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mikroskopii. Artykuł ten jest próbą syste-
matycznego przeglądu technik mikrosko-
powych, które są używane w badaniach ru-
chliwości komórek.

Przegląd ten zaczniemy od obecnych 
metod śledzenia komórek i analizy parame-
trów ich ruchliwości oraz metod pomiaru 
mikroskopowego sił przylegania komórek 
do podłoża. Następnie przedstawimy krótki 
przegląd metod mikroskopii strukturalnej 
i jej wkład w badania ruchu komórek. Za-
sadniczą częścią pracy będą jednak metody 
stanowiące próbę przeniesienia siły bio-
logii molekularnej na poziom pojedynczej 
komórki, metody prowadzące do przenie-
sienia biochemii pod obiektyw mikrosko-
pu. Na zakończenie zostaną przedstawio-
ne pokrótce perspektywy dalszego rozwo-
ju technik mikroskopowych stosowanych 
w badaniach ruchu i adhezji komórek, ze 
szczególnym naciskiem na rozwój badań 
ruchu w środowiskach trójwymiarowych i 
badań mikroskopowych in vivo.

Tradycyjny obraz biologa pochylonego 
nad mikroskopem w ostatnim półwieczu od-
szedł w przeszłość. Dziś nauki o życiu roz-
wijają się wraz z udoskonalaniem technik 
chemicznych i fizycznych, pozwalających na 
badanie funkcji życiowych schodząc do po-
ziomu pojedynczych cząsteczek białka czy 
kwasu nukleinowego. Oszołomieni ogrom-
nym sukcesem biologii molekularnej musimy 
jednak pamiętać o podstawowym założeniu, 
leżącym u podstaw większości technik in 
vitro: badana funkcja musi występować w 
sposób zsynchronizowany w dużej, spójnej 
populacji komórek czy też organizmów. Ba-
danie procesów niesynchronicznych i spon-
tanicznych stanowi z tego punktu widzenia 
poważne wyzwanie.

Badania ruchliwości komórek stawiają 
badaczom właśnie takie wymagania, zmu-
szając do sprowadzenia współczesnych 
technik molekularnych na poziom poje-
dynczej komórki, poprzez zastosowanie ich 
łącznie z użyciem najnowszych zdobyczy 
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WPROWADZENIE

ŚLEDZĄC KOMÓRKĘ

Współczesna nauka opiera się na me-
todologii doświadczalnej: każda teza jaką 
stawiamy musi być doświadczalnie zwery-
fikowana zanim uznamy ją za prawdziwą. 
W przypadku systemów tak złożonych jak 
organizmy żywe, weryfikacja ma zazwyczaj 
charakter statystyczny: wynik ingerencji ba-

dacza musi być istotnie różny od zachowa-
nia układu kontrolnego. Takie podejście za-
kłada wykonywanie pomiarów: każdy pro-
ces musi być opisany parametrami, które z 
kolei powinny dać się zmierzyć i przedsta-
wić w możliwie prostej postaci liczbowej.
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w różnych położeniach (w Polsce pierwszy 
taki system został uruchomiony w laborato-
rium Włodzimierza Korohody w Krakowie, 
w połowie lat 90. ubiegłego wieku; Koro-
hoda i współaut. 1997). Chcąc śledzić ko-
mórkę w ruchu badacz musi w pierwszym 
rzędzie określić gdzie komórka się znajdu-
je. To zadanie, na pierwszy rzut oka proste, 
może w praktyce nastręczać wiele trudno-
ści. Komórki tkankowe są zazwyczaj przej-
rzyste i w mikroskopie świetlnym słabo wi-
doczne. Aby je zobaczyć stosuje się jedno 
z dwóch podejść: można komórki barwić, 
jak to czyniono od XIX w. lub użyć metod 
kontrastu optycznego takich jak kontrast 

Z punktu widzenia badań mikroskopo-
wych musimy zmierzyć się w tym celu z 
dwoma zagadnieniami: obserwować i śle-
dzić komórki w ruchu, a następnie określić 
syntetyczne parametry, pozwalające nam 
scharakteryzować jedną liczbą ruch w ukła-
dach doświadczalnych (Ryc. 1).

Mikroskopia poklatkowa

Materiałem wyjściowym do śledzenia ru-
chu komórek jest zazwyczaj wynik mikro-
skopowej rejestracji poklatkowej (zwanej z 
ang. rejestracją time-lapse), czyli sekwencją 
obrazów wykonanych w równym odstępie 
czasowym, na których komórki znajdują się 
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Ryc. 1. Analiza trajektorii ruchu komórek. 

