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ZASTOSOWANIE MIKROSKOPII DO BADAN PRZYZYCIOWYCH CYKLU
KOMORKOWEGO

WSTEP

Wiekszo$¢ badan z dziedziny biologii ko-
morkowej opiera si¢ na analizie roznych wi-
zualizacji bardzo zlozonych procesow biolo-
gicznych w formie pojedynczych obrazow.
Najnowsze techniki stosowane w mikrosko-
pii pozwalaja na niezwykle precyzyjne bada-
nie nie tylko calych komorek, ale takze ich
struktur wewnatrzkomorkowych. Wickszos¢
z nich jednak nie jest w stanie zobrazowac
dynamiki procesé6w komorkowych dodajac
do badan skale¢ czasu. Te¢ zalete posiada bez
watpienia rozwijajaca si¢ i wciaz udoskona-
lana technika video mikroskopii pozwalajaca
na przyzyciowe obserwacje komorek in vitro
i in vivo. Sposrod réznych procesow biolo-
gicznych, w ktorych wykorzystywana jest ta
technika, badania nad cyklem komoérkowym
maja bez watpienia szczegolne znaczenie.

Jedna z fundamentalnych dla rozwoju
kazdego organizmu cecha jest zdolnoS¢ ko-
morek do podzialu. Aby taki podzial mogt
nastapi¢ komorka musi przejS¢ przez zlo-
zony proces cyklu komorkowego. Najistot-
niejszymi etapami cyklu komoérkowego jest
faza syntezy DNA (faza S), ktora umozliwia
namnozenie materialu genetycznego oraz
mitoza (faza M cyklu komoérkowego), dzieki
ktorej mozliwe jest precyzyjne rozdzielenie
materialu genetycznego do dwoch komo-
rek potomnych. Czas, ktory poprzedza syn-
teze DNA okreSlany jest jako faza G1 (ang.
Gap 1), podczas gdy etap nastepujacy po
syntezie DNA i poprzedzajacy mitoze to faza
G2 (ang. Gap 2). Cykl komorkowy jest pro-
cesem uniwersalnym w Swiecie roslin i zwie-

rzat, zaroOwno w organizmach jednokomorko-
wych, jak i wielokomorkowych i choc¢ jego
przebieg moze si¢ troche roéznic¢, glownie
jesli chodzi o czas trwania poszczegolnych
etapow, to jednak nastepujace po sobie fazy
S-G1-M-G2 odnajdziemy w kazdej dzielacej
si¢ komorce. O tym, czy komorka wejdzie w
cykl komorkowy czy tez nie bedzie sie dzie-
li¢ decyduje szereg czynnikow docierajacych
do komorki z otaczajacego ja Srodowiska, jak
tez czynnikow wewnatrzkomorkowych. Za-
rowno zewnetrzne, jak i wewnetrzne sygna-
ly prowadza do aktywacji bialek okreslanych
mianem cyklinozaleznych kinaz Cdk (ang. cy-
klin dependent kinase), ktore tworza gtoéwny
molekularny mechanizm odpowiedzialny za
przeprowadzenie komorki przez poszczegol-
ne fazy cyklu komoérkowego. To wtasSnie ak-
tywnosS¢ tych biatek decyduje o tym, czy ko-
morka podzieli si¢, zroznicuje, ulegnie starze-
niu komoérkowemu lub umrze (MALUMBRES
2011).

Wiedzac, jak wazny dla prawidlowego
rozwoju i rozmnazania kazdego zywego or-
ganizmu jest cykl komorkowy, nie dziwi fakt,
ze istnieja precyzyjne mechanizmy kontrolu-
jace przebieg tego procesu. Mechanizmy te
uruchamiane s3 w odpowiedzi na wykryte
nieprawidlowosci w okreslonych momentach
zwanych punktami kontrolnymi cyklu komor-
kowego. Jednym z podstawowych defektow,
ktore prowadza do natychmiastowego zatrzy-
mania cyklu komorkowego sa uszkodzenia
DNA. Komorka broniac sie przed powiele-
niem uszkodzonego materialu genetycznego
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zatrzymuje si¢ w fazie G1. Jezeli uszkodzenia
mialy miejsce na pozniejszym etapie, docho-
dzi do aktywacji punktow kontroli w fazie S
lub G2, co zapobiega wejSciu w mitoze. Ta-
kie zatrzymanie w cyklu komérkowym moze
by¢ odwracalne, jezeli tylko mozliwe jest na-
prawienie powstalych uszkodzen. W sytuacji,
gdy uszkodzenia nie sa naprawione komorki
ulegaja starzeniu komorkowemu, co jest jed-
noznaczne z wyjsciem z cyklu komorkowego
i zaprzestaniem proliferacji. Alternatywnie,
komorki z uszkodzonym DNA moga umrzec
np. na drodze apoptozy (MEDEMA i MACUREK
2012).

