utrzymaniu ksztaltu, ruchu komoérki oraz

transporcie wewnatrzkomérkowym. Regulacja ich funkcji mozliwa jest dzieki zr6zni-
cowaniu dynamiki polimeryzacji i depolimeryzacji mikrotubul. Stabilnos¢ wiékien mikro-
tubularnych zalezna jest od skladu budujacych ja podjednostek tubulin klasy alfa i beta,
ich modyfikacji potranslacyjnych oraz oddzialywania mikrotubul z bialkami stabilizujacy-
mi ich strukture. Zaklécenie tych proceséw moze prowadzi¢ do powstania szeregu stanéw
patologicznych jak rozw6j nowotworow, choréb ukladu krazenia czy zmian o charakterze
zwléknieniowym. Ponizszy artykul podsumowuje obecny stan wiedzy na temat nowocze-
snych metod analizy polimeryzacji mikrotubul pozwalajacych na jeszcze lepsze poznanie
struktury i mechanizméw pelnionych przez mikrotubule ich funkcji fizjologicznych, jak i
rozw6j stanow chorobowych wynikajacych z ich zaburzenia.

WPROWADZENIE

Mikrotubule (MTs) wraz z mikrofilamentami i filamentami pos$rednimi
tworza cytoszkielet komorek eukariotycznych. Zlozone sg one zwykle z 13
protofilamentéw zbudowanych z polaczonych wigzaniem niekowalencyjnym
heterodimeréw alfa- i beta-tubuliny w taki sposéb, ze beta-tubulina jednego
heterodimeru oddzialuje z alfa-tubulina nastepnego. Poszczegélne protofi-
lamenty moga taczy¢ sie ze soba dzieki oddzialywaniom bocznym pomiedzy
heterodimerami. Polaryzacja dimeru uzyskana dzigki zréznicowaniu struktury
chemicznej podjednostek oraz sposob ich Iaczenia w protofilamencie zapewnia
polaryzacje mikrotubuli. Biegunowo$¢ ma krytyczne znaczenie w montazu i
demontazu mikrotubul oraz w prawidlowym okreslaniu kierunku transportu
wewnatrzkomoérkowego [1].

Nowo powstajace mikrotuble zakotwiczone sa w centrum organizacji mi-
krotubul (MTOC, ang. micotubule-organizing center) i inicjuja nukleacje dzieki
tworzacej tzw. piersciert nukleacji gamma-tubulinie (kompleks y-TuRC) oraz
pericentynie i ninetynie. Do kompleksu przytaczaja sie kolejne heterodimery tu-
buliny, a koniec do ktérego sie podiaczaja nazywany jest koricem rosnacym lub
,konicem plus”. W obrebie beta-tubuliny znajduja sie 2 czasteczki GTP, ktére po
pewnym czasie ulegaja hydrolizie do GDP. Nagromadzenie GDP w mikrotubuli
skutkuje jej niestabilnoscia i rozpadem struktury (depolimeryzacja). Zjawisko
naprzemiennej polimeryzacji i depolimeryzacja MTs jest okre$lana mianem ,,dy-
namicznej niestabilnosci” [2]. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze mikrotubule nie zawsze
tworza sie¢ w potaczeniu z kompleksem y-TuRC centrosomu, co obserwowane
jest np. w aksonach czy dendrytach, a centra nukleacji moga powsta¢ w spos6b
spontaniczny w roznych obszarach komérki [3].

Mikrotubule tworza w komorce: centriole, wrzeciono podzialowe, sie¢ in-
terfazowa, , a takze aksony rzesek i wici. W cytoplazmie komérki interfazowej
wystepuja one w postaci pojedynczych lub rozproszonych wiazek, utozonych