A: Wykresy przedstawiające rzeczywiste trajektorie komórek glejaka C6, sprowadzone do wspólnego począt-
ku. Od lewej: komórki kontrolne; komórki, w których zahamowano aktywność kinazy ROCK, przy pomocy 
specyficznego inhibitora (Y-27632), hamując jednocześnie kurczliwość aktomiozyny; komórki, w których blo-
kada ROCK jest częściowo zniesiona przez pobudzenie receptora nukleotydowego P2Y2 przy pomocy UTP 
i wywołanie sygnału wapniowego w cytoplazmie. B: Parametryzacja powyższych trajektorii. Proszę zwrócić 
uwagę, że nie wszystkie opisywane w treści artykułu parametry zmieniają się znacząco w trakcie doświad-
czenia, nawet jeśli trajektorie różnią się na pierwszy rzut oka. Uporczywość jest liczona dla całego doświad-
czenia, a nie każdej trajektorii z osobna, stąd brak odchyleń standardowych.
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Amoeba proteus). Niestety, w przypadku 
kontrastów optycznych wykrywanie kształtu 
komórek jest znacznie trudniejsze. Obiekty 
obrazowane w kontraście fazowym posia-
dają charakterystyczną aureolę, utrudniającą 
określenie ich granicy. Obrazy otrzymywane 
przy pomocy kontrastu DIC mają ostre kra-
wędzie, niestety nie są łatwe do analizowa-
nia, gdyż wykrywane obiekty zawierają ob-
szary zarówno jaśniejsze, jak i ciemniejsze od 
tła, które zazwyczaj ma wartość zbliżoną do 
średniej jasności dla całego obrazu. Powstał 
cały szereg algorytmów do wykrywania brze-
gów obiektów obrazowanych w optyce DIC 
Nomarskiego, żaden z nich nie jest jednak 
łatwo dostępny w szeroko rozpowszechnio-
nych, komercyjnych programach do analizy 
obrazu mikroskopowego. Wszystkie one są 
oparte na lokalnej analizie parametrów ob-
razu, takich jak lokalny kontrast określany 
przez odchylenie standardowe z jasności pik-
seli (Soll i współaut. 2000), czy też lokalny 
pomiar entropii obrazu (Hamahashi i współ-
aut. 2005). Alternatywną metodą wykrywania 
ruchliwych komórek w preparacie jest ich 
śledzenie bez określania kształtu komórki. 
Jest to możliwe dzięki analizie podobieństwa 
fragmentów obrazu przy pomocy funkcji 
korelacji wzajemnej (ang. cross-correlation) 
pomiędzy kolejnymi obrazami. W praktyce 
odbywa się to tak, że wskazujemy na obra-
zie możliwie mały obszar, w którym znajduje 
się komórka i na następnym obrazie w serii 
czasowej poszukujemy w pobliżu możliwie 
najbardziej podobnego obszaru o tym samym 
kształcie. Gdy go znajdziemy zakładamy, że 
przesunięcie komórki jest równe przesunię-
ciu obszaru (Pletjushkina i współaut. 2001). 
Zaletą tego podejścia jest ominięcie procedu-
ry wykrywania krawędzi komórki i fakt, że 
przynamniej jeden z komercyjnie dostępnych 
pakietów do obróbki obrazu mikroskopo-
wego ma tę opcję wbudowaną (MetaMorph, 
Molecular Devices, USA).

Parametryzacja trajektorii

Pomiarem ruchu komórki można nazwać 
sekwencję punktów stanowiących położe-
nie środka ciężkości obliczonego z wykryte-
go kształtu komórki lub środków obszarów 
wykrywanych metodą największych podo-
bieństw. Łącząc te punkty otrzymujemy trajek-
torię ruchu. Sama trajektoria nie może jednak 
być traktowana jako ostateczny wynik pomia-
ru i wymaga dalszej parametryzacji. Najprost-
szym i jednocześnie bezwzględnie dokładnym 
pomiarem jaki możemy wykonać przy użyciu 

fazowy, kontrast różniczkowy-interferencyj-
ny (DIC) Nomarskiego czy kontrast modu-
lacyjny Hoffmana, używany do obserwacji 
komórek w plastikowych szalkach Petriego.

Wizualizacja i wykrywanie komórek

Wybór pomiędzy użyciem barwnika a od-
powiedniego kontrastu optycznego nie jest 
prosty i pociąga za sobą pewne konsekwen-
cje. Barwienie komórek jest stosunkowo pro-
ste, ale wprowadzanie dużych ilości obcych 
związków do cytoplazmy nie jest obojętne, 
a często cytotoksyczne. Aby zminimalizować 
ilość barwnika, konieczną do zabarwienia ko-
mórki, używa się dziś barwników fluorescen-
cyjnych. Są one powszechnie dostępne na 
rynku i określane jako cytotrakery. Najwięk-
szą wadą cytotrakerów jest konieczność ich 
wizualizacji przy pomocy mikroskopii fluore-
scencyjnej, a intensywne światło wzbudza-
jące barwnik nie jest dla komórki obojętne, 
zwłaszcza jeśli cytotraker jest wizualizowa-
ny przy użyciu mikroskopu konfokalnego, a 
żywe komórki są regularnie omiatane wiązką 
lasera. Nie znaczy to, że użycie barwników 
fluorescencyjnych jest pozbawione zalet. 
Otrzymywany obraz komórek jest kontrasto-
wy, a rozróżnienie między obszarem zajmo-
wanym przez komórkę i tłem proste. Wystar-
czy prosta operacja progowania obrazu, aby 
odróżnić komórkę od obszaru ją otaczające-
go. Poznajemy w ten sposób dokładny obrys 
komórki i możemy śledzić zarówno jej prze-
mieszczanie, jak też zmiany kształtu.

Fakt, że komórki obserwowane w świe-
tle przechodzącym są prawie niewidoczne 
wynika z ich słabej zdolności do pochłania-
nia światła. Kontrast optyczny polega na 
wykorzystaniu do obrazowania innych wła-
sności optycznych preparatu niż sama zdol-
ność do pochłaniania światła. Może być to 
zdolność do przesuwania światła w fazie, 
różnice własności polaryzacyjnych czy zmia-
ny współczynnika załamania światła (zainte-
resowanych działaniem kontrastu optyczne-
go odsyłam do ogólnej literatury dotyczącej 
mikroskopii optycznej np. Pluta 1982, Da-
vidson i Abramowitz 2002). Kontrast optycz-
ny nie wymaga wprowadzania do komórki 
żadnych obcych, potencjalnie szkodliwych, 
związków. Obrazowanie można prowadzić 
przy niskiej intensywności oświetlenia, a dłu-
gość fali może być swobodnie wybierana, co 
może z kolei mieć znaczenie, jeśli komórki 
są wrażliwe na światło (jak to ma miejsce 
w przypadku licznych, jednokomórkowych 
organizmów wolnożyjących, takich jak np. 
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punktów, podczas gdy musimy być świa-
domi, iż zmiany kształtu komórki i jej ruch 
nie są tak naprawdę całkowicie odrębnymi 
i niezależnymi procesami. Próba całościowej 
analizy zmian kształtu i ruchu komórek przy 
pomocy analizy fourierowskiej pojawiła się 
już ponad 20 lat temu. Prowadzi ona do two-
rzenia map zachowania komórki, a nie nali-
czania pojedynczych parametrów, będąc jed-
nocześnie metodą trudną koncepcyjnie dla 
użytkownika. Fakt ten spowodował brak po-
pularyzacji tego bardzo ciekawego podejścia 
do analizy ruchu komórek (Partin i współ-
aut. 1989).