Posrod punktéow kontroli cyklu komorko-
wego niewatpliwie szczegolnie duza uwage
od lat poSwiecano mechanizmom kontroluja-
cym mitoze, ktore odpowiedzialne sa za pra-
widlowy rozdziat chromosomoéw do dwoch
komorek potomnych. Nie ulega bowiem
watpliwoSci, ze zaburzenia tego procesu
moga skutkowac niestabilnoScia genomow3a

prowadzaca do transformacji komorek prawi-
diowych w komorki nowotworowe. Proces
mitozy (podobnie jak mejozy przebiegajacej
w komorkach linii rozrodczej) jest procesem
dynamicznym, w czasie ktorego dzieki dzia-
laniu wrzeciona mitotycznego mozliwy sta-
je sie ukierunkowany i ScisSle kontrolowany
ruch chromosomoéw, rozdzielanych na dwie
rowne pule DNA do komorek potomnych
(kariokineza). Nastepnie dochodzi do roz-
dziatu cytoplazmy na dwie czeSci (cytokine-
za). Aby caly proces rozdzialu chromosomow
przebiegt bez zaktocen, komorki wytworzyty
ztozony, molekularny mechanizm kontrolu-
jacy prawidlowe funkcjonowanie wrzecio-
na mitotycznego (punkt kontroli wrzeciona
mitotycznego), ktory zatrzymuje mitoze, gdy
np. ktory$s z chromosomoOw nie zostal w spo-
sob prawidlowy potaczony z wrzecionem
mitotycznym, co moze skutkowa¢ brakiem
prawidtowej segregacji DNA (MANCHADO i
wspotaut. 2012).

ZOBACZYC DZIELACE SIE KOMORKI

Jako pierwszy mitoze¢, a dokladnie jej
pierwszy etap, czyli kariokineze, opisal w
1882 r. niemiecki badacz Walther Flemming.
Pozniejsze prace rozszerzyly pojecie mitozy o
cytokineze, ktora nastepuje zaraz po podzia-
le jadra. Badania prowadzone przez Flem-
ming’a, jak i jego nastepcoOw, przez wiele lat
opieraly sie na obserwacjach prowadzonych
na utrwalonych preparatach wybarwionych
okreSlonymi barwnikami chemicznymi, po-
zwalajacymi na rozréznienie pewnych struk-
tur wewnatrzkomorkowych. Punktem wyj-
Scia do rozpoczecia badan nad podziatami
komorkowymi i mechanizmami, ktoére regu-
luja zaré6wno mitoze, jak i caty cykl komor-
kowy bylto opracowanie w latach 20. ubie-
glego wieku metod hodowli komoérek w
warunkach in vitro. Poczatkowo obserwacje
zywych komorek utrudniat fakt, iz w Swietle
przechodzacym (w jasnym polu), nieskon-
trastowane w sposob naturalny komponenty
komorkowe czynily je mato widocznymi. Sy-
tuacja ulegta zmianie w latach 50., kiedy to
wzbogacono mikroskopi¢ o kontrast fazowy,
ktorego opracowanie przez Frits’a Zernike
zostalo nagrodzone w 1953 r. nagroda Nobla
z fizyki. Podobnie jak mikroskopia kontra-
stowo-fazowa, rOwniez obserwacje zywych
komorek w Swietle spolaryzowanym oraz w
kontrascie Nomarskiego (kontrast interferen-
cyjny, DIC) dalo mozliwo$S¢ uzyskania bar-

dziej precyzyjnych i bogatszych w informacje
obrazow (RIEDER i KHODJAKOV 2003).

Rozwoj technologii video w latach 80. XX
w. i polaczenie kamery video z mikroskopem
otworzylo nowe mozliwosci dla badan dyna-
micznych procesow biologicznych. Mozliwe
stalo si¢ obserwowanie komorek nie tylko
w okreSlonej przestrzeni dwuwymiarowej,
ale takze w czasie. Do tej pory odtworzenie
sekwencji zdarzen okreSlonych procesow,
takich jak podzialy komorek, mozliwe bylo
tylko poprzez analiz¢ nastepujacych po so-
bie sekwencyjnie statycznych obrazow. Ana-
lizowanie uzyskanych z kamery video filméw
poklatkowych (ang. time lapse) dostarcza
informacji dotyczacych podziatow komor-
kowych, Smierci komorek, interakcji pomie-
dzy komorkami, ruchliwosci komorek czy
tez zmiany ich ksztaltow. Pozwala rOwniez
na Sledzenie losow pojedynczych komorek.
Rycina 1 przedstawia wybrane zdjecia uzy-
skane ta technika, ilustrujace przebieg pra-
widlowej mitozy, prowadzacej do powstania
dwoch komorek potomnych oraz mitozy, w
wyniku ktorej powstaly trzy komorki. Oczy-
wiScie prowadzenie obserwacji przyzycio-
wych w czasie trwajacym nawet kilka dni i
wykonywanie dokumentacji w postaci zdjec
ma swoje ograniczenia, ktore prowadza do
kompromisu pomiedzy uzyskiwaniem obra-
ZzOW o nizszej jakoSci a zapewnieniem ob-
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Ryc.1. Prawidlowy i nieprawidlowy podzial komorki.

