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SYSTEM BEON WEWNETRZNYCH KOMOREK ROSLINNYCH

System bton wewne¢trznych w komorkach
roslinnych stanowi zlozona sie¢ przedzialow
obtonionych, ktore sa potaczone wzajemnie
dzieki krazeniu bton i przenoszonych ma-
teriatow (WOZNY i wspoétaut. 2006, WOZNY
2007a). Do systemu zalicza sic zwykle: reti-
kulum endoplazmatyczne (ER), aparat Gol-
giego, sieC trans aparatu Golgiego (TGN),
wakuole, btone komorkowa, otoczke jadrowa
oraz rozne przedzialy pecherzykowe, w tym
endosomy. Transport roznego typu substan-
¢ji, gtobwnie polisacharydow, lipidow i biatek,
ku peryferiom komorki odbywa sie w szlaku
sekrecyjnym. Substancje z otoczenia komorki
oraz skladniki btony komorkowej sa trans-

portowane do wnetrza komorki na drodze
endocytozy. Pobrane czasteczki moga byc¢
skierowane ponownie do btony komorkowe;j,
uczestniczac w recyklingu, lub przeznaczo-
ne do degradacji w wakuoli. Te dwa szlaki
glowne maja wiele réznych odnog funkcjo-
nalnych, np. szlak prowadzacy bezposSrednio
z ER czy aparatu Golgiego do wakuoli. Ko-
munikacja i transport w obrebie systemu za-
chodza przede wszystkim przy udziale struk-
tur btonowych o niewielkiej Srednicy, rzedu
kilkudziesieciu do ok. 200 nm, nazywanych
pecherzykami (WozNYy 2007a, b; ROBINSON i
wspotaut. 2008; BASINSKA i wspotaut. 2012,
SAmAJ 2012).

CECHY SWOISTE KOMOREK ROSLINNYCH JAKO OBIEKTU BADAN MIKROSKOPOWYCH

W wielu aspektach badania komoérek ro-
Slinnych i roSlin sa nieco opdznione w sto-
sunku do badan prowadzonych na modelach
zwierzecych czy drozdzowych. Jest tak row-
niez w odniesieniu do badan mikroskopo-
wych. Z jednej strony, konstruowany sprzet
oraz opracowywane techniki badawcze sa
zwykle optymalizowane pod katem zasto-
sowan biomedycznych. Z drugiej zas, ko-
morki roSlinne na tyle r6znia sic od komo-
rek zwierzecych (WOZNY i wspotaut. 2000),
ze w wiekszoSci przypadkow koniecznym
staje si¢ wypracowanie swoistych podejs¢
badawczych. Bardzo dobrym przykladem jest

system blon wewnetrznych, w ktorym np.
aparat Golgiego funkcjonuje jako zespot kil-
kudziesi¢cciu do kilkuset diktiosomow prze-
mieszczajacych si¢ niezaleznie w komorce.
Mimo niezwykle istotnej roli w wielu pro-
cesach komorkowych, szczegoly budowy i
funkcjonowania systemu wewnatrzblonowe-
go w komorkach roSlinnych sa nadal stosun-
kowo stabo poznane. Jak si¢ wydaje, gtowna
przyczyna bylo powszechnie panujace prze-
konanie, ze endocytoza w komorkach ro-
slinnych nie zachodzi. Uwazano bowiem, ze
ciSnienie osmotyczne, przyciskajace btone
komorkowa do otaczajacych Scian komorko-
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wych, uniemozliwia jej wpuklanie, ktore za-
poczatkowuje endocytoze (CRAM 1980, SAMAJ
i wpotaut. 2005 i lit. tam cytowana). Dopiero
liczne prace eksperymentalne na przestrzeni
ostatnich 10 lat (zreferowane m.in. w RO-
BINSON i wspotaut. 2008) zmienily te opinig,
udowadniajac przy tym duza wage tego pro-
cesu u roSlin. Podobnie, do niedawna szlaki
transportowe systemu: sekrecyjny, kierujacy
biatka do wakuoli oraz endocytotyczny, byly
traktowane jako oddzielne, niezalezne byty,
co takze utrudniato znaczacy postep w rozu-
mieniu ich funkcjonowania. Obecnie jednak
szeroko akceptowany jest poglad, ze wszyst-
kie te szlaki sa wzajemnie powiazane nie
tylko funkcjonalnie, ale takze strukturalnie,
a glownym zwornikiem jest sieC trans apara-
tu Golgiego, ktéra moze byc¢ traktowana za-
réwno jako wczesny przedzial endosomalny,
jak i skladnik szlaku sekrecyjnego. Stwarza
to pewne problemy badawcze, gdyz trudno
odrozni¢ bialka, ktére znalazly sie¢ w danym
przedziale na drodze internalizacji z blony,
od tych, ktore dotarly tam na drodze trans-
portu wewnetrznego (OTEGUI i SPITZER 2008,
ROBINSON i wspotaut. 2008).