wzdluz diugiej osi komérki. MTs zaangazowane sg w wiele kluczowych dla ko-
morki proceséw fizjologicznych. Biora udziat w segregacji chromosoméw pod-
czas podzialu komoérki, ruchu komérki, tworzeniu rusztowania do transportu
wewnatrzkomérkowego poprzez dyneiny i kinezyny oraz utrzymaniu prawi-
dlowego ksztattu komorek [4]. Sa one takze zaangazowanie w przekazywanie
sygnatu. Zaktécenie struktury lub funkcji prowadzi do rozwoju szeregu cho-
rob. Wéréd stanéw patologicznych mozemy wyrézni¢ choroby nowotworowe,
zwldknieniowe, neuropatologie oraz choroby ukladu krazenia [58]. Mikrotubu-
le, a w szczegodlnosci tubuliny klasy beta zdaja sie by¢ najbardziej podatnymi na
uszkodzenia i oddziatywania biologiczne strukturami. W niniejszej pracy skupi-
lismy sie na prezentacji metod i mozliwosci przyzyciowych badar mikrotubul z
zastosowaniem mikroskopii wysokorozdzielcze;.
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Zaangazowanie w tak réznorodne funkcje, powoduje ze
poszczegdlne rodzaje mikrotubul musza r6znic¢ sie zdolno-
Scig do reorganizacji. Podczas gdy niektére z nich sa bar-
dziej dynamiczne, jak np. mikrotubule cytoplazmatyczne
lub wrzeciona podzialowego, inne jak te budujace ruszto-
wanie centrioli, cialek podstawowych i rzesek wykazuja
wieksza stabilnosé¢ struktury [9]. Wiasciwosci mikrotubul
w tym dynamika ich polimeryzacji regulowane sa poprzez
trzy czynniki: (i) rodzaj podjednostek klasy alfa- i beta-tu-
buliny wchodzacych w sklad poszczegélnych mikrotubul,
(i) rodzaj i poziom potranslacyjnych modyfikacji izoform
tubuliny budujacych mikrotubule, a takze (iii) oddziatywa-
nia mikrotubul z biatkami towarzyszacymi mikrotubulom
(MAP, ang. microtubule associated proteins) [10,11]. Jedna z
mozliwodci analizy dynamiki reorganizacji MTs jest obra-
zowanie w czasie rzeczywistym. Che¢ lepszego poznania
molekularnych mechanizméw odpowiadajacych za prawi-
dlowos¢ polimeryzacji i depolimeryzacji struktury MTs w
stanach zaréwno fizjologicznych jak i patologicznych spo-
wodowala, ze do badan zaczeto stosowac wysokorozdziel-
czg mikroskopie 4D.

OBRAZOWANIE STRUKTURY MIKROTUBUL

Réznice w strukturze konica mikrotubul zaleza nie tylko
od tego czy jest ona w fazie wzrostu lub rozpadu, ale takze
od predkosci tych proceséw. Dzieki metodom obrazowania
w mikroskopii elektronowej wykazano réznice w ksztalcie
wolno i szybko rosnacych koricéw mikrotubul. Pierwsze
z nich sa tepo zakoniczone natomiast szybko rosnace maja
stozkowe zakoriczenia [12]. Mikrotubule kurcza sie zazwy-
czaj w znacznie szybszym tempie niz rosna. Sygnatem do
ich gwaltownej depolimeryzaciji jest hydroliza stabilizujacej
strukture czasteczki GTP znajdujacej sie na konicu plus do
GDP. Wtékna rozpadaja sie na tworzace go dimery alfa i
beta tubuliny, a proces ten nazywany jest ,katastrofg”.

Pierwsze prace sugerujace zmiany dlugosci mikrotubul
przedstawili Mitchson i Kirchen w 1984 roku [13]. Jednakze
dopiero przeprowadzone obserwacje wzrostu i skrécenia
pojedynczego widkna przy zastosowaniu mikroskopii w
ciemnym polu dowiodla dynamicznej zmiany mikrotubul
[14]. Rezultaty te potwierdzono w analizie przyzyciowej
pojedynczych mikrotubul w mikroskopie z o$wietleniem
kontrastowo-fazowym (VE-DIC) [14]. Zaréwno analizy w
mikroskopie w ciemnym polu jak i mikroskopia kontrasto-
wo-fazowa majg jednak szereg ograniczen. Pierwsze z nich
wymaga wyjatkowej starannosci przygotowania preparatu.
Jakiekolwiek zanieczyszczenia na powierzchni szkla czy tez
powstanie agregatéw w probie prowadzi do dodatkowego
rozproszenia $wiatla i znaczaco utrudnia obserwacje ob-
razu. Optyka stosowana w kontrascie fazowym mimo cig-
glego rozwoju pozostaje nadal problematyczna, poniewaz
zgodnie z zasadq o$wietlenia Kohlera wymaga on Zrédla
bardzo jasnego oswietlenia. Ponadto obie metody cechuje
niska rozdzielczoé¢ uzyskanych obrazéw, co bardzo utrud-
nia rozréznienie pojedynczych wiékien. Nalezy takze pa-
mietad, ze w analizie DIC wspélczynnik zatamania $wiatla
zalezy od ulozenia widkna, co skutkuje tym, ze najlepiej
widoczne sa mikrotubule utozone réwnolegle do kierunku
$wiatta. Pomimo tych ograniczeri obie metody sa nadal sto-
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sowane ze wzgledu na brak efektu fotouszkodzenia prepa-
ratu wystepujacego przy zastosowaniu innych metod.