Zdjecia uzyskane w trakcie 24-godzinnej obserwacji komorek nowotworowych w mikroskopie Swietlnym z
kontrastem Nomarskiego. Strzatka wskazano komorke, ktora si¢ podzielita, na kazdym zdjeciu podany jest
wzgledny czas (godzina:minuty), w ktorym wykonano zdjecie. A. prawidlowy podzial komorki na dwie po-
tomne; B. nieprawidlowy podziat zakoficzony powstaniem trzech komoérek potomnych (fot. M. Sliwiriska).

serwowanym komorkom takich warunkow,
ktore pozwola na zachowanie ich pelnej zy-
wotnosci. Na przyktad, naSwietlanie komorek
Swiattem o zbyt duzej intensywnoSci moze
spowodowac zatrzymanie komorek w fazie
G2 i opOznione wejScie w mitoze lub ich
Smier¢. Podobnie zmiany temperatury powy-
zej lub ponizej optymalnej, wynoszacej 37°C,
moze prowadzi¢ do nawet kilkukrotnego wy-
dhluzenia cyklu komorkowego (KHODJAKOV
i RIEDER 2006). Pomimo tych, jak i szeregu
innych utrudnien, z ktorymi musi liczy¢ sie
eksperymentator, przyzyciowe obserwacje
podziatow komorkowych szybko znalazly wy-
korzystanie w pracach naukowych.

Stosujac te technike DOVER i POTTEN
(1988) badali zroznicowanie cyklu komor-

kowego w keratynocytach hodowanych in
vitro. Oceniali dtugos$¢ cyklu komoérkowego,
liczonego jako czas pomiedzy nastepujacymi
po sobie metafazami. Jest to mozliwe dzieki
wyraznym zmianom morfologicznym jakie
charakteryzuja komorki bedace w tej fazie
mitozy — komorka jest wtedy zaokraglona
otoczona jasna poswiata, ktoéra mozna zauwa-
zy¢ prowadzac obserwacje w kontraScie fazo-
wym. Badali tez dlugos¢ trwania mitozy, syn-
chronizacje w cyklu komoérek pochodzacych
z jednego podzialu oraz migracje komorek
po podziale. Wykazali oni heterogennos¢ ko-
morek hodowanych in vitro pod wzgledem
cyklu komorkowego, wsrod ktorych czesc
komorek podlegata intensywnym podziatom,
przyczyniajac sie¢ do wzrostu populacji, pod-
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czas gdy inne po podziale migrowaly i roz-
nicowaty.

Od czasu pierwszych zastosowan techniki
przyzyciowych obserwacji komoérek w cyklu
komorkowym, pojawito sie wiele prac, ktore
oparly swoje wyniki wlasnie na tej techni-
ce. Mozliwosci jej zastosowan jest wiele, ale
bez watpienia najwiecej uwagi poswieca si¢
badaniu regulacji cyklu komorkowego oraz
jego zaburzen indukowanych roznego typu
czynnikami zewnetrznymi oraz wewnetrzny-
mi (np. modyfikacje genetyczne) w komor-
kach nowotworowych. Badania te maja na
celu ocene skutecznoSci dzialania istnieja-
cych chemioterapeutykow, jak rowniez po-
szukiwanie nowych zwiazkOw o wtasciwo-
Sciach przeciwnowotworowych. W przeci-
wienstwie do komorek prawidlowych, ktore
wyposazone sa w sprawnie dziatajace punk-
ty kontroli cyklu komoérkowego, uniemozli-
wiajace podzialy komorek z uszkodzeniami
DNA, komorki nowotworowe, dzieki licznym
mutacjom obecnych w genach kodujacych
bialka zwiazane w sposob bezposredni lub
posredni z regulacja cyklu komorkowego,
uodpornily sie¢ na dzialanie rdéznego typu
czynnikow fizycznych i chemicznych stoso-
wanych w terapii. Poznanie zatem wptywu
okreSlonych chemioterapeutykow i/lub mu-
tacji na losy komorki nowotworowej stanowi
doskonate wyzwanie, jakiemu moga sprostac
badania prowadzone z wykorzystaniem video
mikroskopii.