W badaniach wykorzystujacych techniki
mikroskopii Swietlnej, w tym fluorescencyj-
nej, nalezy wzia¢ pod uwage jeszcze co naj-
mniej dwa aspekty. WiekszoS¢ typow komo-
rek roSlinnych to takie, ktore sa wypelnione
duza, centralna wakuola. Powoduje to prze-
mieszczenie pozostalych elementow budul-
cowych ku peryferiom komorki, co moze
utrudnia¢ ich obserwacj¢ (SPARKES i BRAN-
DI1zz1 2012). Po drugie, w komoérkach roslin
wytwarzane sa w duzych iloSciach zwiazki,
przede wszystkim chlorofil oraz zwiazki fe-
nolowe, ktore w stanie pobudzenia moga flu-
oryzowal. Prowadzi to do znacznej autoflu-
orescencji, ktora moze by¢ przyczyna trud-
noSci w interpretacji obrazu, a w niektorych
przypadkach wrecz uniemozliwi¢ wykorzy-
stanie okreSlonej techniki badawczej. Nalezy
jednak podkresli¢, ze rozwo6j metod mikro-
skopii fluorescencyjnej, w tym zwlaszcza mi-
kroskopii konfokalnej, umozliwil rozwiazanie
wielu problemow technicznych i znaczacy
postep w badaniach nad organizacja i funk-
cjonowaniem systemu blon wewnetrznych w
komorkach roSlinnych (SAmaAj 2012).

ZNACZNIKI WYKORZYSTYWANE W BADANIACH UKLADU WEWNATRZBLONOWEGO
KOMOREK ROSLINNYCH

Najwazniejszym, jak si¢ wydaje, osiagnie-
ciem technik mikroskopowych ostatnich
dziesiecioleci jest umozliwienie prowadzenia
obserwacji zywych komorek i tkanek, dzieki
czemu coraz lepiej zdajemy sobie sprawe¢ z
dynamiki zdarzen komorkowych. Aby to bylo
mozliwe, trzeba jednak dysponowac narze-
dziami, ktore pozwalaja precyzyjnie umiej-
scowic te zjawiska w czasie i przestrzeni. Jed-
nym z podstawowych narzedzi sa odpowied-
nie znaczniki (markery), ktore identyfikuja
okreSlone skladniki komorki. W najprostszej
postaci wywodza si¢ one z barwnikOw stoso-
wanych od dziesiecioleci w technikach cyto-
i histochemicznych. Rozpowszechnienie sie
mikroskopii fluorescencyjnej przyniosto row-
niez intensywny rozwoj znacznikow, ktore sa
stosunkowo mato toksyczne dla komorki, a
zarazem coraz bardziej swoiste dla badanego
przedziatu lub przedziatow komorkowych.

ZNACZNIKI CHEMICZNE

W badaniach systemu blon wewnetrz-
nych powszechnie wykorzystuje si¢ kilka
znacznikoOw chemicznych. Warto na pew-
no wspomnie¢ filiping, ktéra jest markerem