Ruch komórek w 3 wymiarach

Wbrew pozorom, analiza ruchliwości ko-
mórek w dwóch i trzech wymiarach nie róż-
nią się tak bardzo. Trajektorie komórki moż-
na wyznaczać w przestrzeni trójwymiarowej 
równie dobrze, jak w dwuwymiarowej. Do 
wizualizacji barwników fluorescencyjnych 
trzeba w tym przypadku użyć mikroskopu 
konfokalnego, najczęściej dwufotonowe-
go, ze względu na większą głębię widzenia 
i mniejszą fitotoksyczność przy niewielkich 
wymaganiach co do rozdzielczości obrazu. 
Pamiętać trzeba jednak, że ilość obrabianych 
danych znacznie wzrasta, większe stają się 
wymagania dotyczące algorytmów segmenta-
cji, służących do określania gdzie znajduje się 
komórka, oraz wymagania dotyczące sprzętu 
rejestrującego ruch (Xiao i współaut. 2010). 
Alternatywą jest tu wykorzystanie kontrastu 
optycznego DIC Nomarskiego, który daje 
bardzo małą głębię ostrości i pozwala na od-
tworzenie trójwymiarowego obrazu komórek 
w prosty i szybki sposób, pod warunkiem, że 
opanujemy problemy z segmentacją obrazów 
otrzymywanych w tej optyce (Soll i Voss 
1998). Przejście od dwóch do trzech wymia-
rów stanowi zatem raczej techniczny pro-
blem niż poważne wyzwanie. Upowszechnie-
nie śledzenia komórek w trzech wymiarach 
będzie się prawdopodobnie wiązało z rozwo-
jem badań ruchu komórek in vivo.

In vivo czy in vitro

Do tej pory zdecydowana większość ba-
dań nad ruchem komórek dotyczyła mode-
li in vitro. Niezależnie od tego czy komórki 
były badane na szkle, sztucznych podłożach 
czy w trójwymiarowych żelach, były to ko-
mórki z linii hodowlanych lub izolowane 
komórki pierwotne badane pozaustrojowo. 
Podejście takie ma swoje zalety: powierzch-
nia może być pokrywana określonymi biał-

trajektorii komórki, to odległość przebyta w 
trakcie doświadczenia. Jest to odległość prze-
byta przez komórkę w linii prostej. Śledzenie 
toru migracji jest konieczne, aby mieć pew-
ności, że analizujemy ruch tej samej komórki. 
Drugim, prostym parametrem jest droga prze-
byta przez komórkę, czyli suma odległości 
między kolejnymi, rejestrowanymi pozycjami. 
Ta droga będzie jednak liczona zawsze z pew-
nym błędem. Jeśli punkty rejestracyjne będą 
się znajdować zbyt daleko siebie, nie wszyst-
kie zmiany kierunku mogą zostać wykryte i 
długość drogi będzie zaniżona. Z kolei, jeśli 
punkty będą bardzo gęsto rozmieszczone w 
czasie, istotny wpływ na wynik mogą mieć 
zmiany kształtu komórki, o czym jeszcze bę-
dzie mowa. Na podstawie tych dwóch warto-
ści: przebytego dystansu i przebytej całkowi-
tej drogi można policzyć pierwszy parametr 
syntetyczny, czyli współczynnik skuteczności 
ruchu (ang. coefficient of movement efficien-
cy, CME) (Friedl i współaut. 1993), pokazują-
cy czy komórka błądzi czy też dokądś zdąża.

Model ruchliwości komórek oparty o 
błądzenie losowe

Bardziej złożona ocena parametryczna ru-
chu wymaga pewnych założeń co do jego cha-
rakteru. Użytecznym modelem ruchu komórek 
jest tzw. błądzenie losowe (ang. random walk). 
Jest to model, w którym trajektoria podzielona 
jest na dyskretne kroki, a kierunek następne-
go kroku jest wybierany losowo. Pojęcie błą-
dzenia losowego zostało wprowadzone przez 
Pearsona w 1905 r., a w 1953 r. zostało uzu-
pełnione o współczynnik bezwładności (ang. 
persistence coefficient), określający skłonność 
poruszającego się obiektu do zachowania do-
tychczasowego kierunku w następnym kroku 
(Patlak 1953). Określenie współczynnika bez-
władności dla ruchu komórek jest dość złożo-
ną procedurą i wymaga określenia zależności 
średniego kwadratu przesunięcia komórki od 
czasu pomiaru ruchu. Znajomość tej zależności 
pozwala na określenie współczynnika bezwład-
ności ruchu przez dopasowanie do znanego 
wzoru na błądzenie losowe z bezwładnością 
(Dickinson i Tranquillo 1993). Jako że okre-
ślenie „bezwładność” źle oddaje tendencję ru-
chu komórki w stałym kierunku, parametr ten 
nazywa się również „uporczywością”. Szerszy 
przegląd zagadnień z zakresu analizy ruchu ko-
mórek przez model błądzenia losowego moż-
na znaleźć w pracy przeglądowej Codlinga i 
współaut. (2008).