Dowodem na to jest np. praca MARQU-
EZA i wspotaut. (2003), w ktorej analizowano
wplyw zwiazku uszkadzajacego DNA, cispla-
tyny, na podzialy komorkowe mysich fibro-
blastow izolowanych ze zwierzat typu dzikie-
go i myszy (Msh2-/-) z defektem w systemie
naprawy niesparowanych zasad w DNA (ang.
mismatch repair, MMR). Tego typu mutacja
zwieksza ryzyko zachorowania na raka okrez-
nicy w rodzinach dotknietych dziedzicznym
rakiem jelita grubego, niezwiazanym z poli-
powatoscia, jak rOwniez wystepuje w wielu
typach nowotworéw. W badanej populacji
komorek mierzono czas jaki uptynal od mo-
mentu potraktowania komoérki cisplatyna do
mitozy lub $mierci, oceniano ilos¢ komorek,
ktore przeszly prawidlowa mitoze zakon-
czona podzialem na dwie komorki potom-
ne, ulegly poliploidyzacji (brak cytokinezy)
lub umarty. Ponadto, oceniano czas trwania
tych proceséw. Wykazano, ze defekt w ba-
danym systemie naprawy DNA prowadzi do
zaburzen w funkcjonowaniu punktu kon-
troli fazy G2, prowadzac do skrocenia czasu

zatrzymania komorek w fazie G2, natomiast
nie zaburza przebiegu mitozy, prowadzac np.
do zwigkszonej iloSci komorek ulegajacych
Smierci oraz nie zmienia czasu jej trwania
w porownaniu do komorek prawidlowych.
Taka odpowiedz komoérkowa, zgodnie z tym,
co konkluduja autorzy, moze by¢ przyczyna
indukgcji niestabilnoSci chromosomalnej pod
wplywem zwiazku uszkadzajacego DNA, co
sprzyja transformacji nowotworowe;j.

FEENEY i wspolaut. (2003) podjeli bada-
nia majace na celu okreslenie opornosci ko-
morek nowotworowych raka piersi na topo-
tekan (zwiazek stosowany w terapii), w za-
leznoSci od fazy cyklu, w ktorej znajdowata
sic komorka, poddana trwajacemu 1 godzi-
n¢ dzialaniu badanego zwigzku. OkreSlenie
fazy cyklu obserwowanych komorek bylo
mozliwe dzigeki pulsacyjnemu podaniu bro-
modeoksy urydyny (BrdU) do hodowli tuz
przed podaniem topotekanu. Zasada ta jest
wbudowywana do DNA tylko tych komorek,
ktore w momencie jej uzycia syntetyzowaly
DNA. Immunocytochemiczna detekcja BrdU
po zakonczeniu eksperymentu, a nastepnie
wsteczne przeSledzenie losow komorki, w
ktorej wykryto obecnos¢ BrdU, umozliwito
zidentyfikowanie komorek bedacych w fazie
S cyklu komorkowego w chwili rozpoczecia
badania, jak rOwniez wyznaczenie komorek
bedacych w fazie G1 oraz w fazie G2. Dzie-
ki tak zaplanowanemu eksperymentowi auto-
rom udato sie wykaza¢, ze topotekan uszka-
dza komorki bedace nie tylko w fazie S, jak
powszechnie sadzono, ale rowniez G1 i G2.
Jednakze, wrazliwo$¢ komorek na ten zwig-
zek jest rozna. SzczegOlnie istotna z punktu
widzenia terapii okazala si¢ obserwacja, ze
cze$¢ komorek bedacych w fazie G2 ulegata
podzialom nawet po podaniu topotkanu w
bardzo wysokim stezeniu. Ponadto stwier-
dzono, ze komorki nowotworowe poddane
dziataniu topotekanu maja wydluzony cykl
komorkowy, co prowadzi do akumulacji ko-
morek w fazie G2, ktore, jak wykazali au-
torzy, sa najbardziej oporne na toksyczne
dziatanie tego zwiazku. Zaprezentowane
badania moga zatem stanowi¢ podstawy do
opracowywania nowych terapii, w ktorych
czas oraz dawka okreSlonego leku moze byc¢
optymalizowana w zaleznoSci od efektu jaki
wywiera badany zwiazek na komorki. Moga
stanowi¢ rowniez wskazowke do tworzenia
ztozonych terapii wielolekowych, ktore np.
podane w okreslonej kolejnosci beda prowa-
dzily do zatrzymania komorek w okreSlonej
fazie cyklu, w ktorej komorki charakteryzuja
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si¢ najwicksza wrazliwoscia na kolejny zwia-
zek zastosowany w terapii.

Analiza cyklu komorkowego w oparciu
o dane jakie dostarcza video mikroskopia,
chociaz bogata w informacje, wydaje si¢
by¢ technika o doS¢ niskiej wydajnoSci. Ba-
dania ostatnich lat dowodza jednak, ze roz-
woj technologiczny umozliwia wykorzysta-
nie obrazowania komorek zywych do badan
na wicksza skale. Takie wlasnie rozwiazanie
metodyczne wykorzystano w badaniach ma-
jacych za zadanie zidentyfikowanie nowych
biatek, ktore moglyby postuzy¢ jako cele w
terapii neuroblastomy. Poszukiwania byly
szczegoOlnie ukierunkowane na bialka, kto6-
re wplywaja na przebieg mitozy, zgodnie z
przekonaniem, ze wlasnie indukcja zaburzen
mitozy moze prowadzi¢ do efektywnej i se-
lektywnej eliminacji komorek nowotworo-
wych (JANSSEN i MEDEMA 2011, MANCHADO
2012). Wytypowano 240 genoéw kodujacych
potencjalnie interesujace biatka, nastepnie
stosujac technike interferencji RNA (siRNA)
wyciszano pojedynczo ekspresje tych genow
w komorkach neuroblastomy. Nastepnie
analizowano przy zastosowaniu mikroskopii

przyzyciowej, ktore ze zmodyfikowanych klo-
now charakteryzuja si¢ zaburzeniami mitozy
prowadzacymi do Smierci komorek. Badania
te pozwolily na wytypowanie 30 genow, kto-
rych produkty moglyby byc¢ atrakcyjnymi ce-
lami w terapii przeciwnowotworowej (BATRA
i wspotaut. 2012).