domen blony komorkowej bogatych w ste-
role (GREBE i wspotaut. 2003, KLEINE-VEHN i
wspotaut. 2006). Duza popularnos¢ zyskaty
znaczniki, ktoére umozliwiaja badania endocy-
tozy, takie jak zolcien lucyferowa (ang. luci-
fer yellow, LY) i styrylowe barwniki FM, kto-
rych nazwa pochodzi od nazwiska badacza,
Fei Mao, ktory pierwszy dokonal ich syntezy
(BOLTE i wspotaut. 2004 i lit. tam cytowana,
ANIENTO i ROBINSON 2005). Dla badan pobie-
rania plynow przez komorki roSlinne wazne
jest, by barwnik nie byl zatrzymywany przez
Sciane komorkowa, nie byl pobierany przez
transportery blonowe oraz nie przenikat
przez sama btone komorkowa. Nieunikniona
konsekwencja nieselektywnego pobierania
ptynu w tym procesie jest kinetyka liniowa
zalezna od stezenia barwnika (ANIENTO i RO-
BINSON 2005). Warto tez od razu wspomniec,
ze stosowanie markeréw chemicznych jest
obarczone pewnymi wadami. Barwniki sa
stosunkowo mato specyficzne i nie pozwala-
ja na precyzyjne rozroznienie wielu przedzia-
Iow komorkowych. W wielu przypadkach
wykazano takze ich potencjalnie toksyczny
wplyw na komorki (BOLTE i wspotaut. 2004).
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Ryc. 1. Budowa (A) oraz widma wzbudzenia (linia przerywana) i emisji (linia ciagla) (B) barwni-

kéw FM omowionych w tekScie.

LY jest pochodna naftalimidu i ma za-
stosowanie jako barwnik w przemySle spo-
zywczym. Dzigki wlasciwoSciom fluorescen-
cyjnym stata si¢ takze rozpowszechnionym
markerem endocytozy fazy pltynnej (OPARKA
i HAWES 1992, SAMAJ i wspotaut. 2005). Nie-
watpliwymi zaletami LY sa jej stabilnoS¢ w
zroznicowanym pH, odpornos¢ na fotoblak-
niecie, nieprzenikliwoS¢ przez btony biolo-
giczne i brak cytotoksycznosSci w standardo-
wo uzywanych st¢zeniach. Nalezy jednak pa-
mic¢tac, iz ujemny tadunek czasteczki oraz jej
wielkos¢ rzedu 440 Da powoduja, ze moze
ona by¢ rozpoznawana przez mniej Specy-
ficzne transportery anionéw. Cecha ta doty-
czy szczegoOlnie komorek o wysokim tempie
wymiany jonow z otoczeniem ( ANIENTO i
ROBINSON 2005).

Zokcien lucyferowa jest barwnikiem wy-
korzystywanym w badaniach pobierania
ptynow przez komorki roSlinne. Pobrana z
roztworem nie przenika przez blony i wo-
bec tego znakuje fluorescencyjnie Swiatto
pecherzykow endocytotycznych. Umozliwia
to Sledzenie ich przemieszczania sie¢ w ko-
morce. Dotychczasowe badania wykazaly

zroznicowanie tkankowe i gatunkowe zdol-
noSci do pobierania LY oraz silna zaleznos¢
tego zjawiska od warunkow eksperymental-
nych. W niektorych przypadkach nie udato
sic¢ zaobserwowac internalizacji LY nawet
po dlugim czasie inkubacji, a w innych ob-
serwowano barwnik w strukturach peche-
rzykowych lub cytozolu, lecz nie w wakuoli,
gdzie powinna konczy¢ sie endocytoza fazy
ptynnej. Przypuszcza si¢, ze przyczyna moze
by¢ podobienstwo strukturalne LY do sulfo-
nowanych flawonoidow, co moze sprawiac,
ze LY niekoniecznie jest pobierana do komo-
rek wraz z faza ptynna (ANIENTO i ROBINSON
2005). Wedhug innych badaczy, niewielki
rozmiar pinosomow wymuszany wysokim ci-
Snieniem turgorowym powoduje, ze peche-
rzyki zawierajace barwnik nie sa widoczne,
poniewaz LY cechuje si¢ relatywnie staba
fluorescencja. Teze te potwierdza obserwa-
cja, ze jak dotad nie udato si¢ wykaza¢ po-
bierania LY w komorkach o wysokim turgo-
rze, np. w komorkach szparkowych (GALL i
wspotaut. 2010).