ZNAKOWANIE MIKROTUBUL

Konwencjonalna analiza wewnatrzkomoérkowej dynami-
ki MTs obejmuje homogenne oznakowanie catej sieci MTs.
Poczatkowo, w tego typu badaniach stosowano mikroiniek-
¢je tubuliny, w ktérej grupa aminokwaséw wyeksponowa-
na na powierzchni polimeryzujacych MT byta oznaczona
chemicznie za pomoca fluorescencyjnych barwnikéw be-
dacych pochodnymi N-hydroksysukcynimidu. Opubliko-
wano wiele protokotéw opisujacych oznakowanie tubuliny
oraz mikroiniekcje [15-17]. Niestety, metoda mikroiniekcji
posiada szereg ograniczeni. Ta czasochtonna procedura
pozwala na uzyskanie jedynie niewielkiego odsetka ko-
morek, w ktérych poziom znakowanych mikrotubul jest
wystarczajacy do przeprowadzenia badan. Z tego wzgledu
jest ona czesto zastepowana przez zastosowanie egzogennej
formy tubuliny znakowanej biatkami zielonej fluorescencji
(GFP) lub jej pochodnymi. Nalezy jednak zauwazyé¢, iz tu-
bulina pofaczona z fluorescencyjnym barwnikiem ma kilka
zalet w stosunku do tej polaczonej z biatkami fluorescen-
cyjnymi. Syntetyczne barwniki fluorescencyjne daja zwykle
silniejszy sygnal. Mniejszy rozmiar barwnika powoduje po-
nadto, ze koniugowane z nim izoformy tubuliny sa bardziej
wydajnie wiaczane do MTs. Wszystkie te czynniki skut-
kuja intensywniejszym wyznakowaniem MTs w stosunku
do koniugowanych z FP podjednostek tubuliny. W koncu,
wygaszanie syntetycznych fluoroforéw jest w duzej mierze
zalezne od obecnosci i stezenia tlenu [17,18].

Rozwdj mikroskopii konfokalnej pozwalajacej na uzy-
skanie wysokorozdzielczych obrazéw analizowanych préb
wraz z rozwojem technik znakowania bialek pozwolil na
bardziej precyzyjne poznanie struktury i zrozumienie funk-
¢ji mikrotubul i zwigzanych z nimi molekut.

MIKROSKOPIA KONFOKALNA
W PRZYZYCIOWYM BADANIU MIKROTUBUL

Rozwéj mikroskopii fluorescencyjnej zwiazany z zasto-
sowaniem coraz doskonalszej optyki i punktowego skano-
wania preparatu pozwolil na powstanie mikroskopu konfo-
kalnego. Uzyskane w nim obrazy cechuje wyzsza rozdziel-
czos¢ (ponizej progu rozdzielczosci mikroskopii swietlnej,
zwanej limitem Abbego) i znaczaco lepszy kontrast w sto-
sunku do klasycznego mikroskopu fluorescencyjnego. Prze-
tomowym krokiem w uzyskaniu ostrych, tréjwymiarowych
obrazéw analizowanych preparatéw bylo zastosowanie w
mikroskopii konfokalnej jedynie $wiatta pochodzacego z
plaszczyzny ostrosci obrazu.

