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RUCH POD MIKROSKOPEM — WSPOLCZESNE TECHNIKI BADANIA ADHEZJI I
RUCHLIWOSCI KOMOREK

WPROWADZENIE

Tradycyjny obraz biologa pochylonego
nad mikroskopem w ostatnim potwieczu od-
szedl w przesztoSC. DziS nauki o zyciu roz-
wijaja si¢ wraz z udoskonalaniem technik
chemicznych i fizycznych, pozwalajacych na
badanie funkcji zyciowych schodzac do po-
ziomu pojedynczych czasteczek biatka czy
kwasu nukleinowego. Oszolomieni ogrom-
nym sukcesem biologii molekularnej musimy
jednak pamicta¢ o podstawowym zalozeniu,
lezacym u podstaw wickszosci technik in
vitro: badana funkcja musi wystepowac w
sposOb zsynchronizowany w duzej, spojnej
populacji komorek czy tez organizmow. Ba-
danie procesoOw niesynchronicznych i spon-
tanicznych stanowi z tego punktu widzenia
powazne wyzwanie.

Badania ruchliwosci komorek stawiaja
badaczom wtasnie takie wymagania, zmu-
szajac do sprowadzenia wspotczesnych
technik molekularnych na poziom poje-
dynczej komorki, poprzez zastosowanie ich
tacznie z uzyciem najnowszych zdobyczy

mikroskopii. Artykut ten jest proba syste-
matycznego przegladu technik mikrosko-
powych, ktore sa uzywane w badaniach ru-
chliwosci komorek.

Przeglad ten zaczniemy od obecnych
metod Sledzenia komorek i analizy parame-
trow ich ruchliwo$ci oraz metod pomiaru
mikroskopowego sil przylegania komorek
do podltoza. Nastepnie przedstawimy krotki
przeglad metod mikroskopii strukturalnej
i jej wktad w badania ruchu komorek. Za-
sadnicza czeScia pracy beda jednak metody
stanowiace probe przeniesienia sily bio-
logii molekularnej na poziom pojedynczej
komorki, metody prowadzace do przenie-
sienia biochemii pod obiektyw mikrosko-
pu. Na zakonczenie zostana przedstawio-
ne pokrotce perspektywy dalszego rozwo-
ju technik mikroskopowych stosowanych
w badaniach ruchu i adhezji komorek, ze
szczegolnym naciskiem na rozwoj badan
ruchu w Srodowiskach tréjwymiarowych i
badan mikroskopowych in vivo.

SLEDZAC KOMORKE

Wspotczesna nauka opiera si¢ na me-
todologii doSwiadczalnej: kazda teza jaka
stawiamy musi by¢ doSwiadczalnie zwery-
fikowana zanim uznamy ja za prawdziwa.
W przypadku systemow tak ztozonych jak
organizmy zywe, weryfikacja ma zazwyczaj
charakter statystyczny: wynik ingerencji ba-

dacza musi byc¢ istotnie rézny od zachowa-
nia uktadu kontrolnego. Takie podejscie za-
ktada wykonywanie pomiarow: kazdy pro-
ces musi by¢ opisany parametrami, ktore z
kolei powinny dac¢ si¢ zmierzy¢ i przedsta-
wi¢ w mozliwie prostej postaci liczbowe;j.
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Ryc. 1. Analiza trajektorii ruchu komorek.

A: Wykresy przedstawiajace rzeczywiste trajektorie komorek glejaka C6, sprowadzone do wspolnego poczat-
ku. Od lewej: komorki kontrolne; komorki, w ktorych zahamowano aktywnoS¢ kinazy ROCK, przy pomocy
specyficznego inhibitora (Y-27632), hamujac jednoczesnie kurczliwos$¢ aktomiozyny; komorki, w ktorych blo-
kada ROCK jest czeSciowo zniesiona przez pobudzenie receptora nukleotydowego P2Y, przy pomocy UTP
i wywolanie sygnalu wapniowego w cytoplazmie. B: Parametryzacja powyzszych trajektorii. Prosz¢ zwrocic
uwage, ze nie wszystkie opisywane w treSci artykulu parametry zmieniaja si¢ znaczaco w trakcie doSwiad-
czenia, nawet jesli trajektorie roznia si¢ na pierwszy rzut oka. UporczywoSc¢ jest liczona dla calego dosSwiad-
czenia, a nie kazdej trajektorii z osobna, stad brak odchylen standardowych.

Z punktu widzenia badan mikroskopo-
wych musimy zmierzy¢ si¢ w tym celu z
dwoma zagadnieniami: obserwowac i S§le-
dzi¢ komorki w ruchu, a nastepnie okresli¢
syntetyczne parametry, pozwalajace nam
scharakteryzowac jedna liczba ruch w ukta-
dach doswiadczalnych (Ryc. 1).

MIKROSKOPIA POKLATKOWA

Materialem wyjSciowym do Sledzenia ru-
chu komorek jest zazwyczaj wynik mikro-
skopowej rejestracji poklatkowej (zwanej z
ang. rejestracja time-lapse), czyli sekwencja
obrazow wykonanych w rownym odstepie
czasowym, na ktorych komoérki znajduja sie

w roznych potozeniach (w Polsce pierwszy
taki system zostal uruchomiony w laborato-
rium Wtodzimierza Korohody w Krakowie,
w polowie lat 90. ubieglego wieku; KORO-
HODA i wspotaut. 1997). Chcac Sledzi¢ ko-
morke w ruchu badacz musi w pierwszym
rzedzie okresli¢ gdzie komorka si¢ znajdu-
je. To zadanie, na pierwszy rzut oka proste,
moze w praktyce nastreczaé wiele trudno-
Sci. Komorki tkankowe sa zazwyczaj przej-
rzyste i w mikroskopie Swietlnym stabo wi-
doczne. Aby je zobaczyC stosuje si¢ jedno
z dwoch podejs¢: mozna komorki barwic,
jak to czyniono od XIX w. lub uzy¢ metod
kontrastu optycznego takich jak kontrast
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fazowy, kontrast rézniczkowy-interferencyj-
ny (DIC) Nomarskiego czy kontrast modu-
lacyjny Hoffmana, uzywany do obserwacji
komorek w plastikowych szalkach Petriego.

WIZUALIZACJA 1T WYKRY WANIE KOMOREK

Wybor pomiedzy uzyciem barwnika a od-
powiedniego kontrastu optycznego nie jest
prosty i pociaga za soba pewne konsekwen-
cje. Barwienie komorek jest stosunkowo pro-
ste, ale wprowadzanie duzych iloSci obcych
zwiazkow do cytoplazmy nie jest obojetne,
a czesto cytotoksyczne. Aby zminimalizowac
ilos¢ barwnika, konieczna do zabarwienia ko-
morki, uzywa si¢ dziS barwnikow fluorescen-
cyjnych. Sa one powszechnie dostepne na
rynku i okreSlane jako cytotrakery. Najwick-
sza wada cytotrakerow jest koniecznoS¢ ich
wizualizacji przy pomocy mikroskopii fluore-
scencyjnej, a intensywne Swiatto wzbudza-
jace barwnik nie jest dla komorki obojetne,
zwlaszcza jesli cytotraker jest wizualizowa-
ny przy uzyciu mikroskopu konfokalnego, a
zywe komorki sa regularnie omiatane wiazka
lasera. Nie znaczy to, ze uzycie barwnikow
fluorescencyjnych jest pozbawione zalet.
Otrzymywany obraz komorek jest kontrasto-
wy, a rozroznienie miedzy obszarem zajmo-
wanym przez komorke i ttem proste. Wystar-
czy prosta operacja progowania obrazu, aby
odrozni¢ komorke od obszaru ja otaczajace-
go. Poznajemy w ten sposob dokladny obrys
komorki i mozemy Sledzi¢ zaréwno jej prze-
mieszczanie, jak tez zmiany ksztaltu.