Drugim podejsciem do badania endocyto-
zy jest znakowanie pobieranych w tym pro-
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cesie bton. Barwniki serii FM sa pochodnymi
sondy potencjalu blonowego DASPMI, wy-
korzystywanej w badaniach mitochondriow.
Rdzen czasteczki stanowi uktad dipirydyno-
wy (Ryc. 1A). Lafnicuch alifatyczny ogona cza-
steczki odpowiada za lipofilnos¢ barwnika.
Wydtuzanie ogona wzmacnia charakter lipo-
filowy, w krancowym przypadku prowadzac
do nieodwracalnego wigzania z btona komor-
kowa. Glowa czgsteczki, naladowana dodat-
nio, zapobiega przenikaniu barwnika przez
blone na drodze ruchow flip-flop (GRIFFING
2008). Konfiguracja mostka taczacego ogon
i glowe determinuje spektrum fluorescencji
barwnika; im wiecej wiazan podwojnych w
tym rejonie, tym bardziej widmo emisji prze-
suwa sie ku czerwieni (BOLTE i wspolaut.
2004, JELINKOVA i wspotaut. 2010).

Dzieki swojej budowie barwniki te s3
amfifilowe, co oznacza niepeilna rozpuszczal-
nos¢ w dwoch réznych rozpuszczalnikach.
Sa one rozpuszczalne w wodzie, a takze wni-
kaja do zewnetrznego listka dwuwarstwowy
lipidowej btony komorkowej. Tak wiec, do
komorki dostaja sie jedynie w wyniku ak-
tywnego transportu na drodze endocytozy,
kolejno znakujac poszczegllne przedziaty
systemu blon wewnetrznych (BOLTE i wspot-
aut. 2004). Wysoki kontrast fluorescencji
miedzy wyznakowanymi blonami, cytopla-
zma a Srodowiskiem, jaki zapewniaja barw-
niki FM, wynika ze znacznie wyzszej wydaj-
nosci kwantowej znacznikéw w Srodowisku
hydrofobowym. Umozliwia to pozostawienie
barwnika w medium podczas obserwacji.
Odptukanie znacznika jest konieczne jedynie
w dosSwiadczeniach wymagajacych pomia-
row ilosciowych, co czyni barwniki FM ide-
alnym markerem blon biologicznych (BOLTE
i wspotaut. 2004, VAN GISBERGEN i wspotaut.
2008, JELINKOVA i wspotaut. 2010).

NajczeSciej wykorzystywanymi barwnika-
mi FM sa: FM1-43, o zielonej fluorescencji,
FM4-64, fluoryzujacy na czerwono, oraz jego
wariant strukturalny, FM5-95, ktory zreszta
moze by¢ uzywany zamiennie (Ryc. 1B). Barw-
niki FM maja szerokie spektrum wzbudzenia,
co umozliwia korzystanie z laseré6w 488, 514
lub 532 nm mikroskopu konfokalnego (BoL-
TE i wspotaut. 2004). HydrofobowoS¢ barw-
nikow FM maleje od FM4-64 poprzez FM5-95
do FM1-43 (JELINKOVA i wspotaut. 2010). W
badaniach roSlin najczeSciej stosowany jest
FM4-64, charakteryzujacy si¢ najwicksza ja-
snoscia, kontrastem, fotostabilnoScia, a prze-
suni¢te w strone czerwieni spektrum emisji
umozliwia jego kolokalizacj¢ z biatkami flu-

orescencyjnymi. W komorkach zawierajacych
chlorofil, ktérego spektrum pokrywa sic z
widmem emisji FM4-64, lepszym wyborem
jest uzycie barwnika o zielonej fluorescencji
— FM1-43 (BOLTE i wspotaut. 2004). Intensyw-
nos¢ fluorescencji FM4-64 zalezy od pH, wraz
ze wzrostem kwasowoSci spada sita sygnatu i
zmienia si¢ maksimum absorbancji barwnika
(VAN GISBERGEN i wspotaut. 2008).

W komorkach roslinnych barwniki FM
znakuja kolejne przedzialy ukladu bton we-
wnetrznych w zaleznoSci od czasu inkuba-
¢ji. Poczatkowo widoczna jest blona komor-
kowa, a Sciana komoérkowa nie wydaje si¢
wplywaé na kinetyke pobierania markerow.
Nie zaobserwowano réznic mi¢dzy tempem
barwienia blony w komorkach i protopla-
stach tej samej linii, a plazmoliza komorek
traktowanych FM4-64 nie ujawnita obecnosci
znacznika w Scianie komorkowej. Tempo po-
bierania moze jednak roznic si¢ zaleznie od
typu komorek. Protoplasty uzyskane z komo-
rek czapeczki korzenia kukurydzy, ktore in-
tensywnie wydzielaja substancje na zewnatrz,
pobieraja FM1-43 znacznie wolniej od pro-
toplastOw niewydzielajacych tej samej linii
(patrz BOLTE i wspotaut. 2004).