Mozliwos$¢é uzyskania tréjwymiarowych obrazéw w
czasie (mikroskopia 4D) pozwolitla na prowadzenie badan
przyzyciowych z niespotykang dotychczas rozdzielczoscia.
Dzieki polaczeniu rozwoju samego urzadzenia z coraz lep-
szymi metodami znakowania bialek mozliwa stala sie nie
tylko analiza zmian ich poloZenia w komorce, ale takze
okreslenie dynamiki tych proceséw.
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Zastosowanie odpowiedniego ukladu detekcyjnego,
w ktérym wycieto sygnal z plaszczyzn znajdujacych sie
poza ogniskowa pozwolito na znaczaca poprawe zdolno-
ci rozdzielczej mikroskopu i przyczynilo sie do powsta-
nia pierwszego mikroskopu konfokalnego [19]. Nastepne
udoskonalenia pozwolity na podwyzszanie rozdzielczosci
obrazu poprzez przelamywanie ograniczen dyfrakcyjnych.
Przyczynito sie do tego zastosowanie fali ewanescencyjnej
na granicy osrodkéw (TIRF, ang. Total Internal Reflection
Fluorescence microscopy) [20,21], wykorzystanie efektéw nie-
linijowych (mikroskopia wielofotonowa) [22,23] czy uzycie
algorytmoéw dekonwolucyjnych do przetwarzania obrazéw
[24-26].

Ciagte dazenie do uzyskania coraz dokladniejszych ob-
razéw spowodowalo, Ze prace nad rozwojem mikroskopu
konfokalnego skupily sie na opracowaniu metody pozwa-
lajacej na uzyskanie obrazéw przedstawiajacych potozenie
pojedynczych $wiecacych czasteczek fluorochromu lub
uzyskania takiego ukladu gdzie obserwowany obraz bedzie
pochodzit z obszaru préby znacznie mniejszego niz zdol-
noé¢ rozdzielcza mikroskopu. Niezalezne obie grupy bada-
czy Erica Betziga oraz Williama E. Moernera i Stefana W.
Hella w wyniku swoich prac uzyskaly obrazy pokazujace
potozenie pojedynczej molekuly, a ich badania zostaty do-
cenione przez Komisje Noblowska w 2014 roku.

Pierwszy super rozdzielczy mikroskop, wykorzystuja-
cy powyzsze mozliwosci, nazwany PALM (ang. photoacti-
vated localization microscopy, mikroskopia lokalizacji foto-
aktywacyjnej) zostatl skonstruowany przez Erica Betziga
w 2006 roku [27]. Kolejny STORM (ang. Stochastic Optical
Reconstruction Microscopy, stochastyczna mikroskopia re-
konstrukcyjna) [28] powstal niedlugo pdzniej. Dziatanie
obu maszyn opiera sie na metodzie stochastycznej polega-
jacej na selektywnym wzbudzeniu fluoroforu zwigzanego z
analizowana molekulg. Zastosowanie tego rodzaju analizy
do uzyskania wysokorozdzielczych obrazéw mozliwe byto
dzieki skonstruowaniu nowego bialka fluorescenyjnego,
ktérego wzbudzenie (wlaczane i wylaczane) regulowane
jest optycznie przez S$wiatlo laseréw, nazwanego PA-FP
(ang. photoactivated fluorescent proteins) [29].

Mikroskopia PALM oparta jest o aktywowane $wiatlem
biatka fluorescencyjnego, natomiast w STORM fotoprzela-
czalne pary drobnoczasteczkowych fluoroforéw. Kluczo-
wym zjawiskiem wykorzystanym w tego typu mikrosko-
pach jest zastosowanie wysokorozdzielczej metody mikro-
skopii catkowitego odbicia wewnetrznego, TIRF. Polega
ona na wzbudzaniu fluorescencji $wiattem wzbudzajacym,
ktére oswietla preparat pod takim katem (kat graniczny),
by padajace $wiatlo ulegto catkowitemu wewnetrznemu
odbiciu w szkietku nakrywajacym prébke. Powstala w
ten spos6b na granicy szkla fala ewanescencyjna, moze na
bardzo matym (okoto 100 nm) dystansie wzbudza¢ fluoro-
chrom. Nalezy jednak pamietad, ze metoda daje mozliwos¢
uzyskania ostrego obrazu jedynie tuz pod powierzchnia
szkietka co pozwala na obserwacje zjawisk zachodzacych w
blonie komérkowej lub jej bezposrednim sasiedztwie. Ogra-
niczenie to wyeliminowano stosujac technike fPALM, kt6-
ra jest polaczeniem PALM z mikroskopia konfokalng oraz
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dSTORM (ang. direct STORM) wykorzystujacag w odrdznie-
niu od STORM pojedyncza czasteczke drobnoczasteczko-
wego fluorochromu, ktéra moze ulega¢ utlenianiu i redukgji
pod wplywem $wiatla.