Wszystkie powyższe metody opierają się 
na zapisie trajektorii, będących zbiorami 
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doświadczenia in vivo. Najlepszym przykła-
dem mogą być tu specjalnie projektowane 
podłoża, po których poruszają się komórki. 
Powierzchnie mogą być zarówno pokrywa-
ne trójwymiarowym wzorem przestrzennym 
(Curtis i Wilkinson 1997), jak i selektywnie 
spłaszczane chemicznie, co tworzy ścieżki ru-
chu i pozwala badać chemiczną determinację 
ruchu i wzrostu tkanek (Britland i współaut. 
1996). Powierzchnie, po których poruszają 
się komórki mogą być również projektowa-
ne tak, by badać wpływ sztywności podłoża 
na ruch (Sochol i współaut. 2011). Bogaty 
przegląd tej dziedziny, zwanej z angielska 
„micropatterning”, można znaleźć w pracy 
przeglądowej autorstwa Thery (2010). Mi-
kroskopia optyczna daje nam też szansę na 
badanie wpływu oświetlenia na ruch komór-
ki, wpływu bardzo istotnego w przypadku 
organizmów wolnożyjących (Grebecki i Klo-
pocka 1981). Ten ostatni przykład pokazu-
je również, że nieostrożnie używane, nawet 
tak mało inwazyjne metody jak mikroskopia 
świetlna, mogą prowadzić do powstawania 
poważnych artefaktów i błędów badawczych.

Ostatnio przełomem stało się zastosowa-
nie magnetycznego rezonansu jądrowego 
do śledzenia ruchu komórek in vivo (Wa-
iczies i współaut. 2013). Mimo że MRI nie 
jest techniką mikroskopową, to uzyskiwane 
przy jego użyciu rozdzielczości zaczynają 
być porównywalne do tych, osiągalnych dla 
mikroskopii in vivo.

kami (Bahnson i współaut. 2005), można też 
wytwarzać ściśle kontrolowane gradienty w 
środowisku, używając w tym celu całego sze-
regu specjalnie konstruowanych komór, któ-
rych opisy można znaleźć w literaturze (bar-
dziej skomplikowanych, jak opisana w pracy 
Korohoda i współaut. 1997, czy też skrajnie 
prostych, jak te zalecane w publikacji Soon i 
współaut. 2005), czy wreszcie coraz popular-
niejsze ostatnio jednorazowe komory dostęp-
ne komercyjnie (Suraneni i współaut. 2012). 
Wszystkie te badania odbywają się jednak w 
warunkach dalece odbiegających od tych, w 
jakich normalnie funkcjonują komórki i po-
jawienie się możliwości badania ich ruchu 
in vivo daje nowe, bezprecedensowe moż-
liwości. Śledzenie całych grup komórek w 
rozwijającym się organizmie może odbywać 
się za pomocą metod fluorescencyjnych (jak 
w przypadku komórek rozwijającego się mó-
zgu Danio pręgowanego, Danio rerio, znane-
go również jako ang. zebrafish, Langenberg 
i współaut. 2006), czy z użyciem kontrastu 
DIC Nomarskiego (jak w badaniach wcze-
snego rozwoju larwy nicienia Caenorhabdi-
tis elegans, Heid i współaut. 2002). Niektóre 
z wyżej opisanych algorytmów segmentacji, 
używanych do śledzenia komórek, zostały 
już stworzone z myślą o doświadczeniach in 
vivo (Xiao i współaut. 2010).

Z drugiej strony trzeba pamiętać, że ba-
dania in vitro pozwalają na znacznie więk-
szą kontrolę warunków eksperymentu niż 

DAJCIE MI PUNKT PODPARCIA…

Archimedes niegdyś powiedział: „dajcie 
mi punkt podparcia, a poruszę ziemię”. Bez 
adhezji, tworzącej punkty podparcia dla ru-
chu komórki, jej przemieszczanie się byłoby 
niemożliwe. Dość wcześnie jednak okazało 
się, że zależność między ruchem a adhezją 
jest bardziej złożona i o tempie migracji ko-
mórki decyduje stosunek pomiędzy siłą, któ-
rą komórka jest w stanie wygenerować, a jej 
przyleganiem do podłoża. Co więcej, okaza-
ło się, że stosunek ten nie może być ani za 
duży ani za mały. Optymalne warunki do ru-
chu komórek powstają dla średnich wartości 
stosunku siła/adhezja (DiMilla i współaut. 
1991, 1993). Jednocześnie liczne dane poka-
zują, że tempo migracji komórek nie jest pro-
porcjonalne do siły, którą są w stanie wyge-
nerować, a wręcz odwrotnie: efektywna siła 
przenoszona na podłoże dla fibroblastów wy-
nosi 2 µN (Harris i współaut. 1980), podczas 

gdy dla rybich keratynocytów  200 nN (Lee 
i współaut. 1994). Jednocześnie keratynocy-
ty poruszają się znacznie szybciej niż fibro-
blasty. Zjawisko odwrotnej korelacji między 
siłą generowaną przez skurcz komórki a jej 
szybkością migracji zostało opisane przez ze-
spół Jacobsona w latach 90. ubiegłego wieku 
(Oliver i współaut. 1994). Jeśli dodamy do 
tego obserwację, że w trakcie ruchu komórki 
adhezja nie jest parametrem stałym i potrafi 
się zmieniać w czasie (Pomorski i współaut. 
2004), to pojawia się potrzeba opracowania 
metody wizualizacji sił pochodzących z adhe-
zji na poziomie mikroskopowym.