Fakt, ze komorki obserwowane w Swie-
tle przechodzacym sa prawie niewidoczne
wynika z ich stabej zdolnosci do pochtania-
nia Swiatla. Kontrast optyczny polega na
wykorzystaniu do obrazowania innych wta-
snoSci optycznych preparatu niz sama zdol-
no$¢ do pochlaniania Swiatta. Moze byc¢ to
zdolnos¢ do przesuwania Swiatla w fazie,
roznice wlasnoSci polaryzacyjnych czy zmia-
ny wspolczynnika zalamania Swiatla (zainte-
resowanych dzialaniem kontrastu optyczne-
go odsylam do ogolnej literatury dotyczacej
mikroskopii optycznej np. PLUTA 1982, Da-
VIDSON i ABRAMOWITZ 2002). Kontrast optycz-
ny nie wymaga wprowadzania do komorki
zadnych obcych, potencjalnie szkodliwych,
zwiazkow. Obrazowanie mozna prowadzic¢
przy niskiej intensywnosSci oSwietlenia, a diu-
gos¢ fali moze by¢ swobodnie wybierana, co
moze z kolei mie¢ znaczenie, jeSli komorki
sa wrazliwe na Swiatlo (jak to ma miejsce
w przypadku licznych, jednokomoérkowych
organizmow wolnozyjacych, takich jak np.

Amoeba proteus). Niestety, w przypadku
kontrastow optycznych wykrywanie ksztaltu
komorek jest znacznie trudniejsze. Obiekty
obrazowane w kontraScie fazowym posia-
daja charakterystyczna aureole, utrudniajaca
okreslenie ich granicy. Obrazy otrzymywane
przy pomocy kontrastu DIC maja ostre kra-
wedzie, niestety nie sa tatwe do analizowa-
nia, gdyz wykrywane obiekty zawieraja ob-
szary zarOwno jasniejsze, jak i ciemniejsze od
tla, ktore zazwyczaj ma wartoS¢ zblizong do
Sredniej jasnoSci dla catego obrazu. Powstat
caly szereg algorytméw do wykrywania brze-
gow obiektow obrazowanych w optyce DIC
Nomarskiego, zaden z nich nie jest jednak
tatwo dostepny w szeroko rozpowszechnio-
nych, komercyjnych programach do analizy
obrazu mikroskopowego. Wszystkie one s3
oparte na lokalnej analizie parametrow ob-
razu, takich jak lokalny kontrast okreSlany
przez odchylenie standardowe z jasnoSci pik-
seli (SOLL i wspotaut. 2000), czy tez lokalny
pomiar entropii obrazu (HAMAHASHI i wspol-
aut. 2005). Alternatywna metoda wykrywania
ruchliwych komoérek w preparacie jest ich
Sledzenie bez okreSlania ksztaltu komorki.
Jest to mozliwe dzieki analizie podobiefistwa
fragmentow obrazu przy pomocy funkcji
korelacji wzajemnej (ang. cross-correlation)
pomiedzy kolejnymi obrazami. W praktyce
odbywa si¢ to tak, ze wskazujemy na obra-
zie mozliwie maly obszar, w ktorym znajduje
sic komorka i na nastepnym obrazie w serii
czasowej poszukujemy w poblizu mozliwie
najbardziej podobnego obszaru o tym samym
ksztalcie. Gdy go znajdziemy zakladamy, ze
przesuniecie komorki jest rOwne przesunie-
ciu obszaru (PLETJUSHKINA i wspotaut. 2001).
Zaleta tego podejscia jest ominiecie procedu-
ry wykrywania krawedzi komorki i fakt, ze
przynamniej jeden z komercyjnie dostepnych
pakietow do obrobki obrazu mikroskopo-
wego ma t¢ opcje wbudowana (MetaMorph,
Molecular Devices, USA).

PARAMETRYZACJA TRAJEKTORII

Pomiarem ruchu komorki mozna nazwac
sekwencje punktow stanowiacych potoze-
nie Srodka ciezkoSci obliczonego z wykryte-
go ksztaltu komorki lub Srodkéw obszaréw
wykrywanych metoda najwi¢kszych podo-
biefistw. Laczac te punkty otrzymujemy trajek-
torie ruchu. Sama trajektoria nie moze jednak
by¢ traktowana jako ostateczny wynik pomia-
ru i wymaga dalszej parametryzacji. Najprost-
szym i jednoczesnie bezwzglednie dokladnym
pomiarem jaki mozemy wykonac przy uzyciu
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trajektorii komorki, to odlegloS¢ przebyta w
trakcie doSwiadczenia. Jest to odleglos¢ prze-
byta przez komorke w linii prostej. Sledzenie
toru migracji jest konieczne, aby mieC pew-
nosci, ze analizujemy ruch tej samej komorki.
Drugim, prostym parametrem jest droga prze-
byta przez komorke, czyli suma odleglosci
miedzy kolejnymi, rejestrowanymi pozycjami.
Ta droga bedzie jednak liczona zawsze z pew-
nym bledem. JeSli punkty rejestracyjne beda
sie znajdowac zbyt daleko siebie, nie wszyst-
kie zmiany kierunku moga zosta¢ wykryte i
dlugos¢ drogi bedzie zanizona. Z kolei, jesli
punkty beda bardzo gesto rozmieszczone w
czasie, istotny wplyw na wynik moga miec
zmiany ksztattu komorki, o czym jeszcze be-
dzie mowa. Na podstawie tych dwoch warto-
Sci: przebytego dystansu i przebytej catkowi-
tej drogi mozna policzyC pierwszy parametr
syntetyczny, czyli wspotczynnik skutecznosSci
ruchu (ang. coefficient of movement efficien-
cy, CME) (FRIEDL i wspoétaut. 1993), pokazuja-
cy czy komorka bladzi czy tez dokads zdaza.

MODEL RUCHLIWOSCI KOMOREK OPARTY O
BEADZENIE LOSOWE

Bardziej zlozona ocena parametryczna ru-
chu wymaga pewnych zalozen co do jego cha-
rakteru. Uzytecznym modelem ruchu komoérek
jest tzw. bladzenie losowe (ang. random walk).
Jest to model, w ktorym trajektoria podzielona
jest na dyskretne kroki, a kierunek nastepne-
go kroku jest wybierany losowo. Pojecie bla-
dzenia losowego zostalo wprowadzone przez
PEARSONA W 1905 r., a w 1953 r. zostalo uzu-
petnione o wspolczynnik bezwladnosci (ang.
persistence coefficient), okreslajacy sktonnos¢
poruszajacego si¢ obiektu do zachowania do-
tychczasowego kierunku w nastepnym kroku
(PATLAK 1953). Okreslenie wspotczynnika bez-
wladnosci dla ruchu komorek jest dos¢ ztozo-
na procedura i wymaga okreslenia zaleznoSci
sredniego kwadratu przesuniccia komorki od
czasu pomiaru ruchu. Znajomosc tej zaleznoSci
pozwala na okreslenie wspotczynnika bezwtad-
nosci ruchu przez dopasowanie do znanego
wzoru na bladzenie losowe z bezwladnoscia
(DICKINSON i TRANQUILLO 1993). Jako ze okre-
Slenie ,bezwladnosS¢” zle oddaje tendencje ru-
chu komorki w stalym kierunku, parametr ten
nazywa sie roOwniez ,uporczywoscia”. Szerszy
przeglad zagadnien z zakresu analizy ruchu ko-
morek przez model btadzenia losowego moz-
na znalez¢ w pracy przegladowej CODLINGA i
wspotaut. (2008).