Réwnoczednie z powyzej opisang metoda rozwijata sie
mikroskopia bliskiego pola. Dzigki zastosowaniu Zrédla
bardzo intensywnego oSwietlenia na malym obszarze i
umieszczeniu badanej probki bardzo blisko takiego Zrédla
swiatta (w odlegloéci mniejszej niz dtugos¢ fali) otrzymano
obraz o wysokiej rozdzielczosci [30]. Pierwsze mikrosko-
py oparte o te wlasnosé pojawily sie w 1976 roku. Ograni-
czeniem tej metody jest glebokos¢ preparatu jaki mozemy
obserwowa¢. Kolejng grupa technik subdyfrakcyjnych sa
techniki RESOLFT (ang. REversible Saturable OpticaL Fluore-
scence Transition). Opieraja sie one na wygaszeniu znacz-
nika fluorescencyjnego na brzegu wzbudzonego punktu i
na takim ksztalttowaniu wiazki wygaszajacej by minimum
jej natezenia znajdowatlo sie w érodku. Pierwsza stosowa-
na technika oparta o ta zasade jest mikroskopia STED (ang.
STimulated Emission Depletion microscopy), wynaleziona
przez Stefana Hella [31,32]. Nasycenie przejscia optycznego
uzyskano przez proces emisji wymuszonej. Zastosowanie
précz wigzki wzbudzajacej dodatkowa wiazke pierscienio-
wa, selektywnie wygaszajaca fluorescencje, uzyskano roz-
dzielczo$¢ obrazéw wahajaca sie od 20 do 100 nm. Oba typy
metod sa z powodzeniem stosowane w analizach przyzy-
ciowych budowy, dynamiki i oddzialywania z innymi biat-
kami struktur mikrotubularnych. Przyktady ich wykorzy-
stania zostana przedstawione ponizej

MIKROSKOPIA STORM I PALM

Mikroskopy STORM i PALM, oferujace bardzo wysoka
rozdzielczoé¢ uzyskanych obrazéw, pozwolily na odkrycie
nowych szczegétéw dotyczacych funkeji i organizacji mi-
krotubul.

Migracja komoérek jest kluczowym zjawiskiem dla r6z-
nych proceséw biologicznych, w tym embriogenezy, napra-
wy iregeneracji tkanek, chemotaksji czy powstawania prze-
rzutéw nowotworéw. Dzieki swej dynamice mikrotubule
modulujg wiasciwosci fizyczne i funkcjonalna plastycznosé
migrujacej komorki [33]. Dynamiczna niestabilno$¢ mikro-
tubul regulowana jest przez grupe biatek specjalnie zlo-
kalizowanych na rosngcym plus koricu wiékna (ang. plus
end-tracking proteins, TIP protein) [34-37]. Jednakze, zobrazo-
wanie czasowej i przestrzennej dynamiki na plus koricu mi-
krotubul podczas migracji komérek pozostaje nieuchwytne.
Mikrotubularne biatka wiazace koniec plus (+TIPs) kontro-
luja dynamike i oddziatywanie mikrotubul, miedzy innymi
z mitotycznymi kinetochorami, cytoszkieletem aktynowym
i czescia korowa cytoplazmy. Wyspecjalizowanymi grupa-
mi czynnikéw zwigzanych z mikrotubulami, ktére wiaza
rosnace konce mikrotubul i reguluja ich funkcje sa biatka
+TIP. Najwazniejszymi biatkami sieci oddzialywan +TIP sg
biatka EB. Pomagaja one w przylaczaniu innych biatek +TIP
do rosnacych koricow plus mikrotubul [38]. Biatka rodziny
EB obejmuja EB1, EB2 i EB3, a dzieki obecnej na C-konicu
domenie EBC acza sie ze soba, tworzac sieé, do ktérej przy-
taczaja sie inne bialka. Z tego wzgledu wysokorozdzielcza
wizualizacja faczacych sie z cytoszkieletem czasteczek i ich
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oddzialywanie z mikrotubulami w czasie rzeczywistym
jest niezbedna do okreslenia sposobu regulacji przez nie
plastycznosci ksztattu komorki. Odkrycie aktywowanych
$wiatlem bialek fluorescencyjnych oraz wykorzystanie ich
w wysokorozdzielczej mikroskopii [39,40] pozwolilo na
wizualizacje dimeryzacji biatka w nanoskali w czasie rze-
czywistym in vivo. Badania te oparto o zastosowanie kom-
plementarnie fotoaktywowanych biatek fluorescencyjnych
(PACF) potaczonych z biatkiem EB1 [41]. Dzieki temu po-
znano precyzyjna lokalizacje dynamicznie rosnacego korica
plus mikrotubule oraz potoZzonych na koricach mikrotubul
dimeréw EB1. Zaobserwowano zréznicowanie lokalizacji
pomiedzy mikrotubulami zlokalizowanymi we froncie wio-
dacym i w ciele komérki. Nieoczekiwanie, analizy z udzia-
tem mutantéw bialka EB1 wskazaly na krytyczna role nie
scharakteryzowanego dotychczas regionu lacznikowego
biatek EB1 w przylaczeniu tych biatek do struktury mikro-
tubul.