Mimo że określenie siły przylegania ko-
mórki do podłoża możliwe było od dawna, 
dopiero wykorzystanie przez Harrisa elastycz-
nych substratów na przełomie lat 70. i 80. 
ubiegłego wieku umożliwiło badanie rozkła-
du sił między komórką a otoczeniem (Harris 
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ra-Picamal i współaut. 2012). Rozwiązano też 
wiele problemów związanych z tworzeniem 
elastycznych podłoży, czyniąc ten proces bar-
dziej powtarzalnym, umożliwiając pokrywa-
nie podłoży białkami macierzy pozakomór-
kowej (Damljanovic i współaut. 2005). Wadą 
dotychczasowego podejścia do pomiaru na-
prężeń między podłożem a komórką była 
dwuwymiarowość tego pomiaru. Warstwa 
elastyczna była cienka, a wszystko co obser-
wowano, to dwuwymiarowy rzut trójwymia-
rowego rozkładu sił. Krokiem naprzód jest 
tu metodyka opisana przez grupę badaczy z 
CalTech, pozwalająca na trójwymiarowe ob-
razowanie komórek wędrujących po grubej 
warstwie żelu poliakrylamidowego, zawiera-
jącego zawiesinę 500 nanometrowych drobin 
fluorescencyjnych. Dzieki zastosowaniu tej 
metody autorzy byli w stanie pokazać, w któ-
rych miejscach komórki „ciągną” podłoże, a 
w których „wpychają” je pod siebie (Franck 
i współaut. 2011). Trzeba jednak pamiętać, 
że mimo sukcesu w postaci trójwymiarowej 
wizualizacji sił, komórki wciąż przemieszcza-
ją się w dwóch wymiarach po powierzchni 
żelu. Do tego, by zobrazować siły pojawia-
jące się w warunkach fizjologicznych, gdy 
komórki przemieszczają się w trójwymiaro-
wej sieci macierzy zewnątrzkomórkowej, po-
trzebny jest jeszcze jeden jakościowy krok 
metodologiczny.

i współaut. 1980). Metoda ta polega na przy-
gotowaniu bardzo delikatnego, elastycznego 
podłoża, na które następnie wysiewa się ko-
mórki. Oryginalnie, Harris i współpracowni-
cy obserwowali tworzące się pod wpływem 
siły wytwarzanej przez komórkę zmarszczki 
podłoża i z ich wielkości oraz kierunku mo-
gli oceniać siły trakcyjne powstające między 
cytoszkieletem komórki a podłożem. W la-
tach 90. ubiegłego stulecia, dzięki rozwojo-
wi metod rejestracji obrazu i dostępności 
mocnych systemów obliczeniowych wykona-
no znaczący krok na przód. Używając nieco 
sztywniejszego podłoża z zatopionymi fluore-
scencyjnymi koralikami otrzymano macierz 
punktów referencyjnych, których przesunię-
cie było proporcjonalne do wywieranej siły. 
Takie podłoże podlegało kalibracji i za jego 
pomocą można było obliczać rozkład sił wy-
wieranych przez komórkę i wizualizować w 
formie mapy (dogłębny opis metodologii ob-
liczania sił wywieranych przez komórkę moż-
na znaleźć w fundamentalnej pracy Dembo i 
współaut. 1996). Od tego czasu software słu-
żący do mapowania sił trakcyjnych komórki 
wciąż się rozwija i staje się przyjaźniejszy, 
dostępny w bezpłatnej licencji badawczej 
od Micaha Dembo (Biomedical Engineering, 
Boston University), aczkolwiek istnieją dziś 
rozwiązania alternatywne, np. software Xa-
vier Trepata, pozwalający na badanie sił pod 
wielokomórkowymi skrawkami tkanek (Ser-

ZOBACZYĆ ZAMIAST MIERZYĆ. IRM I ADHEZJA KOMÓREK

Alternatywnym podejściem do przyży-
ciowych badań nad adhezją komórki do 
podłoża jest pomiar odległości pomiędzy 
wentralną błoną komórki a powierzchnią 
substratu. Taki pomiar umożliwia 
wprowadzona w latach 60. ubiegłego wie-
ku interferencyjna mikroskopia odbiciowa 
(od ang. interference reflection microsco-
py, IRM) (Ryc. 2). Technika ta jest adapta-
cją metody interferometrycznego pomiaru 
cienkich warstw dla potrzeb mikroskopii 
fluorescencyjnej (Curtis 1964) i polega na 
interferencji monochromatycznego światła 
odbitego od szklanego substratu i błony 
komórkowej. Metoda ta pozwala na precy-
zyjny pomiar odległości w zakresie od 5 do 
100 nm, co doskonale pozwala obrazować 
przyleganie komórek do podłoża. Jej pod-
stawową zaletą jest łatwość łączenia z in-
nymi technikami mikroskopowymi, jak na 

przykład obrazowanie poziomu wolnych jo-
nów wapnia i ich wpływy na adhezję i ruch 
komórek (Pomorski i współaut. 2004). IRM 
może też służyć do obrazowania zdarzeń 
bardzo szybkich, takich jak przejściowe od-
klejanie się wentralnej błony komórkowej 
od podłoża na skutek fuzji pęcherzyków 
egzocytotycznych (Wu i współaut. 2009). 
W tym ostatnim przypadku IRM jest uży-
wany w połączeniu z mikroskopią TIRF, co 
pokazuje, jak elastyczna jest ta technika.