Mozliwosci obserwowania cyklu komor-
kowego i Sledzenia losow komorek nie ogra-
niczaja si¢ jedynie do badan prowadzonych
na hodowlach. Dzieki wykorzystaniu skanin-
gowego mikroskopu konfokalnego mozliwe
bylo przeprowadzenie tego typu obserwa-
¢ji na calym organizmie, czyli na zarodkach
muszki owocowej. Zarodek pochodzil z or-
ganizmu zmodyfikowanego genetycznie, do
ktorego wprowadzono gen kodujacy histon
H2A, potaczony z zielonym biatkiem fluore-
scencyjnym (ang. green fluorescence pro-
tein, GFP). Dzicki temu mozliwa bylo ob-
serwowanie jader komorkowych i na pod-
stawie zmian kondensacji chromatyny, w
komorkach interfazowych oraz komorkach
mitotycznych, Sledzenie cyklu komoérkowego
(CHINTA i WASSER 2011).

KOLOROWE KOMORKI CZYLI SLEDZENIE KOMOREK W CYKLU

Badania cyklu komorkowego dokonywa-
ne na podstawie obserwacji w mikroskopie
Swietlnym maja pewne ograniczenia, bo-
wiem opieraja si¢ na analizie zmian morfo-
logii komorki. Na tej podstawie mozna fatwo
wyznaczy¢ moment rozpoczecia mitozy oraz
okreslic pewne jej etapy. Niemozliwe jest
natomiast jednoznaczne rozroznienie komo-
rek bedacych w pozostatych fazach cyklu.
Dlatego tez wykorzystuje sie rozne znaczniki
molekularne, ktore pojawiaja si¢ lub zmienia-
ja swoja wewnatrzkomorkowa lokalizacje w
okreslonych fazach cyklu, nie zaburzajac jed-
noczeSnie prawidlowych podzialow. W tym
celu wprowadza sie¢ do komoérek na drodze
transfekcji gen kodujacy okreSlone biatko
markerowe polaczone z biatkiem fluorescen-
cyjnym, umozliwiajacym jego latwa detekcje
w zywych komorkach. Na tej zasadzie, dzieki
nadprodukcji biatka PCNA (ang. proliferating
cell nuclear antygen) potaczonego z zielonym
biatkiem fluorescencyjnym GFP mozliwe sta-
lo sie zidentyfikowanie komorek syntetyzu-
jacych DNA (LEONHARDT i wspotaut. 2000).
Wprowadzenie do komorek genu koduja-
cego ligaze I DNA potaczona z czerwonym
biatkiem fluorescencyjnym (ang. red fluore-

scent protein, RFP) pozwolilo na oznaczenie
komorek bedacych w fazie S, ktore charakte-
ryzowaly si¢ okreSlona, punktowa lokalizacja
tego bialka, zaS Swiecenie ligazy w fazie G1 i
G2 bylo rozproszone (EASWARAN i wspoOlaut.
2005). Nadprodukcja w komorkach biatek
okreslonej fazy cyklu potaczonych z biatkiem
fluorescencyjnym bez watpienia wzbogacita
dane uzyskiwane w trakcie przyzyciowych
obserwacji prowadzonych w mikroskopie
Swietlnym. Jednak obserwacje te opieraja si¢
czesto na stosunkowo subtelnych zmianach
zwiazanych np. z lokalizacja biatka markero-
wego i z tego powodu wymagaja uzyskiwa-
nia bardzo dobrej jakoSci obrazéw, co nie za-
wsze jest mozliwe w przypadku badania ko-
morek zywych. Dlatego tez istotnym przelo-
mem w badaniach nad cyklem komoérkowym
bylo opracowanie systemu reporterowego,
nazwanego przez jego tworcoOw FUCCI (ang.
fluorescent ubiquitination-based cell-cycle
indicator). Pozwala on na Sledzenie przecho-
dzenia komorek przez kolejne fazy cyklu, a
uzyskiwany obraz jest bardzo wysokiej jako-
§ci i umozliwia badanie nie tylko komorek
hodowanych in vitro, ale takze tkanek, co do
tej pory bylo niemozliwe.