Wyniki prowadzonych badar dowiodty, ze mikroskopia
PALM umozliwita wizualizacje FtsZ, bakteryjnego homo-
logu eukariotycznej tubuliny w komoérkach prokariotow.
W wigkszosci komorek bakteryjnych podzial komorki jest
zalezny od polimeryzacji biatka FtsZ, tworzacego strukture
pierécieniowa (Z-ring) posrodku komoérki. Mimo swej istot-
nej roli, struktura przestrzenna Z-ring pozostaje niejasna.
Buss i wsp. [42], korzystajac z mikroskopii PALM, badali
funkgje biatek zwigzanych z FtsZ - ZAPA i ZApB w regula-
¢ji dynamiki zmian i strukturze Z-ring w komoérkach Esche-
richia coli. Badania na mutantach pozbawionych jednego
z biatek wykazaty zaburzenia w tworzeniu przegrody, co
byto wynikiem zaburzenia klastrowego ulozenia FtsZ. Ana-
liza ilociowa pokazala, ze klastry mutantéw sa wieksze i
zawieraja wiecej czasteczek niz jeden protofilament. Uzy-
skane wyniki sugeruja, Ze gtéwna funkcja ZAPA i ZapB in
vivo nie jest promowanie wilaczenia poszczegdlnych proto-
filamentow, ale regulacja klastréow FtsZ, ktore skladaja sie z
wielu protofilamentéw. Badania nad rola FtsZ w funkcjono-
waniu pierscienia Z w Caulobacter crescentus [43] wykazaly,
ze bialko ulozone jest losowo w obszarze pierscienia, co jest
niezbedne do prawidlowego podzialu komoérki. Autorzy
dowiedli, ze uszkodzenie DNA powodujgce powstanie ge-
sto upakowanych przez FtsZ pierscieni-Z prowadzi do ha-
mowania cytokinezy.

Skaner SIM pozwala na wizualizacje i analize szybkich
zmian zachodzacych w materiale biologicznym. Dzieki
duzej rozdzielczosci i wydajnosci system umozliwia wielo-
wymiarowe obrazowanie (3D, 4D) struktur komoérkowych
na poziomie nanoskali. SIM jest jedna z najmniej fototok-
sycznych i najszybszych metod otrzymywania obrazéw o
wysokiej rozdzielczosci i jest szeroko stosowany w bada-
niach zywych komoérek. Tréjwymiarowa wersja struktury
o$wietlenia pozwala na lepsza rozdzielczos¢ w kierunku Z i
dzieki temu jest wykorzystywana do wizualizacji struktury
cytoszkieletu w trzech wymiarach.

Bazujac na tej metodzie badacze poznali role wielu biatek
oddziatujacych z mikotubulami lub tez zmian potranslacyj-
nych w obrebie tubulin budujacych mikrotubule w regulacji
proceséw zwiagzanych z utrzymaniem lub zmiang ksztaltu
komorki. W ptytkach krwi wykazano zaréwno istotnoscé
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acetylacji w regulacji struktury mikrotubul spoczynkowych,
jak i koordynacji reorganizacji cytoszkieletu w trakcie
agregacji plytek [44].