Wszystkie powyzsze metody opieraja si¢
na zapisie trajektorii, bedacych zbiorami

punktow, podczas gdy musimy by¢ Swia-
domi, iz zmiany ksztaltu komorki i jej ruch
nie sa tak naprawde catkowicie odrebnymi
i niezaleznymi procesami. Proba caloSciowe;j
analizy zmian ksztaltu i ruchu komorek przy
pomocy analizy fourierowskiej pojawila sie
juz ponad 20 lat temu. Prowadzi ona do two-
rzenia map zachowania komorki, a nie nali-
czania pojedynczych parametrow, bedac jed-
noczesnie metoda trudna koncepcyjnie dla
uzytkownika. Fakt ten spowodowat brak po-
pularyzacji tego bardzo ciekawego podejscia
do analizy ruchu komoérek (PARTIN i wspol-
aut. 1989).

RUCH KOMOREK W 3 WYMIARACH

Wbrew pozorom, analiza ruchliwosci ko-
morek w dwoch i trzech wymiarach nie roz-
nia sie¢ tak bardzo. Trajektorie komorki moz-
na wyznacza¢ w przestrzeni trojwymiarowej
rownie dobrze, jak w dwuwymiarowej. Do
wizualizacji barwnikow fluorescencyjnych
trzeba w tym przypadku uzy¢ mikroskopu
konfokalnego, najczeSciej dwufotonowe-
go, ze wzgledu na wicksza glebie widzenia
i mniejsza fitotoksycznoS¢ przy niewielkich
wymaganiach co do rozdzielczoSci obrazu.
Pamietac trzeba jednak, ze iloS¢ obrabianych
danych znacznie wzrasta, wicksze staja sie
wymagania dotyczace algorytmow segmenta-
¢ji, stuzacych do okreslania gdzie znajduje si¢
komorka, oraz wymagania dotyczace sprzetu
rejestrujacego ruch (X1A0 i wspotaut. 2010).
Alternatywa jest tu wykorzystanie kontrastu
optycznego DIC Nomarskiego, ktory daje
bardzo matla glebie ostrosci i pozwala na od-
tworzenie trojwymiarowego obrazu komorek
w prosty i szybki sposob, pod warunkiem, ze
opanujemy problemy z segmentacja obrazow
otrzymywanych w tej optyce (SOLL i VOss
1998). Przejscie od dwoch do trzech wymia-
row stanowi zatem raczej techniczny pro-
blem niz powazne wyzwanie. Upowszechnie-
nie Sledzenia komorek w trzech wymiarach
bedzie sic prawdopodobnie wiazalo z rozwo-
jem badan ruchu komorek in vivo.

IN VIVO CZY IN VITRO

Do tej pory zdecydowana wigkszoS¢ ba-
dain nad ruchem komoérek dotyczyla mode-
li in vitro. Niezaleznie od tego czy komorki
byly badane na szkle, sztucznych podtozach
czy w trojwymiarowych zelach, byly to ko-
morki z linii hodowlanych lub izolowane
komorki pierwotne badane pozaustrojowo.
Podejscie takie ma swoje zalety: powierzch-
nia moze by¢ pokrywana okreSlonymi bial-



Ruch pod mikroskopem — wspotczesne techniki badania adhezji i ruchliwosci komaorek

185

kami (BAHNSON i wspotaut. 2005), mozna tez
wytwarzac SciSle kontrolowane gradienty w
srodowisku, uzywajac w tym celu catego sze-
regu specjalnie konstruowanych komor, kto-
rych opisy mozna znalez¢ w literaturze (bar-
dziej skomplikowanych, jak opisana w pracy
KOROHODA i wspotaut. 1997, czy tez skrajnie
prostych, jak te zalecane w publikacji SOON i
wspolaut. 2005), czy wreszcie coraz popular-
niejsze ostatnio jednorazowe komory dostep-
ne komercyjnie (SURANENI i wspotaut. 2012).
Wszystkie te badania odbywaja si¢ jednak w
warunkach dalece odbiegajacych od tych, w
jakich normalnie funkcjonuja komorki i po-
jawienie sie mozliwoSci badania ich ruchu
in vivo daje nowe, bezprecedensowe moz-
liwosci. Sledzenie calych grup komorek w
rozwijajacym sie¢ organizmie moze odbywac
si¢ za pomoca metod fluorescencyjnych (jak
w przypadku komorek rozwijajacego si¢ mo-
zgu Danio pregowanego, Danio rerio, znane-
go rowniez jako ang. zebrafish, LANGENBERG
i wspotaut. 2006), czy z uzyciem kontrastu
DIC Nomarskiego (jak w badaniach wcze-
snego rozwoju larwy nicienia Caenorhabdi-
tis elegans, HEID i wspotaut. 2002). Niektore
z wyzej opisanych algorytmow segmentacji,
uzywanych do Sledzenia komorek, zostaly
juz stworzone z mySla o doSwiadczeniach in
vivo (XIAO i wspotaut. 2010).

Z drugiej strony trzeba pamictaé, ze ba-
dania in vitro pozwalaja na znacznie wigk-
sza kontrole warunkéw eksperymentu niz

dosSwiadczenia in vivo. Najlepszym przykla-
dem moga byC tu specjalnie projektowane
podtoza, po ktorych poruszaja sie komorki.
Powierzchnie moga by¢ zar6wno pokrywa-
ne trojwymiarowym wzorem przestrzennym
(CURTIS i WILKINSON 1997), jak i selektywnie
splaszczane chemicznie, co tworzy Sciezki ru-
chu i pozwala bada¢ chemiczna determinacje
ruchu i wzrostu tkanek (BRITLAND i wspotaut.
1996). Powierzchnie, po ktorych poruszaja
sic komorki moga by¢ rOwniez projektowa-
ne tak, by bada¢ wplyw sztywnoSci podltoza
na ruch (SocHOL i wspotaut. 2011). Bogaty
przeglad tej dziedziny, zwanej z angielska
,micropatterning”, mozna znalezZ{ w pracy
przegladowej autorstwa THERY (2010). Mi-
kroskopia optyczna daje nam tez szans¢ na
badanie wplywu oswietlenia na ruch komor-
ki, wpltywu bardzo istotnego w przypadku
organizmoéw wolnozyjacych (GREBECKI i KLoO-
POCKA 1981). Ten ostatni przyklad pokazu-
je rowniez, ze nieostroznie uzywane, nawet
tak mato inwazyjne metody jak mikroskopia
Swietlna, moga prowadzi¢ do powstawania
powaznych artefaktow i bledow badawczych.

Ostatnio przelomem stato si¢ zastosowa-
nie magnetycznego rezonansu jadrowego
do §ledzenia ruchu komorek in vivo (WA-
ICZIES i wspotaut. 2013). Mimo ze MRI nie
jest technika mikroskopowa, to uzyskiwane
przy jego uzyciu rozdzielczoSci zaczynaja
by¢ poréownywalne do tych, osiagalnych dla
mikroskopii in vivo.

DAJCIE MI PUNKT PODPARCIA...