218

GRAZYNA MOSIENIAK

Istota dzialania tego systemu opiera si¢
na okresowej, zaleznej od fazy cyklu, prote-
olitycznej degradacji dwoch biatek, Cdtl oraz
gemininy. Cdtl jest biatkiem, ktore wchodzi
w skltad kompleksu pre-replikacyjnego wa-
runkujacego inicjacje replikacji DNA, za$ ge-
minina wiaze si¢ z Cdtl hamujac jego aktyw-
noS¢. Precyzyjna regulacja procesu inicjacji
replikacji, w ktora zaangazowane sa te bial-
ka, zapewnia, ze synteza DNA odbywa si¢ tyl-
ko jednokrotnie podczas pojedynczego cyklu
komorkowego. Obydwa biatka sa substrata-
mi kompleksow ligazy E3 (kompleks APCh!
oraz SCF*?) ktore poprzez dolaczanie ubi-
kwityny do biatek naznaczaja je do proteoso-
malnej degradacji. JednoczeSnie biatko Skp2
wchodzace w sklad kompleksu SCF jest ubi-
kwitynowane przez APC¢"! zatem pomiedzy
tymi dwoma kompleksami funkcjonuje ne-
gatywne sprzezenie zwrotne regulujace ich
aktywnoS¢ (VODERMAIER 2004). Aktywnos¢
tych komplekso6w zmienia sie¢ w cyklu, APC-
Cdhl dziata w poznej fazie M i G1, podczas
gdy SCF? jest aktywny w fazie S i G2. Efek-
tem naprzemiennej ich aktywnoSci w cyklu
komorkowym sa oscylacje w poziomie ich
bezposrednich substratow, czyli Cdtl i ge-
mininy. Poziom Cdtl jest najwyzszy w fazie
G1, podczas gdy geminina wystepuje w fa-
zach S, G2 i M (NISHITANI i wspotaut. 2000).
Opierajac si¢ na tej wiedzy SAKAUE-SAWANO i
wspotaut. (2008) stworzyli system oparty na
syntezie bialek Cdtl i gemininy potaczonych
z biatkami emitujacymi odpowiednio czerwo-
na i zielona fluorescencje. Dzieki temu moz-
liwe stato sie Sledzenie komoérek w cyklu, w
trakcie ktorego jadra komorek bedacych w
fazie G1 Swiecily na czerwono, zas komorki
bedace w fazie S, G2 i M na zielono. Moz-
liwe rowniez bylo wyznaczenie komorek
wchodzacych w faze syntezy, poniewaz emi-
towaly one zotta fluorescencje, co wynikato
z krotkiego okresu, w ktorym narastal po-
ziom Cdtl (sprzezone z biatlkiem zielonym),
a degradacja gemininy (sprzezona z biatkiem
czerwonym) jeszcze nie zostala zakonczona.
Z kolei, gwaltowny spadek poziomu gemi-
niny pod koniec fazy M i stopniowy wzrost
Cdtl w fazie G1 powodowal, ze w komor-
kach konczacych mitoze i wchodzacych w
faze G1 nie obserwowano ani czerwonej ani
zielonej fluorescencji (Ryc. 2).

Wykorzystujac FUCCI mozliwe bylo zba-
danie wplywu roznych stezenn etopozydu,
zwiazku uszkadzajacego DNA stosowanego
w terapii, na zmiany w cyklu komérkowym
(SAKAUE-SAWANO i wspoétaut. 2011). Autorzy

po raz pierwszy pokazali, ze komorki gruczo-
hu piersiowego myszy pod wptywem niskich
stezen tego zwiazku zatrzymuja si¢ w fazie
G2, a nastepnie wchodza w nieprawidlowa
mitoze, w trakcie ktorej dochodzi do frag-
mentacji chromosomow, przedwczesnego
zakonczenia mitozy (nieprowadzacej do po-
dzialu komorki), dekondensacji chromatyny i
zatrzymania komorek w kolejnej fazie cyklu,
czyli fazie G1. Z kolei, wyzsze stezenia etopo-
zydu prowadzily do endoreduplikacji spowo-
dowanej kolejnymi rundami replikacji DNA,
po ktorych nie nastepowata mitoza. Wykazali
rowniez, ze inhibitor cyklinozaleznej kinazy
Cdk4 wywieral rozny efekt na komorki w
zaleznoSci od tego, w ktorej fazie cyklu sie
znajdowaly w momencie podania inhibitora.
Przeprowadzenie tego typu obserwacji moz-
liwe jest jedynie dzieki zastosowaniu video
mikroskopii Swietlnej wzbogaconej o flu-
orescencyjne znaczniki cyklu komorkowego
i dostarcza nowych informacji, ktorych nie
mozna by bylo uzyskac¢ badajac cykl komor-
kowy oparty na cytometrycznym pomiarze
ilosci DNA, ktory jest klasyczna metoda do
prowadzenia tego typu analizy.
Wykorzystanie FUCCI nie ogranicza si¢
tylko do komorek hodowanych in vitro. Sa-

Ryc. 2. Schemat ilustrujacy zalezne od fazy cy-
klu komorkowego zmiany we fluorescencji zlo-
kalizowanej w jadrze komorkowym wykorzysta-
ne w systemie reporterowym FUCCI.