Prawidtowa organizacja mikrotubul w interfazie jest kry-
tyczna dla funkcjonowania komorki i utrzymania jej ksztat-
tu, a takze budowania przez nig tkanki. Badania na muszce
Drosophila wykazaty, ze w trakcie rozwoju embrionalnego
wydluzanie komérek naskoérka koreluje z wydluzaniem
mikrotubul. Uzyskane wyniki sugeruja jednak, ze to ksztatt
komorki narzuca wydluzanie mikrotubuli, a wydtuzanie
widkien nie skutkuje wydluzeniem komérki [45]. Oddzia-
tywania filamentéw aktyny z systemem mikrotubul odgry-
waja wazna role w utrzymaniu i regulacji struktury komoé-
rek. Autorzy pokazujg, ze w komoérkach nablonka dystry-
bucja cytoplazmatycznej aktyny jest odmienna od poloze-
nia mikrotubul. Analizy w mikroskopie 3D-SIM mutantéw
z wyciszong ekspresja genéw [- i y-tubuliny wskazuja, ze
jedynie pierwsza z nich moze selektywnie oddziatywac z
mikrotubulami poprzez biatko EB1 [46].

MIKROSKOPIA BLISKIEGO POLA
W BADANIACH MIKROTUBUL

Rozwéj mikroskopii bliskiego pola (STED) stat si¢ moz-
liwy dzieki zastosowaniu fotostabilnych barwnikéw, ktére
nie ulegaly fotoutlenianiu w trakcie wykonywania analiz.

Jednym z nich jest barwnik Sir, ktérego wysoka fotosta-
bilnoé¢ i maly rozmiar czyni go réwniez dobrze uzytecz-
nym w analizie STED, prowadzonej w czasie rzeczywistym
in vivo. [47]. Przyzyciowe barwienie ludzkich fibroblastow
SiR-tubuliny, a nastepnie obrazowanie metoda STED wyka-
zato, ze mikrotubule obwodowe i mikrotubule centrosomu,
maja $rednice mikrotubul okoto 40 nm, natomiast znakowa-
ne znacznie wiekszym fluoroforem SNAP, poprzez wiazace
sie¢ do mikrotubul biatko CEP41 - 80 nm. Wyniki te w bar-
dzo przejrzysty sposéb pokazuja jak istotny wplyw na uzy-
skany obraz ma rodzaj, a przede wszystkim wielkos¢ zasto-
sowanego barwnika. Nalezy takze podkresli¢, Ze metoda ta
pozwolita po raz pierwszy pokaza¢ budowe i wyliczy¢ sred-
nice mikrotubul z tak duza rozdzielczoscig i dokladnoscia.
Analogiczne wyniki uzyskano w obserwacji przyzyciowej
ludzkich centrosoméw. Takze tutaj zastosowanie barwni-
kéw opartych o Sir, bezposrednio znakujacych mikrotubule
dawalo znacznie lepszy efekt uzyskanych obrazéw niz bar-
wienie posrednie poprzez biatka zwiazane ze strukturami
mikrotubularymi przy zastosowaniu barwnika o znacznie
wiekszych rozmiarach.

Jedna z funkcji mikrotubul jest tworzenie szlakéw, po
ktérych przemieszczaja sie biatka motoryczne (kinezyna,
dyneina), biorace udzial w transporcie wewnatrzkomoérko-
wym.

Aby osiagnacé swoj cel, biatko motoryczne zwigzane ze
swoim fadunkiem musi pokonaé przeszkody, jakie napo-
tka w trakcie swojej wedréwki, takie jak punkty przeciecia
miedzy mikrotubulami. Poznanie mechanizméw odpo-
wiedzialnych za efektywnos¢ transportu wewnatrzkomor-
kowego stalo sie mozliwe dzieki zastosowaniu metody
wizualizacji opartej o mikroskopie STED [48]. W tym celu
badacze transfekowali komorki plazmidem z konstruktem
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tubuliny potaczonej z biatkiem GFP. Prowadzona w czasie
rzeczywistym analiza poruszajacych sie po mikrotubulach
lizosomoéw pozwolita na obserwacje ich zachowania w trak-
cie przechodzenia przez skrzyzowaniem mikrotubul. Uzy-
skane wyniki pokazuja, ze sytuacja taka stanowi znaczna
przeszkode prowadzaca do diugich przerw w transporcie
jedynie wtedy, gdy odstep jest mniejszy niz 100 nm. Jednak-
ze lizozymy pokonuja przeszkode albo poprzez przejscie
po mikrotubuli przecinajacej, albo bezposrednie pokonanie
przerwy w ciagloéci mikrotubuli. Co ciekawe, zaobserwo-
wano wysoki wspoélczynnik polaryzacji wybranego kie-
runku ruchu po mikrotubuli. Zwykle po pokonaniu skrzy-
zowania mikrotubul lizosomy poruszaly si¢ nadal w tym
samym kierunku, co wskazuje na istnienie mechanizméw
odpowiedzialnych za regulacje ukierunkowania transportu.