Po okoto 10 min inkubacji z FM4-64
w komorkach staja sie widoczne organelle
identyfikowane przez markery wczesnego
endosomu, rézne od aparatu Golgiego. Juz
po 15 min barwnik zaczyna kolokalizowac
ze znacznikiem aparatu Golgiego, a catkowita
kolokalizacj¢ obserwuje sie po 1 godz. inku-
bacji. FM4-64 dociera do poznego endosomu
(przedzialu PVC) w czasie 30-60 min. Znacz-
niki FM moga dociera¢ az do tonoplastu, na-
tomiast FM4-64 nie znakuje blon retikulum
endoplazmatyczniego ani otoczki jadrowe;.
Pobieranie barwnikow FM moze zostaé spo-
wolnione, np. przez obnizenie temperatury,
lub zahamowane, np. przez zastosowanie in-
hibitora metabolicznego, takiego jak azydek
sodu (BOLTE i wspoétaut. 2004; VAN GISBERGEN
i wspotaut. 2008, SAmAJ 2012).

Jak dotad nie stwierdzono, by barwniki
FM byly cytotoksyczne dla komorek roSlin-
nych. Cykl komoérkowy zawiesiny tytoniu
BY-2 traktowanej 32 pM FM4-64 nie zostal
zaburzony, a podzialy komorek przebiegaly
prawidtlowo (BOLTE i wspotaut. 2004). Z dru-
giej strony, wykazano, ze barwniki styrylowe
maja wplyw na ptynnosc¢ blony komorkowej,
a takze moga blokowac kanaly zwiazane z
przekazem bodzcow mechanicznych oraz
receptory acetylocholiny (JELINKOVA i wspol-
aut. 2010).
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W komorkach zawiesiny tytoniu BY-2 nie-
ktore biatka blonowe (no$niki auksyn PIN1 i
PGP4) sa przejSciowo internalizowane do cy-
toplazmy w wyniku znakowania btony przez
FM4-64 i FM5-95, ale nie FM1-43, co wskazu-
je na pozytywna korelacje miedzy internali-
zacja bialek btonowych a hydrofobowoscia
zastosowanego barwnika. Efekt internalizacji
jest przejSciowy i wystepuje we wczesnych
fazach oddzialywania barwnikow na btone¢
komorkowa. Podobnego wyniku nie uda-
lo sie powtorzy¢ w skorce korzenia siewek
rzodkiewnika z wyznakowanymi biatkami
PIN2, co wydaje si¢ wskazywac na specyficz-
nos$¢ tkankowa lub nawet gatunkowa tego
zjawiska (JELINKOVA i wspotaut. 2010).