Obserwowana fluorescencja komorek wynika ze
zmian w poziomie biatka Cdtl (kolor czerwony)
i gemininy (kolor zielony) (Wg SAKAUE-SAWANO i
wspotaut. 2011, zmieniona).
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KAUE-SAWANO i wspotaut. (2008) wykazali, ze
mozliwe jest prowadzenie obserwacji komo-
rek nowotworowych wyznakowanych FUCCI
po podaniu ich myszom, w ktorych komor-
ki te tworzyly guzy. Udalo si¢ roOwniez uzy-
ska¢ myszy transgeniczne, ktorych komorki
charakteryzowaly sie¢ ekspresja genow kodu-
jacych znaczniki cyklu komorkowego, wy-
korzystywanych w FUCCI. Taki model eks-
perymentalny stworzyl unikalne mozliwosci

do Sledzenia korelacji pomiedzy cyklem ko-
morkowym a rozwojem organizmu. Wykorzy-
stano go rowniez do obserwacji przyzycio-
wych z zastosowaniem techniki time-lapse w
trzech wymiarach, w celu badania czasowej i
przestrzennej regulacji proliferacji, migracji i
roznicowania nerwowych komorek progeni-
torowych w obrebie kresomoézgowia. Obiek-
tem, ktory postuzyt do badan byly skrawki
mozgu embrionow myszy.

PODSUMOWANIE

Prace nad doskonaleniem metod stoso-
wanych do przyzyciowych obserwacji cyklu
komorkowego trwaja nadal. Powstaja nie tyl-
ko nowe, udoskonalone systemy biologiczne
pozwalajace na rozroznianie komorek w po-
szczegOlnych fazach, ale takze coraz bardziej
wyrafinowane programy pozwalajace na
wielkoskalowa analiz¢ uzyskanych informa-
¢ji. Bez watpienia juz w niedlugim czasie be-
dzie mozna bada¢ zmiany w poziomie okre-
Slonych bialek bioracych udzial w przekazy-
waniu sygnatu w okreSlonych fazach cyklu i
w sposOb bezposredni bada¢ wpltyw roznego

typu interwencji na losy komorek. Mozliwo-
Sci wykorzystania techniki opartej na video-
-mikroskopii sa bardzo duze i moga miec
niezwykle istotny wplyw na rozwiazywanie
roznorodnych probleméw biologicznych.

PODZIEKOWANIA

Zdjecia zostaly wykonane w Pracowni
Mikroskopii Konfokalnej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego. Autorka
dzieckuje cztonkom Pracowni Mikroskopii za
pomoc.

ZASTOSOWANIE MIKROSKOPII DO BADAN PRZYZYCIOWYCH CYKLU KOMORKOWEGO

Streszczenie

Posréd wielu réznych technik mikroskopowych
wykorzystywanych do badania procesoOw biologicz-
nych, technika video-mikroskopii (ang. time-laps mi-
croscopy) daje unikalne mozliwosci prowadzenia ob-
serwacji w czasie na poziomie pojedynczych komo-
rek. Bez watpienia, jednym z procesow, budzacym
od lat szczegoélne zainteresowanie badaczy jest po-
dzial komorki. Prawidlowy rozdzial materialu gene-
tycznego, ktory ma miejsce w trakcie mitozy jest jed-
nym z warunkow zachowania stabilnoSci genomu. Z
drugiej strony, zaburzenia mitozy moga prowadzic¢
do aneulpoidii i w efekcie transformacji nowotwo-
rowej. Zmiany morfologiczne charakterystyczne dla
komorki mitotycznej pozwalaja na obserwowanie jej
w trakcie podziatu, a takze na Sledzenie losow ko-
morek potomnych. Dodatkowo, wprowadzenie do
komorek genow kodujacych fluorescencyjnie wyzna-
kowane biatka, ktorych ekspresja zmienia si¢ w za-
leznoSci od fazy cyklu, umozliwia stosunkowo precy-

zyjna obserwacje komorek w poszczegolnych fazach
cyklu poprzedzajacych mitoze¢ lub nast¢pujacych po
niej. Obserwacje zywych komorek i tworzenie fil-
mow poklatkowych znajduja obecnie duze zastoso-
wanie w badaniach prowadzonych na komorkach
nowotworowych, majacych na celu ocene¢ skutecz-
noSci dzialania istniejacych chemioterapeutykow jak
rowniez poszukiwaniu nowych zwiazkéw o takich
wlasSciwosSciach. Moga stanowi¢ rowniez wskazowke
do tworzenia zlozonych terapii wielolekowych, w
trakcie ktorych badane zwiazki podane w okreSlonej
kolejnosci beda prowadzily do zatrzymania komorek
w takiej fazie cyklu, w ktorej sa one bardziej wrazli-
we na kolejny zwiazek zastosowany w terapii.

Mozliwosci wykorzystania techniki video-mikro-
skopii sa bardzo duze i moga mie¢ niezwykle istotny
wplyw na rozwiazywanie réznorodnych problemow
biologicznych.