Podstawową wadą IRM jest fakt, że nie 
jest to sensu stricte pomiar adhezji, a jedy-
nie obrazowanie obszarów błony komór-
kowej położonych bliżej podłoża niż inne. 
Mimo że istnieje wiele dowodów, iż obiek-
ty widoczne w mikroskopii interferencyj-
nej są zaiste strukturami adhezyjnymi (Sin-
ger pokazał to już w latach 80. ubiegłego 
wieku metodami mikroskopii fluorescencyj-
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struktur takich jak kontakty zogniskowane 
w połączeniu z rozwojem wspierającego 
ją oprogramowania analizy obrazu (Holt 
i współaut. 2008), powoduje, że IRM jest 
poręczną alternatywą wobec takich me-
tod wykrywania struktur adhezyjnych, jak 
użycie fluorescencyjnych białek fuzyjnych 
(Evans i współaut. 2003), która to technika 
jest znacznie bardziej inwazyjna i bardzo 
trudna do wykorzystania w przypadku linii 
pierwotnych.

nej i skaningowej mikroskopii elektrono-
wej, Singer i współaut. 1989), i powszech-
na jest zgoda, że każda struktura adhezyjna 
da obraz w IRM, to nie ma powszechnego 
zaufania do tego, że każde zaciemnienie w 
obrazie IRM będzie odpowiadało strukturze 
adhezyjnej. Mimo oporu części recenzen-
tów wobec określania mikroskopii interfe-
rencyjnej jako metody obrazowania adhe-
zji komórek, wygoda tej metody, zwłaszcza 
w odniesieniu do dających duży kontrast 

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

A: Komórki glejaka C6 na szkle. B: Te same komór-
ki widziane po 20 minutach inkubacji w środowisku 
bezwapniowym. Widać rozpad struktur adhezyjnych.

MIKROSKOPIA STRUKTURALNA

Podczas gdy pierwsza część tej pracy 
miała zapoznać czytelnika z metodami mi-
kroskopowymi, specyficznymi dla badania 
ruchu i adhezji komórek, to część druga jest 
poświęcona tym technikom obserwacyjnym i 
eksperymentalnym, bez których nasza współ-
czesna wiedza o ruchu komórek by nie po-
wstała. Nie rości sobie zatem autor preten-
sji do kompletności materiału, a raczej chce 
pokazać jak bardzo badania ruchu i adhezji 
komórkowej stanowią integralny fragment 
współczesnej biologii komórki.

Po pierwsze, musimy zdawać sobie spra-
wę, że najpierw trzeba było poznać struktu-
rę i lokalizację maszynerii ruchowej komór-
ki, by móc zrozumieć jej działanie. Mikro-
skopia strukturalna oddała wielkie usługi w 
ustaleniu budowy lamellipodium i mechani-
zmu jego wysuwania, podstawowego moto-
ru napędzającego ruch większości komórek 
tkankowych, ujawniając rolę i miejsce dzia-

łania takich białek, jak kompleks Arp2/3 
czy kofilina (Svitkina i Borisy 1999), wspa-
niale podsumowanym przez Pollarda i 
współaut. (2001). Bez mikroskopii struktu-
ralnej i znakowania przeciwciałami nie zna-
libyśmy roli włókien naprężeniowych w ru-
chu i adhezji komórek, głównych struktur 
kurczliwych w większości komórek tkan-
kowych (Tojkander i współaut. 2012). Ba-
dania z zastosowaniem mikroskopii struk-
turalnej położyły również podwaliny pod 
zrozumienie budowy i dynamiki kontaktów 
komórki ze środowiskiem. Prace nad dyna-
miką struktur adhezyjnych pokazują zalety 
użycia fluorescencyjnych białek fuzyjnych 
do badania struktur związanych z ruchem 
komórek. Prace z grupy Geigera na temat 
dojrzewania i zmian składu struktur adhe-
zyjnych stanowią prawdziwe tour de force 
mikroskopii fluorescencyjnej (Wolfenson i 
współaut. 2011, 2013).
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mimo że z klasycznego punktu widzenia 
do fluoroforu w ogóle nie dociera światło, 
a wydajność wzbudzenia bardzo szybko 
spada wraz z odległością od powierzchni 
odbicia. W praktyce mikroskopia TIRF 
pozwala wzbudzać fluorofory w odległo-
ści 100-150 nm od szkiełka, na którym 
umieszczamy preparat. Dziś używa się na 
ogół konstrukcji TIRF opartej o mikroskop 
epifluorescencyjny z obiektywem o du-
żej aperturze numerycznej (ang. numeri-
cal aperture, NA). Pozwala to wprowadzić 
światło do preparatu pod tak dużym kon-
tem, że ulegnie ono całkowitemu odbiciu 
w szkiełku, na którym przygotowano pre-
parat. Z punktu widzenia badań ruchu nie 
jest to optymalne rozwiązanie. Tak duża NA 
by doprowadzić do całkowitego wewnętrz-
nego odbicia w szkle dostępna jest tylko 
dla obiektywów o dużych powiększeniach 
(60–100x), co daje małe pole widzenia i 
nie specjalnie nadaje się do badania ruchli-
wych komórek. Na szczęście istnieją alter-
natywne rozwiązania, pozwalające na wpro-
wadzanie światła wzbudzającego w sposób 
niezależny od obiektywu mikroskopowego 
(aby dowiedzieć się więcej o technice TIRF 
patrz Axelrod 2001).