MARKERY GENETYCZNE

Zastosowanie markerow genetycznych w
postaci bialek fluorescencyjnych, takich jak
biatko zielonej fluorescencji, GFP, czy tez bial-
ko czerwonej fluorescencji, DsRed, jak i ich
roznobarwne pochodne, zrewolucjonizowalo
molekularna biologic komorki. Pierwsze bial-
ko o wlasciwosciach fluorescencyjnych, GFP,
zostalo odkryte u parzydetkowca, Aequoria
victoria (SHIMOMURA i wspolaut. 1962). Se-
kwencja DNA kodujaca GFP zostata sklonowa-
na (CHALFIE i wspotaut. 1994) i tak zmodyfiko-
wana, by mogta by¢ wykorzystana z powodze-
niem w komorkach roslin (HASELOFF i wspot-
aut. 1997). Od tej pory zastosowanie wielo-
barwnych pochodnych bialek fluorescencyj-
nych w fuzji z szeroka gama bialek markero-
wych dla réznych przedziatow komoérkowych
stalo si¢ jednym z podstawowych narzedzi
biologii komorki i umozliwilo przezwyci¢ze-
nie ograniczefi wynikajacych ze stosowania
znacznikow chemicznych czy tez znakowania
przeciwcialami (BRANDIZZI i wspotaut. 2004 i
lit. tam cytowana). Swoiste oznakowanie okre-
slonego przedzialu komorkowego uzyskuje si¢
albo na drodze modyfikacji samego biatka flu-
orescencyjnego, albo tez poprzez polaczenie z
biatkiem o znanej lokalizacji subkomorkowe;j
(Ryc. 2). I tak, przylaczenie do biatka fluore-
scencyjnego sygnalu retencji w ER, H/KDEL,
znakuje Swiatlo retikulum endoplazmatyczne-
go, natomiast fuzja z bialkiem Secl2 pozwala
zobrazowa¢ btone ER (HANTON i BRANDIZZI
2000). Bialka z rodziny ATPaz typu Rab, ta-
kie jak Ara6, Ara7 czy Rhal, sa powszechnie
uznawane za bialka markerowe wczesnego
i péznego przedziatu endosomalnego (SAMAJ
i wspotaut. 2005). Tonoplast, z kolei, mozna
uwidoczni¢ wykorzystujac fuzje z biatkiem
TIP (BRANDIZZI i wspotaut. 2004).

Niedawno opracowano i udostepniono
kompletny zestaw markeréw biatkowych dla
roznych przedzialow systemu blon wewnetrz-
nych komorek roSlinnych. Jest to komercyjnie
dostepny, znany pod nazwa WAVE, zestaw
wektorOw binarnych do transformacji roslin,
oraz nasion pochodzacych z homozygotycz-
nych, stabilnie transformowanych roslin rzod-
kiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana).
Zestaw zawiera 21 bialek uznanych za marke-
rowe dla roznych przedzialow systemu blon
wewnetrznych w fuzji z 4 réznymi biatkami
fluorescencyjnymi: Cerulean, mTFP1, YFP oraz
mCherry. Taka kombinacja umozliwia okre-
Slenie lokalizacji badanych bialek o nieznanej
funkcji i porownanie jej z miejscem wyste-
powania markerow biatkowych (GELDNER i
wspotaut. 2009). Choc jest to narzedzie nie-
zwykle przydatne, to do interpretacji danych
doswiadczalnych nalezy podchodzi¢ z duza
ostroznoscia, gdyz okreSlenie lokalizacji sub-
komorkowej jest tylko tak dokladne, jak pre-
cyzyjna i pewna jest lokalizacja markerow ge-
netycznych. Tu jednakze, ze wzgledu na stan
zaawansowania badan, doktadna lokalizacja
wielu bialek uznanych za markerowe, zwlasz-
cza w obrebie przedzialtow pecherzykowych,
nadal budzi liczne kontrowersje. Na przyklad
biatko Ara7 uznane za marker przedzialu pre-
wakuolarnego, czyli p6znego endosomu, we-
dhug licznych obserwacji moze by¢ obecne tak-
ze we wczesnym endosomie, czyli sieci TGN
(SAM4AJ i wspotaut. 2005).

Ryc. 2. Rekonstrukcja przestrzenna rozmiesz-
czenia retikulum endoplazmatycznego i frak-
cji pecherzykoOw w komorce epidermy tyto-
niu, wyznakowanych genetycznie konstrukcja
PEN2:GFP (fot. S. Smolarkiewicz i M. Michalak).
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SUBSTANCJE CHEMICZNE ZABURZAJACE FUNKCJONOWANIE UKLADU BLON
WEWNETRZNYCH