Archimedes niegdyS powiedzial: ,dajcie
mi punkt podparcia, a porusze ziemi¢”. Bez
adhezji, tworzacej punkty podparcia dla ru-
chu komorki, jej przemieszczanie si¢ byloby
niemozliwe. DoS¢ wczesnie jednak okazato
sie, ze zaleznoS¢ miedzy ruchem a adhezja
jest bardziej zlozona i o tempie migracji ko-
morki decyduje stosunek pomiedzy sita, kto-
ra komorka jest w stanie wygenerowac, a jej
przyleganiem do podloza. Co wiecej, okaza-
o sie, ze stosunek ten nie moze by¢ ani za
duzy ani za maly. Optymalne warunki do ru-
chu komorek powstaja dla Srednich wartoSci
stosunku sita/adhezja (DIMILLA i wspolaut.
1991, 1993). Jednoczesnie liczne dane poka-
Zuja, ze tempo migracji komorek nie jest pro-
porcjonalne do sily, ktora sa w stanie wyge-
nerowad, a wrecz odwrotnie: efektywna sita
przenoszona na podtoze dla fibroblastow wy-
nosi 2 uN (HARRIS i wspotaut. 1980), podczas

gdy dla rybich keratynocytow 200 nN (LEE
i wspotaut. 1994). Jednoczesnie keratynocy-
ty poruszaja si¢ znacznie szybciej niz fibro-
blasty. Zjawisko odwrotnej korelacji miedzy
sita generowana przez skurcz komorki a jej
szybkoScia migracji zostalo opisane przez ze-
spol Jacobsona w latach 90. ubiegtego wieku
(OLIVER i wspotaut. 1994). Jesli dodamy do
tego obserwacje, ze w trakcie ruchu komorki
adhezja nie jest parametrem staltym i potrafi
sie¢ zmienia¢ w czasie (POMORSKI i wspotaut.
2004), to pojawia si¢ potrzeba opracowania
metody wizualizacji sit pochodzacych z adhe-
zji na poziomie mikroskopowym.

Mimo ze okreSlenie sity przylegania ko-
morki do podloza mozliwe bylo od dawna,
dopiero wykorzystanie przez Harrisa elastycz-
nych substratow na przetomie lat 70. i 80.
ubieglego wieku umozliwito badanie rozkla-
du sitl miedzy komorka a otoczeniem (HARRIS
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i wspotaut. 1980). Metoda ta polega na przy-
gotowaniu bardzo delikatnego, elastycznego
podioza, na ktoére nastepnie wysiewa si¢ ko-
morki. Oryginalnie, Harris i wspotpracowni-
cy obserwowali tworzace si¢ pod wpltywem
sily wytwarzanej przez komorke zmarszczki
podioza i z ich wielkoSci oraz kierunku mo-
gli ocenia¢ sily trakcyjne powstajace miedzy
cytoszkieletem komorki a podtozem. W la-
tach 90. ubieglego stulecia, dzieki rozwojo-
wi metod rejestracji obrazu i dostepnosci
mocnych systemow obliczeniowych wykona-
no znaczacy krok na przod. Uzywajac nieco
sztywniejszego podloza z zatopionymi fluore-
scencyjnymi koralikami otrzymano macierz
punktow referencyjnych, ktorych przesunie-
cie bylo proporcjonalne do wywieranej sity.
Takie podloze podlegalo kalibracji i za jego
pomoca mozna bylo oblicza¢ rozktad sit wy-
wieranych przez komorke i wizualizowaé w
formie mapy (dogtebny opis metodologii ob-
liczania sit wywieranych przez komorke moz-
na znalez¢ w fundamentalnej pracy DEMBO i
wspotaut. 1996). Od tego czasu software shu-
zacy do mapowania sil trakcyjnych komorki
wciaz sie rozwija i staje si¢ przyjazniejszy,
dostepny w bezplatnej licencji badawczej
od Micaha Dembo (Biomedical Engineering,
Boston University), aczkolwiek istnieja dzi$
rozwiazania alternatywne, np. software Xa-
vier Trepata, pozwalajacy na badanie sit pod
wielokomoérkowymi skrawkami tkanek (SERr-

RA-PICAMAL i wspotaut. 2012). Rozwiazano tez
wiele probleméw zwiazanych z tworzeniem
elastycznych podlozy, czyniac ten proces bar-
dziej powtarzalnym, umozliwiajac pokrywa-
nie podtozy biatkami macierzy pozakomor-
kowej (DAMLJANOVIC i wspoétaut. 2005). Wada
dotychczasowego podejscia do pomiaru na-
prezen miedzy podtozem a komorka byla
dwuwymiarowos$¢ tego pomiaru. Warstwa
elastyczna byla cienka, a wszystko co obser-
wowano, to dwuwymiarowy rzut tréjwymia-
rowego rozkladu sit. Krokiem naprzod jest
tu metodyka opisana przez grupe¢ badaczy z
CalTech, pozwalajaca na tréjwymiarowe ob-
razowanie komorek wedrujacych po grubej
warstwie zelu poliakrylamidowego, zawiera-
jacego zawiesine 500 nanometrowych drobin
fluorescencyjnych. Dzieki zastosowaniu tej
metody autorzy byli w stanie pokazac, w kto-
rych miejscach komorki ,ciagna” podloze, a
w ktorych ,wpychaja” je pod siebie (FRANCK
i wspolaut. 2011). Trzeba jednak pamietad,
ze mimo sukcesu w postaci trojwymiarowe;j
wizualizacji sil, komorki wciaz przemieszcza-
ja sie¢ w dwoch wymiarach po powierzchni
zelu. Do tego, by zobrazowac sily pojawia-
jace sie w warunkach fizjologicznych, gdy
komorki przemieszczaja si¢ w trojwymiaro-
wej sieci macierzy zewnatrzkomorkowej, po-
trzebny jest jeszcze jeden jakoSciowy krok
metodologiczny.

ZOBACZYC ZAMIAST MIERZYC. IRM I ADHEZJA KOMOREK

Alternatywnym podejSciem do przyzy-
ciowych badan nad adhezja komorki do
podtoza jest pomiar odlegloSci pomie¢dzy
wentralna btona komoérki a powierzchnia
substratu. Taki pomiar umozliwia
wprowadzona w latach 60. ubieglego wie-
ku interferencyjna mikroskopia odbiciowa
(od ang. interference reflection microsco-
py, IRM) (Ryc. 2). Technika ta jest adapta-
cja metody interferometrycznego pomiaru
cienkich warstw dla potrzeb mikroskopii
fluorescencyjnej (CURTIS 1964) i polega na
interferencji monochromatycznego Swiatla
odbitego od szklanego substratu i blony
komorkowej. Metoda ta pozwala na precy-
zyjny pomiar odlegtoSci w zakresie od 5 do
100 nm, co doskonale pozwala obrazowac
przyleganie komorek do podtoza. Jej pod-
stawowa zaleta jest latwosS¢ taczenia z in-
nymi technikami mikroskopowymi, jak na

przyktad obrazowanie poziomu wolnych jo-
nOw wapnia i ich wptywy na adhezje¢ i ruch
komorek (POMORSKI i wspotaut. 2004). IRM
moze tez shuzy¢ do obrazowania zdarzen
bardzo szybkich, takich jak przejSciowe od-
klejanie si¢ wentralnej btony komorkowej
od podloza na skutek fuzji pecherzykow
egzocytotycznych (Wu i wspotaut. 2009).
W tym ostatnim przypadku IRM jest uzy-
wany w polaczeniu z mikroskopia TIRF, co
pokazuje, jak elastyczna jest ta technika.
Podstawowa wada IRM jest fakt, ze nie
jest to sensu stricte pomiar adhezji, a jedy-
nie obrazowanie obszar6w blony komor-
kowej potozonych blizej podloza niz inne.
Mimo ze istnieje wiele dowodow, iz obiek-
ty widoczne w mikroskopii interferencyj-
nej sa zaiste strukturami adhezyjnymi (Sin-
ger pokazal to juz w latach 80. ubiegtego
wieku metodami mikroskopii fluorescencyj-
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nej i skaningowej mikroskopii elektrono-
wej, SINGER i wspotaut. 1989), i powszech-
na jest zgoda, ze kazda struktura adhezyjna
da obraz w IRM, to nie ma powszechnego
zaufania do tego, ze kazde zaciemnienie w
obrazie IRM bedzie odpowiadato strukturze
adhezyjnej. Mimo oporu czg¢Sci recenzen-
tow wobec okreSlania mikroskopii interfe-
rencyjnej jako metody obrazowania adhe-
zji komorek, wygoda tej metody, zwlaszcza
w odniesieniu do dajacych duzy kontrast

Ryc. 2. Obrazowanie adhezji przy uzyciu mikro-
skopii IRM.