Zastosowanie mikroskopii TIRF po-
zwala na obserwację praktycznie samej 
wentralnej błony komórki. Pozwala to na 
przyżyciową obserwację wchodzenia białek 
fluorescencyjnych do błony komórkowej, 
co jest częstym zjawiskiem w ścieżkach 
sygnałowych. Pierwsze obrazowanie funkcji 
sygnałowej przy pomocy TIRF dotyczyło 
aktywności kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K), 
a jako sondy użyto domeny homologii plextry-
nowej kinazy Akt koniugowanej z białkiem 
fluorescencyjnym. Domena ta ma zdolność 
wchodzenia do błony, gdy jest ona bogata w 
trifosforan fosfatydyloinozytolu (PIP3), pro-
dukt PI3K. Wejście białka fluorescencyjnego 
do błony było obrazowane w mikroskopie 
TIRF przez Weigera i współaut. (2009). Sukces 
tej pracy skłonił do kontynuacji prac, pokazu-
jąc działanie sygnałowania od PI3K w chemo-
taksji fibroblastów (Melvin i współaut. 2011), 
by w końcu opracować model obliczeniowy 
pozwalający przewidzieć kierunek ruchu na 
podstawie obrazu rozkładu aktywności kinazy 
fosfatydyloinozytolu w błonie (Welf i współ-
aut. 2012). Te pierwsze wyniki są niezwykle 
obiecujące, jeśli uświadomimy sobie, że najważ-
niejsze białka sygnałowe, regulujące ruch 

Powyższy przegląd może stanowić do-
skonały wstęp do użycia zaawansowanej 
mikroskopii fluorescencyjnej nie w celu 
śledzenia struktury, lecz funkcji komórki. 
Fakt, że zjawiska ruchowe są zazwyczaj nie-
synchroniczne i zachodzą na poziomie po-
jedynczych komórek skazuje nas na użycie 
mikroskopu do obserwacji skutków tych 
zjawisk w czasie na poziomie pojedynczej 
komórki. Przedsmak dynamicznego obrazo-
wania dają już prace Geigera o dojrzewa-
niu struktur adhezyjnych wykonane przy 
pomocy białek fluorescencyjnych (Wolfen-
son i współaut. 2011).

Do nieinwazyjnej obserwacji funkcji w 
skali mikro służy kategoria wyspecjalizo-
wanych cząsteczek zwanych sondami mole-
kularnymi (ang. molecular probes). Pierw-
szym zjawiskiem badanym tą metodą w ko-
mórkach ruchliwych było stężenie wolnych 
jonów wapnia w cytoplazmie i jego rola 
w ruchliwości komórek. Grupa Jacobsona 
jako pierwsza pokazała, że napływ jonów 
wapnia ze środowiska odgrywa kluczową 
rolę w ruchu fibroblastów (Lee i współaut. 
1999). Później pokazano, że jest to mecha-
nizm powszechny, a napływy są periodycz-
ne i związane z cyklem adhezji-deadhezji 
komórki (na monocytach człowieka, Po-
morski i współaut. 2004). Później Lee po-
łączyła obrazowanie wapnia w komórkach 
keratynocytów z obrazowaniem naprężeń 
w podłożu (Doyle i Lee 2005). Prace te po-
kazały jak można łączyć obrazowanie same-
go ruchu z obrazowaniem aktywność regu-
lujących ten ruch szlaków sygnałowych.

Badanie sygnału wapniowego było oczy-
wistym wyborem, gdyż nie tylko wiemy, że 
uczestniczy on w procesach związanych z 
kurczliwością aktomiozyny w komórkach, 
ale też dysponujemy szerokim spektrum 
doskonałych narzędzi do obrazowania po-
ziomu wolnych jonów wapnia w roztwo-
rze (patrz Pomorski 2012). Istnieje jednak 
technika mikroskopowa ułatwiająca obrazo-
wanie wielu zjawisk sygnałowych w komór-
ce bez konieczności konstruowania wielu 
osobnych sond molekularnych. Tą metodą 
jest mikroskopia TIRF (ang. total internal 
reflection microscopy). Mikroskopia TIRF 
oparta jest o zjawisko fali ewanescencyj-
nej. Ten byt kwantowy pozwala wzbudzać 
fluorofory w pobliżu powierzchni, na któ-
rej następuje całkowite wewnętrzne od-
bicie światła. Wzbudzenie to następuje, 

MIKROSKOPIA 2.0 CZYLI SONDY MOLEKULARNE
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przypuszczać, że prędzej czy później będziemy 
mogli „oglądać” obraz aktywności sygnałowej 
regulującej ruch obserwowanej komórki.

komórki (małe białka G: Rac1, RhoA i cdc42), 
w trakcie aktywacji ulegają przemieszczeniu z 
cytoplazmy do błony komórkowej. Pozwala to 

EKSPERYMENT W MIKRO SKALI

PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

To, co opisaliśmy powyżej, to były bar-
dziej lub mniej skomplikowane obserwacje. 
Biologia jest jednak nauką doświadczalną i 
sama obserwacja przyrody nie wystarczy, by 
ją zrozumieć. Wiele prac doświadczalnych z 
dziedziny ruchu komórek używa makrosko-
powej perturbacji i jedynie śledzi jej mikro-
skopowe skutki, nie znaczy to jednak, że nie 
pojawiają się ściśle mikroskopowe techniki 
doświadczalne, pozwalające na dokonywanie 
eksperymentów na poziomie komórkowym.

Fotoaktywacja

Fotoaktywacja wymaga przygotowania 
związku, który będzie fotoaktywowany i 
wprowadzenia go do komórki. Białko do fo-
toaktywacji przygotowuje się przez jego re-
akcję z foto-niestabilnymi grupami bocznymi, 
które maskują jego naturalne własności, two-
rząc związek zwany po angielsku „caged”. Do 
takich reakcji używa się na przykład NVOC 
(chloromrówczan 6-nitroveratrylu), który roz-
pada się pod wpływem światła UV 360 nm. 
Przykładem użycia w badaniach związków 
fotoaktywowanych może być praca z grupy 
Jacobsona, w której fotoaktywacji ulegała 
tymozyna b4 (Tb4), białko silnie buforujące 
monomery aktyny. Tb4 unieczynniona przez 
NVOC była wstrzykiwana do keratynocytów, 

a następnie komórki lokalnie oświetlano la-
serem UV. NVOC ulegał fotolizie, uwalniając 
Tb4, a ta z kolei prowadziła do lokalnej de-
polimeryzacji aktyny. W odpowiedzi komórki 
zakręcały, obracając się wokół oświetlonego 
rejonu (Roy i współaut. 2001).