CELL CYCLE ANALYSIS USING TIME-LAPSE MICROSCOPY

Summary

Among many different techniques used in mi-
croscopy in order to visualize biological processes,
time-laps microscopy gives unique opportunity to
observe living cells on single cell level in time. One
of the important processes that gain special interest

is mitosis. Equal and undisturbed distribution of ge-
netic material into two daughter cell that take place
during mitosis is prerequisite of genome stability.
In contrary, mitosis disturbances give rise to chro-
mosomal instability, aneuploidy and cancer. Mor-
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phological changes that characterize mitotic cells
enables to monitor cell division as well as tracking
the fate of daughter cells. Moreover, transfection of
the cells with vectors coding fluorescent proteins
which expression changes during cell cycle make
possible to follow the cell cycle progression of indi-
vidual cell. Time-lapse microscopy is used in cancer
biology research in order to reveal the influence of

chemotherapeutic drugs on the cell cycle of cancer
cells. It is also used to find the new compounds or
to set new chemotherapeutics drug regimes, that
could lead to cell cycle alteration, lethal for the can-
cer cell.

Time-laps microscopy is a very powerful tech-
nique that could help to resolve different biological
issues.

LITERATURA

BATRA R., HARDER N., GOGOLIN S., DIESSL N., SOONS Z.,
JAGER-SCHMIDT C., LAWERENZ C., EiLs R., ROHR K|,
‘WESTERMANN F., KONIG R., 2012. Time-lapse im-
aging of neuroblastoma cells to determine cell
Jate upon gene knockdown. PLoS One, €50988.

CHINTA R., WASSER M., 2012. Three-dimensional seg-
mentation of nuclei and mitotic chromosomes
Jfor the study of cell divisions in live Drosophila
embryos. Cytometry A. 81, 52-64.

DOVER R., POTTEN C. S., 1988. Heterogeneity and cell
cycle analyses from time-lapse studies of human
keratinocytes in vitro. J. Cell Sci. 89, 359-3064.

EASWARAN H. P., LEONHARDT H., CARDOSO M. C., 2005.
Cell cycle markers for live cell analyses. Cell Cy-
cle 4, 453-455.

FEENEY G. P., ERRINGTON R. J., WILTSHIRE M., MAR-
QUEZN., CHAPPELL S. C., SMITH PJ., 2003. Tracking
the cell cycle origins for escape from lopotecan
action by breast cancer cells. Br. J. Cancer. 88,
1310-1317.

JANSSEN A., MEDEMA R. H., 2011. Mitosis as an anti-
cancer target. Oncogene 30, 2799-2809.

KHODJAKOV A., RIEDER C. L., 20006. Imaging the divi-
sion process in living tissue culture cells. Meth-
ods 38, 2-16.

LEONHARDT H., RAHN H.P., WEINZIERL P., SPORBERT A.,
CREMER T., ZINK D., CARDOSO M.C., 2000. Dynam-
ics of DNA replication factories in living cells. ].
Cell Biol. 149, 271-280.

MALUMBRES M., 2011. Physiological relevance of cell
cycle kinases. Physiol. Rev. 91, 973-1007.

MANCHADO E., GUILLAMOT M., MALUMBRES M., 2012.
Killing cells by targeting mitosis. Cell Death Dif-
fer. 19, 369-377.

MARQUEZ N., CHAPPELL S. C., SANSOM O. J., CLARKE A.
R., COURT J., ERRINGTON R. J., SMITH P. J., 2003.
Single cell tracking reveals that Msh2 is a key
component of an early-acting DNA damage-acti-
vated G2 checkpoint. Oncogene 22, 7642-7648.

MEDEMA R. H., MACUREK L., 2012. Checkpoint control
and cancer. Oncogene 31, 2601-2613.

NISHITANI H., LYGEROU Z., NISHIMOTO T., NURSE P.,
2000. The Cdtl protein is required to license
DNA for replication in fission yeast. Nature 404,
625-628.

RIEDER C. L., KHODJAKOV A., 2003. Mitosis through
the microscope: advances in seeing inside live
dividing cells. Science 300, 91-906.

SAKAUE-SAWANO A., KOBAYASHI T., OHTAWA K., MIy-
AWAKI A., 2011. Drug-induced cell cycle modu-
lation leading to cell-cycle arrest, nuclear mis-
segregation, or endoreplication. BMC Cell Biol.
12, 2.

SAKAUE-SAWANO A., KUROKAWA H., MORIMURA T,
HANYU A., HAMA H., OsawA H., KASHIWAGI S., FU-
KAMI K., MIYATA T., MiyosHl H., IMAMURA T., OGA-
WA M., MASAI H., MIYAWAKI A., 2008. Visualizing
spatiotemporal dynamics of multicellular cell-
cycle progression. Cell 132, 487-498.

VODERMAIER H. C., 2004. APC/C and SCF: control-
ling each other and the cell cycle. Curr. Biol. 14,
R787-R790.