A: Komorki glejaka C6 na szkle. B: Te same komor-
ki widziane po 20 minutach inkubacji w Srodowisku
bezwapniowym. Widac rozpad struktur adhezyjnych.

struktur takich jak kontakty zogniskowane
w polaczeniu z rozwojem wspierajacego
ja oprogramowania analizy obrazu (HOLT
i wspotaut. 2008), powoduje, ze IRM jest
poreczna alternatywa wobec takich me-
tod wykrywania struktur adhezyjnych, jak
uzycie fluorescencyjnych biatek fuzyjnych
(Evans i wspotaut. 2003), ktora to technika
jest znacznie bardziej inwazyjna i bardzo
trudna do wykorzystania w przypadku linii
pierwotnych.

MIKROSKOPIA STRUKTURALNA

Podczas gdy pierwsza czeS¢ tej pracy
miala zapozna¢ czytelnika z metodami mi-
kroskopowymi, specyficznymi dla badania
ruchu i adhezji komorek, to czes¢ druga jest
poswiecona tym technikom obserwacyjnym i
eksperymentalnym, bez ktorych nasza wspol-
czesna wiedza o ruchu komoérek by nie po-
wstala. Nie roSci sobie zatem autor preten-
sji do kompletnoSci materiatu, a raczej chce
pokazac jak bardzo badania ruchu i adhezji
komorkowej stanowia integralny fragment
wspolczesnej biologii komorki.

Po pierwsze, musimy zdawac sobie spra-
we, ze najpierw trzeba bylo poznac struktu-
r¢ i lokalizacje maszynerii ruchowej komor-
ki, by moc zrozumie¢ jej dzialanie. Mikro-
skopia strukturalna oddata wielkie ustugi w
ustaleniu budowy lamellipodium i mechani-
zmu jego wysuwania, podstawowego moto-
ru napedzajacego ruch wickszosci komorek
tkankowych, ujawniajac rol¢ i miejsce dzia-

lania takich bialek, jak kompleks Arp2/3
czy kofilina (SVITKINA i BORISY 1999), wspa-
niale podsumowanym przez POLLARDA i
wspotaut. (2001). Bez mikroskopii struktu-
ralnej i znakowania przeciwcialami nie zna-
libySmy roli wtokien naprezeniowych w ru-
chu i adhezji komorek, gtéwnych struktur
kurczliwych w wiekszoSci komorek tkan-
kowych (TOJKANDER i wspoétaut. 2012). Ba-
dania z zastosowaniem mikroskopii struk-
turalnej potozyly rowniez podwaliny pod
zrozumienie budowy i dynamiki kontaktow
komorki ze Srodowiskiem. Prace nad dyna-
mika struktur adhezyjnych pokazuja zalety
uzycia fluorescencyjnych biatek fuzyjnych
do badania struktur zwiazanych z ruchem
komorek. Prace z grupy Geigera na temat
dojrzewania i zmian skladu struktur adhe-
zyjnych stanowia prawdziwe four de force
mikroskopii fluorescencyjnej (WOLFENSON i
wspotaut. 2011, 2013).
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MIKROSKOPIA 2.0 CZYLI SONDY MOLEKULARNE

Powyzszy przeglad moze stanowi¢ do-
skonaly wstep do uzycia zaawansowanej
mikroskopii fluorescencyjnej nie w celu
Sledzenia struktury, lecz funkcji komorki.
Fakt, ze zjawiska ruchowe sa zazwyczaj nie-
synchroniczne i zachodza na poziomie po-
jedynczych komorek skazuje nas na uzycie
mikroskopu do obserwacji skutkow tych
zjawisk w czasie na poziomie pojedynczej
komorki. Przedsmak dynamicznego obrazo-
wania daja juz prace Geigera o dojrzewa-
niu struktur adhezyjnych wykonane przy
pomocy bialek fluorescencyjnych (WOLFEN-
SON i wspotaut. 2011).

Do nieinwazyjnej obserwacji funkcji w
skali mikro stuzy kategoria wyspecjalizo-
wanych czasteczek zwanych sondami mole-
kularnymi (ang. molecular probes). Pierw-
szym zjawiskiem badanym ta metoda w ko-
morkach ruchliwych bylo stezenie wolnych
jondw wapnia w cytoplazmie i jego rola
w ruchliwosci komorek. Grupa Jacobsona
jako pierwsza pokazata, ze napltyw jonow
wapnia ze Srodowiska odgrywa kluczowa
role w ruchu fibroblastow (LEE i wspotaut.
1999). Pézniej pokazano, ze jest to mecha-
nizm powszechny, a naptywy sa periodycz-
ne i zwiazane z cyklem adhezji-deadhezji
komorki (na monocytach cztowieka, Po-
MORSKI i wspotaut. 2004). P6zniej Lee po-
taczyta obrazowanie wapnia w komorkach
keratynocytow z obrazowaniem naprezen
w podtozu (DOYLE i LEE 2005). Prace te po-
kazaty jak mozna taczy¢ obrazowanie same-
go ruchu z obrazowaniem aktywnoSc¢ regu-
lujacych ten ruch szlakow sygnalowych.

Badanie sygnatu wapniowego bylo oczy-
wistym wyborem, gdyz nie tylko wiemy, ze
uczestniczy on w procesach zwiazanych z
kurczliwos$cia aktomiozyny w komorkach,
ale tez dysponujemy szerokim spektrum
doskonatych narzedzi do obrazowania po-
ziomu wolnych jonéw wapnia w roztwo-
rze (patrz POMORSKI 2012). Istnieje jednak
technika mikroskopowa utatwiajaca obrazo-
wanie wielu zjawisk sygnatlowych w komor-
ce bez koniecznoSci konstruowania wielu
osobnych sond molekularnych. Ta metoda
jest mikroskopia TIRF (ang. total internal
reflection microscopy). Mikroskopia TIRF
oparta jest o zjawisko fali ewanescencyj-
nej. Ten byt kwantowy pozwala wzbudzac
fluorofory w poblizu powierzchni, na kto-
rej nastepuje calkowite wewnetrzne od-
bicie Swiatla. Wzbudzenie to nastepuje,

mimo ze z klasycznego punktu widzenia
do fluoroforu w ogole nie dociera Swiatlo,
a wydajnoS¢ wzbudzenia bardzo szybko
spada wraz z odlegloScia od powierzchni
odbicia. W praktyce mikroskopia TIRF
pozwala wzbudzac¢ fluorofory w odlegto-
sci 100-150 nm od szkietka, na ktoérym
umieszczamy preparat. Dzi§ uzywa sie na
ogot konstrukcji TIRF opartej o mikroskop
epifluorescencyjny z obiektywem o du-
zej aperturze numerycznej (ang. numeri-
cal aperture, NA). Pozwala to wprowadzic
Swiatlo do preparatu pod tak duzym kon-
tem, ze ulegnie ono catkowitemu odbiciu
w szkietku, na ktorym przygotowano pre-
parat. Z punktu widzenia badan ruchu nie
jest to optymalne rozwiazanie. Tak duza NA
by doprowadzi¢ do calkowitego wewnetrz-
nego odbicia w szkle dostepna jest tylko
dla obiektywow o duzych powickszeniach
(60-100x), co daje mate pole widzenia i
nie specjalnie nadaje si¢ do badania ruchli-
wych komorek. Na szczeScie istnieja alter-
natywne rozwiazania, pozwalajace na wpro-
wadzanie Swiatla wzbudzajacego w sposob
niezalezny od obiektywu mikroskopowego
(aby dowiedzie¢ si¢ wiecej o technice TIRF
patrz AXELROD 2001).