Eksperymenty przy pomocy fotoaktywacji 
mogą dotyczyć także związków drobnoczą-
steczkowych, czego przykładem jest NP-EG-
TA, foto-niestabilny chelator wapnia. W tym 
wypadku lokalne oświetlenie komórki może 
wywołać lokalne uwolnienie wolnych jonów 
wapnia (Brown i współaut. 1999). Fotoche-
mia związków fotolablinych w biologii jest 
omówiona szerzej w pracy przeglądowej Lee 
i współaut. (2009).

CALI1 czyli fotodezaktywacja

Odwrotnocią fotoaktywacji jest dezak-
tywacjia cząsteczek skoniugowanych z flu-
oroforem przy pomocy światła lasera. Rajfur 
udowodnił, że tą metodą można przecinać 
pojedyncze włókna naprężeniowe inkrusto-
wane α-aktyniną koniugowaną z GFP (Rajfur 
i współaut. 2002). Szerszy przegląd zastoso-
wań fotodezaktywacji w biologii komórki 
można znaleźć w pracy Jacobsona i współ-
aut. (2008).

Powyższy przegląd jest oczywiście niekom-
pletny i arbitralny. Badania ruchu i adhezji ko-
mórek stanowią integralny fragment biologii 
komórki i nie można wytyczyć jasnej granicy, 
gdzie zaczyna się badanie adhezji, a kończy 
badanie organogenezy. W badaniach ruchu i 
adhezji używa się całego spektrum metodologii 
biochemicznej, biofizycznej i biologicznej. 
Mikroskopia nie jest jedyną techniką 
wykorzystywaną do tych badań i nigdy nie 
będzie, jakkolwiek wielkie by były postępy tej 
technologii. Zawsze jednak mikroskop będzie 
podstawowym i niezbędnym narzędziem 
badacza ruchu pojedynczych komórek.

Wybiegając w przyszłość trzeba podkre-
ślić, że wciąż mało wiemy na temat funk-
cjonowania poznanych mechanizmów w 
trójwymiarowym świecie organów i tkanek. 
Ten kierunek na pewno będzie się rozwijał 
dynamicznie, wraz z rozwojem mikrosko-
pii konfokalnej i wzrostem dostępności tej 
techniki dla biologów komórki. W bada-
niach ruchu in vivo coraz większą rolę bę-
dzie odgrywała mikroskopia dwufotonowa, 
w dużym stopniu dzięki wykorzystaniu w 
niej światła podczerwonego, mniej fototok-
sycznego niż światło zakresu widzialnego, 
pozwalająca jednocześnie zaglądać dalej w 

1CALI — (ang.) Chromophore-Assisted Light Inactivation
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ze środowiska badaczy ruchu z wielkim 
pożytkiem dla reszty biologii komórki.

Jak wynika z tego krótkiego podsumo-
wania, perspektywy badań ruchu i adhezji 
komórek są ekscytujące i na pewno ta dzie-
dzina będzie się aktywnie rozwijać. Musimy 
przecież pamiętać, że od rozwoju embrional-
nego osobników, przez komórki układu od-
pornościowego czy wreszcie metastazujące 
komórki nowotworowe, nasze organizmy są 
wciąż pełne pracowicie przemierzających je 
małych wędrowców, zdążających dokądś dla 
naszego pożytku czy też na naszą zgubę.

głąb organów, tkanek czy też całych organi-
zmów.

Badania in vivo stawiają wiele nowych 
wyzwań i można się spodziewać wykorzysta-
nia w badaniach ruchu komórek takich me-
tod jak optogenetyka czy fotoaktywacja siR-
NA w organizmie. Nie będą to jednak w żad-
nym razie metody specyficzne dla badań nad 
ruchem i adhezją. Podobnie, wiele badania 
te będą zawdzięczać możliwemu rozwojowi 
sond molekularnych, tworzonych do pomia-
ru aktywności ścieżek sygnałowych, i można 
mieć nadzieję, że tu inicjatywa wyjdzie 

RUCH POD MIKROSKOPEM — WSPÓŁCZESNE TECHNIKI BADANIA ADHEZJI I RUCHLIWOŚCI 
KOMÓREK

Streszczenie

Ruch komórek jest jedną z ich fundamentalnych 
cech. To dzięki niemu organizm może się rozwijać, 
układ odpornościowy działać, organy regenerować, 
a rany goić się. Badanie mechanizmów ruchu jest 
jednak jedną z trudniejszych metodycznie dziedzin 
biologii komórki. Procesy biochemicznie zachodzą 
bowiem w ruchliwych komórkach niesynchronicz-
nie, a często takich komórek jest niewiele. Niniej-
szy artykuł poświęcono metodom mikroskopowym 
stworzonym by rozwiązać ten problem. Omawiane 

są metody pomiaru parametrów ruchu i adhezji do 
podłoża. Omawiane są również podstawy zastosowa-
nia klasycznych metod mikroskopowych do badania 
procesów ruchowych. Pokrótce wspominamy też o 
wykorzystaniu sond molekularnych do badania pro-
cesów sygnalizacji w komórkach ruchliwych, a tak-
że o mikroskopowych metodach eksperymentalnych, 
umożliwiających doświadczenia na pojedynczych ko-
mórkach.

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.
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