Spolaryzowany transport pecherzykowy pelni kluczowa
role w tworzeniu splotéw neuronalnych. Kinezyna-1 roz-
poznaje korice mikrotubuli aksonalnych, wzbogaconych w
domeny taczace EB1. Natomiast mechanizm tego preferen-
cyjnego Iaczenia sie kinezyny z koricami aksonéw nie byl
znany. Nakata i wpétautorzy [49] w oparciu o mikroskopie
STED wykazali istotnoé¢ wigzania kinezyny-1 (KIF5) z bo-
gatymi w GTP czasteczkami tubuliny w aksonalnych mikro-
tubulach w celu zapewnienia spolaryzowanego transportu
pecherzykowego. W swoich badaniach wykorzystali prze-
ciwciata hMB11, specyficznie taczace sie z tubuling z przy-
taczong czasteczka GTP (GTP-tubulina). Dzieki zastosowa-
niu metody wysokorozdzielczej mikroskopii wykazano, ze
uzyte przeciwciata tacza sie z aksonalnymi mikrotubulami
w miejscach przylaczenia sie kinezyny-1, utrudniajac jej
selektywna kumulacje na koricach aksonéw. Dodatkowo,
badacze zaobserwowali, ze aczace sie preferencyjnie z mi-
krotubulami z przylaczonymi GMPCCP, biatko EB1 rozpo-
znaje miejsca przyczepu przeciwcial hMB11. Jednocze$nie
badania in vitro pokazaly, ze kinezyna-1 taczy sie 3-krotnie
silniej z mikrotubulami z GMPCCP niz z GDP. Wszystkie
uzyskane wyniki wskazuja wiec na kluczowa role kinezy-
ny-1 w regulacji procesu transportu pecherzykowego po
mikrotubulach w aksonach komérek neuronalnych.

PODSUMOWANIE

Chociaz potencjal i rezultaty uzyskane dzieki za-
stosowaniu metod mikroskopii wysokorozdzielczej sa
niepodwazalne, nalezy pamieta¢ ze wigze sie ona z szere-
giem probleméw od pozyskania zadowalajaco ostrych ob-
raz6é6w, mozliwosci ich przechowywania po zdolnosci do ich
interpretacji. Zmiana rozdzielczosci dwuwymiarowego ob-
razu o jeden rzad wielkosci przy zachowaniu stalego obsza-
ru analizy powoduje 100-krotne zwiekszenie jego rozmiaru.
Dodanie dodatkowo trzeciego wymiaru - glebi preparatu
oraz czasu w jakich dany proces si¢ odbywa wymaga dal-
szego zwielokrotnienia potrzebnej do przechowywania da-
nych pamieci, komputeréw o ogromnych mozliwosciach
przeliczenia danych. Dodatkowo metody te opieraja si¢ na
zastosowaniu odpornych na fotouszkodzenie barwnikéw,
ktérych pozyskanie nadal wiaze si¢ z ogromnymi kosztami.
Pomimo ciggtego rozwijania technik mikroskopia oparta o
znaczniki fluorescencyjne nadal nie osiagga mozliwosci roz-
dzielczych mikroskopéw elektronowych.
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Niemniej jednak, jestesmy $wiadkami rozwoju aparatu-
ry, metod obliczeniowych, sond fluorescencyjnych oraz no-
wych metod w tempie tak szybkim, ze pozostajaca w sferze
marzen che¢ analizy poszczegélnych komplekséw biatko-
wych i ich partneréw funkcjonujacych w zywych komor-
kach organizmu wydaje sie coraz bardziej realna.
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SUMMARY

Microtubules are involved in any vital cellular activities, including the maintenance of cell shape, division, migration and intracellular trans-
port. Microtubule dynamics is regulated by the balance between their polymerization and depolymerization. Microtubule stability is depend-
ent on their alpha and beta subunits composition, tubulin post-translational modifications and interaction of microtubules with microtubule-
associated proteins (MAPs). Disruption of these processes can lead to a number of pathological conditions such as cancer, cardiovascular
disease, or the fibrosis development. This review summarizes the current knowledge of the modern methods of microtubule polymerization
analysis. This allows a better understanding of the structure and mechanisms played by microtubules in their physiological functions and the

development of pathological conditions resulting from their disorder.
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