Zastosowanie  mikroskopii  TIRF  po-
zwala na obserwacje praktycznie samej
wentralnej btony komorki. Pozwala to na
przyzyciowa obserwacje wchodzenia biatek
fluorescencyjnych do blony komorkowej,
co jest czestym zjawiskiem w Sciezkach
sygnalowych. Pierwsze obrazowanie funkgji
sygnalowej przy pomocy TIRF dotyczylo
aktywnosci kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K),
a jako sondy uzyto domeny homologii plextry-
nowej kinazy Akt koniugowanej z biatkiem
fluorescencyjnym. Domena ta ma zdolnos¢
wchodzenia do btony, gdy jest ona bogata w
trifosforan  fosfatydyloinozytolu (PIP,), pro-
dukt PI3K. WejsScie bialka fluorescencyjnego
do btony bylo obrazowane w mikroskopie
TIRF przez WEIGERA i wspotaut. (2009). Sukces
tej pracy sktonit do kontynuacji prac, pokazu-
jac dzialanie sygnatlowania od PI3K w chemo-
taksji fibroblastow (MELVIN i wspofaut. 2011),
by w koficu opracowa¢ model obliczeniowy
pozwalajacy przewidzie¢ kierunek ruchu na
podstawie obrazu rozkladu aktywnoSci kinazy
fosfatydyloinozytolu w blonie (WELF i wspot-
aut. 2012). Te pierwsze wyniki sa niezwykle
obiecujace, jesli uswiadomimy sobie, ze najwaz-
niejsze biatka sygnalowe, regulujace ruch
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komorki (male bialka G: Racl, RhoA i cdc42),
w trakcie aktywacji ulegaja przemieszczeniu z
cytoplazmy do btony komorkowej. Pozwala to

przypuszczac, ze predzej czy pozniej bedziemy
mogli ,oglada¢” obraz aktywnoSci sygnalowej
regulujacej ruch obserwowanej komorki.

EKSPERYMENT W MIKRO SKALI

To, co opisaliSmy powyzej, to byly bar-
dziej lub mniej skomplikowane obserwacje.
Biologia jest jednak nauka doSwiadczalna i
sama obserwacja przyrody nie wystarczy, by
ja zrozumiel. Wiele prac doSwiadczalnych z
dziedziny ruchu komoérek uzywa makrosko-
powej perturbacji i jedynie Sledzi jej mikro-
skopowe skutki, nie znaczy to jednak, ze nie
pojawiaja si¢ SciSle mikroskopowe techniki
doSwiadczalne, pozwalajace na dokonywanie
eksperymentow na poziomie komoérkowym.

FOTOAKTYWACJA

Fotoaktywacja wymaga przygotowania
zwigzku, ktory bedzie fotoaktywowany i
wprowadzenia go do komorki. Biatko do fo-
toaktywacji przygotowuje si¢ przez jego re-
akcje z foto-niestabilnymi grupami bocznymi,
ktore maskuja jego naturalne wilasnosci, two-
rzac zwiazek zwany po angielsku ,caged”. Do
takich reakcji uzywa si¢ na przyktad NVOC
(chloromréwczan 6-nitroveratrylu), ktory roz-
pada sie pod wplywem Swiatla UV 360 nm.
Przyktadem uzycia w badaniach zwiazkéw
fotoaktywowanych moze byC praca z grupy
Jacobsona, w ktorej fotoaktywacji ulegata
tymozyna b4 (Tb4), bialko silnie buforujace
monomery aktyny. Tb4 unieczynniona przez
NVOC byla wstrzykiwana do keratynocytow,

a nastepnie komorki lokalnie oSwietlano la-
serem UV. NVOC ulegat fotolizie, uwalniajac
Tb4, a ta z kolei prowadzita do lokalnej de-
polimeryzacji aktyny. W odpowiedzi komorki
zakrecaly, obracajac sic wokot oswietlonego
rejonu (ROY i wspotaut. 2001).

Eksperymenty przy pomocy fotoaktywacji
moga dotyczy¢ takze zwiazkéw drobnocza-
steczkowych, czego przykladem jest NP-EG-
TA, foto-niestabilny chelator wapnia. W tym
wypadku lokalne oSwietlenie komorki moze
wywolac lokalne uwolnienie wolnych jonow
wapnia (BROWN i wspotaut. 1999). Fotoche-
mia zwiazkow fotolablinych w biologii jest
omowiona szerzej w pracy przegladowej LEE
i wspotaut. (2009).

CALI' CZYLI FOTODEZAKTYWACJA

Odwrotnocia fotoaktywacji jest dezak-
tywacjia czasteczek skoniugowanych z flu-
oroforem przy pomocy Swiatta lasera. Rajfur
udowodnil, ze ta metoda mozna przecinac
pojedyncze wlokna naprezeniowe inkrusto-
wane a-aktynina koniugowana z GFP (RAJFUR
i wspotaut. 2002). Szerszy przeglad zastoso-
wan fotodezaktywacji w biologii komorki
mozna znalez¢ w pracy JACOBSONA i wspol-
aut. (2008).

PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Powyzszy przeglad jest oczywiScie niekom-
pletny i arbitralny. Badania ruchu i adhezji ko-
morek stanowia integralny fragment biologii
komorki i nie mozna wytyczy¢ jasnej granicy,
gdzie zaczyna si¢ badanie adhezji, a konczy
badanie organogenezy. W badaniach ruchu i
adhezji uzywa sie catego spektrum metodologii
biochemicznej, biofizycznej i biologiczne;j.
Mikroskopia nie jest jedyna technika
wykorzystywana do tych badan i nigdy nie
bedzie, jakkolwiek wielkie by byly postepy tej
technologii. Zawsze jednak mikroskop bedzie
podstawowym i niezbednym narzedziem
badacza ruchu pojedynczych komorek.

Wybiegajac w przysztoS¢ trzeba podkre-
sli¢, ze wciaz malo wiemy na temat funk-
cjonowania poznanych mechanizmow w
trojwymiarowym Swiecie organow i tkanek.
Ten kierunek na pewno bedzie si¢ rozwijat
dynamicznie, wraz z rozwojem mikrosko-
pii konfokalnej i wzrostem dostepnosci tej
techniki dla biologow komorki. W bada-
niach ruchu in vivo coraz wicksza role be-
dzie odgrywala mikroskopia dwufotonowa,
w duzym stopniu dzieki wykorzystaniu w
niej Swiatla podczerwonego, mniej fototok-
sycznego niz Swiatlo zakresu widzialnego,
pozwalajaca jednoczeSnie zaglada¢ dalej w

ICALI — (ang.) Chromophore-Assisted Light Inactivation
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glab organow, tkanek czy tez calych organi-
zmow.

Badania in vivo stawiaja wiele nowych
wyzwan i mozna sie spodziewa¢ wykorzysta-
nia w badaniach ruchu komorek takich me-
tod jak optogenetyka czy fotoaktywacja siR-
NA w organizmie. Nie beda to jednak w zad-
nym razie metody specyficzne dla badan nad
ruchem i adhezja. Podobnie, wiele badania
te beda zawdziecza¢ mozliwemu rozwojowi
sond molekularnych, tworzonych do pomia-
ru aktywnosci Sciezek sygnatowych, i mozna
mie¢ nadzieje, ze tu inicjatywa wyjdzie

ze Srodowiska badaczy ruchu z wielkim
pozytkiem dla reszty biologii komorki.