Jednym z mozliwych podejs¢ w bada-
niach biologii komoérki sa doSwiadczenia far-
makologiczne, w ktorych wykorzystuje sie
egzogenne drobnoczasteczkowe substancje
chemiczne, ktore umozliwiaja manipulowa-
nie procesami zachodzacymi w komorce.
Dzieki temu mozna poznaé¢ mechanizmy i zi-
dentyfikowa¢ makroczasteczki odpowiedzial-
ne za rézne procesy biologiczne. Do tego
celu uzywa sie¢ zaré6wno substancji pocho-
dzenia naturalnego, jak i zwiazkOw syntetycz-
nych. Taka procedure nazywa sie¢ niekiedy
genetyka chemiczna. Podobnie, jak w przy-
padku klasycznej genetyki, genetyke chemicz-
na mozemy podzieli¢ na genetyke chemiczna
oJforward” i ,reverse” (ROBERT i wspotaut.
2009, MIsHEV i wspotaut. 2013). Podejscie
oforward” stosuje si¢ wtedy, gdy znamy feno-
typowy efekt dzialania substancji chemicznej,
a poszukujemy makroczasteczek, ktore sa ce-
lem molekularnym dla uzytej substancji che-
micznej. W podejSciu ,reverse” poszukuje si¢
substancji, ktore hamuja aktywnoS¢ znanego
wczesniej biatka, a nastepnie analizuje efekty
fenotypowe wywolane obecnoScia wykryte-
go zwiazku (MISHEV i wspotaut. 2013). Dzieki
krocej trwajacej i tatwiejszej procedurze ge-
netyka chemiczna moze Smialo konkurowacd
z mutageneza, jako metoda poznania mecha-
nizmow molekularnych procesow biologicz-
nych. Genetyka chemiczna umozliwia obser-
wowanie dzialania danej substancji niejako
w czasie rzeczywistym. Dzieki kontrolowane-
mu dozowaniu substancji chemicznych moz-
na rOwniez ominac¢ problemy wynikajace z
badania genow, ktore sa niezbedne do zycia
organizmu, a wiec ktorych mutacje sa letal-
ne. Natomiast uzyskanie wysoce swoistych
inhibitorow pozwala analizowac efekty po-
szczegolnych genow z, niekiedy bardzo du-
zych, rodzin genowych. Dodatkowym atutem
jest takze to, ze dzialanie substancji drob-
noczasteczkowych jest czesto odwracalne,
co pozwala powroci¢ do fenotypu dzikiego
po usuniecie substancji czynnej. Wreszcie,
substancje chemiczne zidentyfikowane w
badaniach np. systemu blon wewnetrznych
modeli roSlinnych moga by¢ potencjalnymi
kandydatami na leki chor6b u ludzi (MISHEV
i wspotaut. 2013).

Funkcjonowanie systemu wewnatrzbto-
nowego mozna zaburzy¢ w dwojaki sposob:
bezposrednio, dzialajac na skladowe syste-
mu, badz tez posrednio, poprzez zmiane¢ ak-

tywnosci bialek cytoszkieletu i/lub bialek
oddzialujacych z cytoszkieletem (Tabela 1).
Juz bardzo wczesnie zostaty odkryte substan-
cje pochodzenia naturalnego wplywajace na
cytoszkielet aktynowy i mikrotubule. Zimo-
wit jesienny (Colchicum autumnale) byt
wykorzystywany co najmniej od XVIII w. w
leczeniu podagry, a w latach 40. XX w. wy-
izolowano z niego kolchicyne, jako substan-
cje aktywna. Poniewaz kolchicyna wptywa
destrukcyjnie na cytoszkielet mikrotubulowy,
a przez to m.in. blokuje mitoz¢ na etapie me-
tafazy, zaczeto ja powszechnie wykorzysty-
wac¢ w badaniach nad cyklem komorkowym,
a takze przy otrzymywaniu nowych odmian
roSlin oraz w terapii antynowotworowe;.
Warto tez wspomniel, ze wlasnie efektem
badafn majacych wyjasni¢ mechanizm dziala-
nia kolchicyny bylo odkrycie bialek tworza-
cych mikrotubule: tubuliny a i B. Przeciwnie
dziala, odkryty w 1971 r., paklitaksel z kory
cisu krotkolistnego (Taxus brevifolia), ktory
stabilizuje mikrotubule przez wigzanie tubu-
liny, co utrudnia depolimeryzacje. Jako taksol
jest dzi$ stosowany w leczeniu nowotworow.
Oprocz paklitakselu i kolchicyny znane sa
rowniez inne substancje zaburzajace tworze-
nie si¢ mikrotubul, jak oryzalina, stosowana
jako herbicyd, czy nokodazol (wspotzawod-
niczy o miejsce wiazania do tubuliny z kol-
chicyna). Poprzez wplyw na funkcjonowa-
nie mikrotubul, zwiazki te dzialaja rOwniez
posrednio na system blon zewnetrznych,
zwlaszcza w trakcie podziatow komorki ro-
Slinnej, czy budowe i skladanie Scian komor-
kowych.