Jak wynika z tego krotkiego podsumo-
wania, perspektywy badan ruchu i adhezji
komorek sa ekscytujace i na pewno ta dzie-
dzina bedzie si¢ aktywnie rozwija¢. Musimy
przeciez pamie¢taé, ze od rozwoju embrional-
nego osobnikow, przez komorki ukladu od-
pornoSciowego czy wreszcie metastazujace
komorki nowotworowe, nasze organizmy sa
wciaz pelne pracowicie przemierzajacych je
malych wedrowcow, zdazajacych dokads dla
naszego pozytku czy tez na nasza zgube.

RUCH POD MIKROSKOPEM — WSPOLCZESNE TECHNIKI BADANIA ADHEZJT I RUCHLIWOSCI
KOMOREK

Streszczenie

Ruch komorek jest jedna z ich fundamentalnych
cech. To dzieki niemu organizm moze si¢ rozwijac,
uklad odpornosSciowy dzialaé, organy regenerowac,
a rany goi¢ si¢. Badanie mechanizmow ruchu jest
jednak jedna z trudniejszych metodycznie dziedzin
biologii komorki. Procesy biochemicznie zachodza
bowiem w ruchliwych komoérkach niesynchronicz-
nie, a czesto takich komorek jest niewiele. Niniej-
szy artykul poswiecono metodom mikroskopowym
stworzonym by rozwiaza¢ ten problem. Omawiane

sa metody pomiaru parametréw ruchu i adhezji do
podioza. Omawiane sa rowniez podstawy zastosowa-
nia klasycznych metod mikroskopowych do badania
proceséw ruchowych. Pokrotce wspominamy tez o
wykorzystaniu sond molekularnych do badania pro-
cesow sygnalizacji w komorkach ruchliwych, a tak-
ze o mikroskopowych metodach eksperymentalnych,
umozliwiajacych doSwiadczenia na pojedynczych ko-
morkach.

MOTION UNDER THE MICROSCOPE — MODERN TECHNIQUES FOR STUDYING CELL
ADHESION AND MOTILITY

Summary

Ability to move is one of the fundamental func-
tions of the living cells. It is due to the motility
that organism develops, immune system can work,
organs are able to regenerate and wound heal. In
the same time motility studies are among methodo-
logically most difficult ones. Biochemical processes
underlying motility are notoriously unsynchronized
and motile cells are usually not very numerous.
Current paper reviews microscope techniques de-

veloped to solve those problems. We discuss basic
measurements, parameterizing motility and substra-
tum adhesion. Classical, structural microscopy used
for motility studies are also sketched shortly. We
describe also use of molecular probes for signaling
studies in motile cells as well as we mention about
microscopic experimental techniques, allowing ex-
periments on single cells.

LITERATURA

AXELROD D., 2001. Total internal reflection fluore-
scence microscopy in cell biology. Traffic 2,
764-774.

BAHNSON A., ATHANASSIOU C., KOEBLER D., QIAN L.,
SHUN T., SHIELDS D., YU H., WANG H., GOFF ],
CHENG T., Houck R., COWSERT L., 2005. Automa-
ted measurement of cell motility and prolifera-
tion. BMC Cell Biol. 6, 19.

BRITLAND S., MORGAN H., WOJIAK-STODART B., RIEHLE
M., CurTis A., WILKINSON C., 1996. Synergistic
and hierarchical adhesive and topographic gu-
idance of BHK cells. Exp. Cell Res. 228, 313-
325.

BrROWN E. B., SHEAR J. B, ADAMS S. R., TSIEN R. Y,
WEBB W. W., 1999. Photolysis of caged calcium

in femtoliter volumes using two-photon excita-
tion. Biophys. J. 76, 489-499.

CODLING E. A., PLANK M. J., BENHAMOU S., 2008. Ran-
dom walk models in biology. ]J. R. Soc. Interface
5, 813-834.

CURTIS A. S., 1964. The mechanism of adhesion of
cells to glass. A study by interference reflection
microscopy. J. Cell Biol. 20, 199-215.

CURTIS A., WILKINSON C., 1997. Topographical con-
trol of cells. Biomaterials 18, 1573-1583.

DAMILJANOVIC V., LAGERHOLM B. C., JACOBSON K., 2005.
Bulk and micropatterned conjugation of extra-
cellular matrix proteins to characterized poly-
acrylamide substrates for cell mechanotransduc-
tion assays. Biotechniques 39, 847-851.



Ruch pod mikroskopem — wspotczesne techniki badania adhezji i ruchliwosci komaorek

191

DAVIDSON M., ABRAMOWITZ M., 2002. Optical micro-
scopy. [W] Encyclopedia of imaging science and
technology. HORNAK J. (red.). Wiley-Interscience,
New York, 1106-1141.

DEMBO M., OLIVER T., [SHIHARA A., JACOBSON K., 1996.
Imaging the traction stresses exerted by locomo-
ting cells with the elastic substratum wmethod.
Biophys. J. 70, 2008-2022.

DICKINSON R. B., TRANQUILLO R. T., 1993. Optimal
estimation of cell movement indices from the
statistical analysis of cell tracking data. AIChE
J. 39, 1995-2010.

DIMILLA P. A., BARBEE K., LAUFFENBURGER D. A., 1991.
Mathematical model for the effects of adhesion
and mechanics on cell migration speed. Bio-
phys. J. 60, 15-37.

DIMILLA P. A, STONE J. A.,, QUINN J. A., ALBELDA S. M.,
LAUFFENBURGER D. A., 1993. Maximal migration
of human smooth muscle cells on fibronectin
and type IV collagen occurs at an intermediate
attachment strength. J. Cell Biol. 122, 729-737.

DoYLE A. D., LEE J., 2005. Cyclic changes in kerato-
cyte speed and traction stress arise from Cal+-
dependent regulation of cell adhesiveness. ]J. Cell
Sci. 118, 369-379.

EVANS J. G., CORREIA I, KRASAVINA O., WATSON N,
MATSUDAIRA P., 2003. Macrophage podosomes
assemble at the leading lamella by growth and
Sfragmentation. ]J. Cell Biol. 161, 697-705.

FRANCK C., MASKARINEC S. A., TIRRELL D. A., RAVICHAN-
DRAN G., 2011. Three-dimensional traction force
microscopy: a new tool for guantifying cell-ma-
trix interactions. PLoS One 6, €17833.

FRIEDL P., NOBLE P. B., ZANKER K. S., 1993. Lympho-
cyte locomotion in three-dimensional collagen
gels. Comparison of three quantitative methods
for analysing cell trajectories. J. Immunol. Meth-
ods 165, 157-165.

GREBECKI A., KLOPOCKA W., 1981. Functional inter-
dependence of pseudopodia in Amoeba proteus
stimulated by light-shade difference. J. Cell Sci.
50, 245-258.

HAMAHASHI S., ONAMI S., KITANO H., 2005. Detection
of nuclei in 4D Nomarski DIC microscope im-
ages of early Caenorhabditis elegans embryos
using local image entropy and object tracking.
BMC Bioinform. 6, 125.

HARRIS A. K., WILD P., STOPAK D., 1980. Silicone rub-
ber substrata: a new wrinkle in the study of cell
locomotion. Science 208, 177-179.

HEeID P. J., Voss E., SoLL D. R., 2002. 3D-DIASemb: a
computer-assisted system for reconstructing and
motion analyzing in 4D every cell and nucleus
m4 a developing embryo. Dev. Biol. 245, 329-
347.

HoLt M. R,, CALLE Y., SUTTON D. H., CRITCHLEY D. R,
JONES G. E.,, DUNN G. A, 2008. Quantifying cell-
matrix adhesion dynamics in living cells using
interference reflection microscopy. J. Microsc.
232, 73-81.

JacoBsoN K., RAJFUR Z., VITRIOL E., HAHUN K., 2008.
Chromophore-assisted laser inactivation in cell
biology. Trends Cell Biol. 18, 443-450.

KOROHODA W., GOLDA J., SROKA J., WOJNAROWICZ
A., JocHYM P., MADEJA Z., 1997. Chemotaxis of
Amoeba proteus in the developing pH gradient
within a pocket-like chamber studied with the
computer assisted method. Cell Motil. Cytoskel.
38, 38-53.

LANGENBERG T., DRACZ T., OATES A. C., HEISENBERG C.
P., BRAND M., 20006. Analysis and visualization
of cell movement in the developing zebrafish
brain. Dev. Dyn. 235, 928-933.

LEE H. M., LARSON D. R., LAWRENCE D. S., 2009. Illu-
minating the chemistry of life: design, synthesis,
and applications of “caged” and related photo-

Zesponsive compounds. ACS Chem. Biol. 4, 409-

27.

LEE J., LEONARD M., OLIVER T., ISHIHARA A., JACOBSON
K., 1994. Traction forces generated by locomot-
ing keratocytes. J. Cell Biol. 127, 1957-1964.

LEE J., ISHIHARA A., OXFORD G., JOHNSON B., JACOBSON
K., 1999. Regulation of cell movement is medi-
ated by stretch-activated calcium channels. Na-
ture 400, 382-386.

MELVIN A. T, WELF E. S, WANG Y. IRVINE D. ],
HAUGH ]J. M., 2011. In chemotaxing fibroblasts,
both high-fidelity and weakly biased cell move-
ments track the localization of PI3K signaling.
Biophys. J. 100, 1893-1901.

OLIVER T., LEE J., JACOBSON K., 1994. Forces exerted
by locomoting cells. Semin. Cell Biol. 5, 139-147.

PARTIN A. W., SCHOENIGER J. S., MOHLER J. L., COFFEY
D. S., 1989. Fourier analysis of cell motility: cor-
relation of motility with metastatic potential.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 1254-1258.

PaTLAK C. S., 1953. Random walk with persistence
and external bias. Bull Math. Biophys. 15, 311-
338.

PEARSON K., 1905. The problem of the random walk.
Nature 72, 294.

PLETJUSHKINA O. J., RAJFUR Z., POMORSKI P., OLIVER T.
N., VASILIEV J. M., JACOBSON K. A, 2001. Induc-
tion of cortical oscillations in spreading cells by
depolymerization of microtubules. Cell Motil.
Cytoskel. 48, 235-244.

PLuta M., 1982. Mikroskopia optyczna.
Warszawa.

POLLARD T. D., BLANCHOIN L., MULLINS R. D., 2001. Ac-
tin dynamics. J. Cell Sci. 114, 3-4.

POMORSKI P., 2012. Zobaczy¢ sygnat — metody obra-
zowania zmian steZenia jonow wapnia w ko-
morce Postepy Biochem. 58, 465-473.

POMORSKI P., WATSON J. M., HASKILL S., JACOBSON K.
A., 2004. How adhesion, migration, and cyto-
plasmic calcium transients influence interleu-
kin-1beta mRNA stabilization in human mono-
cytes. Cell Motil. Cytoskel. 57, 143-157.

RAJFUR Z., ROy P., OTEY C., ROMER L., JACOBSON K,
2002. Dissecting the link between stress fibres
and focal adhesions by CALI with EGFP fusion
proteins. Nat. Cell Biol. 4, 286-293.

ROY P., RAJFUR Z., JONES D., MARRIOTT G., LOEW L,
JacoBssoN K., 2001. Local photorelease of caged
thymosin beta4 in locomoting keratocytes
causes cell turning. J. Cell Biol. 153, 1035-1048.

SERRA-PICAMAL X., CONTE V., VINCENT R., ANON E.,
TAMBE D. T., BAZELLIERES E., BUTLER J. P., FRED-
BERG J. J., TREPAT X., 2012. Mechanical wauves
célugz‘ng tissue expansion. Nature Physics 8, 628-

34.

SINGER L. 1., KAzAZIS D. M., SCOTT S., 1989. Scanning
electron microscopy of focal contacts on the sub-
stratum attachment surface of fibroblasts adher-
ent to fibronectin. J. Cell Sci. 93, 147-154.

SocHOL R. D., HIGA A. T, JANAIRO R. R. R, LB S,
LINA L., 2011. Unidirectional mechanical cellu-
lar stimuli via micropost array gradients. Soft
Matter 7, 4606-4609.

SoLL D. R, Voss E., 1998. Two and three-dimensional
computer systems for analyzing how cells crawl.
[W] Motion Analysis of Living Cells. SOLL D. R.,
WESSELS D. (red.). Wiley-Liss, New York, 25-52.

SoLL D. R, Voss E., JOHNSON O., WESSELS D., 2000.
Three-dimensional reconstruction and motion
analysis of living, crawling cells. Scanning 22,
249-257.

SOON L., MOUNEIMNE G., SEGALL J., WYCKOFF J., COND-
EELIS J., 2005. Description and characterization
of a chamber for viewing and quantifying can-
ceZ’ cell chemotaxis. Cell Motil. Cytoskel. 62, 27-
34.



192

PAWEL POMORSKI

SURANENI P., RUBINSTEIN B., UNRUH J. R., DURNIN M.,
HANEIN D., LI R, 2012. The Arp2/3 complex is
required for lamellipodia extension and direc-
tional fibroblast cell migration. ]J. Cell Biol. 197,
239-251.

SVITKINA T. M., BORISY G. G., 1999. Arp2/3 complex
and actin depolymerizing factor/cofilin in den-
dritic organization and treadmilling of actin
filament array in lamellipodia. ]J. Cell Biol. 145,
1009-1026.

THERY M., 2010. Micropatterning as a tool to deci-
pher cell morphogenesis and functions. J. Cell
Sci. 123, 4201-4213.

TOJKANDER S., GATEVA G., LAPPALAINEN P., 2012. Actin
stress fibers—-assembly, dynamics and biological
roles. J. Cell Sci. 125, 1855-1864.

‘WAICZIES H., GUENTHER M., SKODOWSKI J., LEPORE §.,
POHLMANN A., NIENDORF T. WAICZIES S., 2013.
Monitoring dendritic cell migration using 19F
/1H magnetic resonance imaging. J. Vis. EXp.
e€50251.

WEIGER M. C., WANG C. C., KrRAJCOVIC M., MELVIN A.
T., RHODEN J. J., HAUGH ]J. M., 2009. Spontaneous

phosphoinositide 3-kinase signaling dynamics
drive spreading and random migration of fibro-
blasts. J. Cell Sci. 122, 313-323.

WELF E. S., AHMED S., JOHNSON H. E., MELVIN A. T,
HAUGH ]J. M., 2012. Migrating fibroblasts reorient
directionality by a metastable, PI3K-dependent
mechanism. J. Cell Biol. 197, 105-114.

WOLFENSON H., BERSHADSKY A., HENIS Y. I., GEIGER B,
2011. Actomyosin-generated tension controls the
molecular Rinetics of focal adhesions. ]J. Cell Sci.
124, 1425-1432.

‘WOLFENSON H., LAVELIN I., GEIGER B., 2013. Dynamic
regulation of the structure and functions of in-
tegrin adhesions. Dev. Cell 24, 447-458.

Wu M. M., LLOBET A., LAGNADO L., 2009. Loose cou-
pling between calcium channels and sites of
exocytosis in chromalffin cells. J. Physiol. 587,
5377-5391.

X1a0 H,, L1 Y, DU J., MOSIG A., 2010. Ci3d: tracking
microglia motility in 3D using a novel cosef-
mentation approach. Bioinformatics 27, 564-
571.