Odmiennie niz w komoérkach zwierzat,
zdecydowana wiekszoS¢ procesOw transpor-
towych, oraz ruch cytoplazmy w komoérkach
roSlinnych sa zalezne od cytoszkieletu akty-
nowego. Mikrofilamenty zapewniaja rOwniez
organizacje przestrzenna komorki roslinnej
oraz zmiany tejze w reakcji na bodzice Sro-
dowiska. Stad tez dzialanie chemiczne na
procesy polimeryzacji i/lub depolimeryzacji
mikrofilamentow znajduje bardzo szybko od-
zwierciedlenie w zmianie funkcjonowania
np. systemu blon wewnetrznych. Wszyst-
kie najpowszechniej wykorzystywane w ba-
daniach substancje zaburzajace dzialanie
cytoszkieletu aktynowego sa pochodzenia
naturalnego (patrz PETERSON i MITCHINSON
2002). Poprzez wiazanie wolnej aktyny la-
trunkuliny uniemozliwiaja polimeryzacje fila-
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Tabela 1. Charakterystyka wybranych zwiazkoOw chemicznych zaburzajacych transport wewnatrz-
komoérkowy oraz funkcjonowanie cytoszkieletu. Cz¢Sciowo na podstawie WOJTASZEK (20006).

Zwiazek chemiczny

Pochodzenie

Mechanizm dzialania

Substancje zaburzajace transport wewnatrzkomorkowy

Brefeldyna A (BFA)

Wortmannina

Konkanamycyna A

Bafilomycyna A

Kantarydyna

Tyrfostyna A23

Endozydyna 1 (ES1)
Endozydyna 3 (ES3)

Endozydyna 7 (ES7)
Sortyna 1, 2

Grawacyna

Penicillium brefeldianum

Penicillium funiculosum

Streptomyces sp.

Streptomyces sp.

m.in. Lyfta vesicatoria i inne
chrzaszcze z rodziny majkowatych

Syntetyczne, pochodna tyrozyny

Syntetyczne

Syntetyczne

Syntetyczne
Syntetyczne

Syntetyczne

Dziala na czynniki wymiany nukleotydow;
blokuje egzocytoz¢ i transport wsteczny
do wakuoli

Dziala na kinazy fosfatydyloinozytoli; blo-
kuje transport do wakuoli, cial wielopeche-
rzykowych, endocytoze

Oddziatuje na V ATPaze¢; zakwasza endoso-
my, blokuje transport przez TGN

Dziata na fosfataze PP2A; blokuje endocy-
toze zalezna od ligandu

Wiaze si¢ z receptorami blonowymi; bloku-
je powstawanie pecherzykow z btony ko-
morkowej oraz TGN

Blokuja endocytoze; docelowy obiekt dzia-
lania nieznany

Blokuje szlak sekrecyjny; docelowy obiekt
dziatania nieznany

Zaburzaja transport biatek do wakuoli; me-
chanizm nieznany

Zaburza transport bialek z ER do wakuoli
oraz grawitropizm; mechanizm nieznany

Substancje dziatajace na tubuline i mikrotubule

Kolchicyna
Oryzalina

Taksol (paklitaksel)
Nokodazol

Winkrystyna

Colchicum autumnale

Herbicyd
Taxus sp.
Syntetyczny

Catharanthus roseus

Utrudnia polimeryzacje

Utrudnia polimeryzacje; bardziej efektyw-
ny niz kolchicyna

Stabilizuje mikrotubule utrudniajac depoli-
meryzacje

Hamuje polimeryzacje mikrotubul przez
wiazanie z B-tubulina w dimerach of
Wiaze dimery tubulinowe uniemozliwiajac
polimeryzacje

Substancje dzialajace na aktyne¢ i mikrofilamenty

Cytochalazyna B/D

Latrunkulina A/B

Falloidyna

B — Helminthosporium dermato-

ideum
D — Zygosporium mansonii

Latrunculia magnifica

Amanita phalloides

Blokuje kofice kolczaste mikrofilamentow

Wiaze monomeryczna aktyne uniemozli-
wiajac polimeryzacje

Wiaze si¢ bocznie do mikrofilamentéw i je
stabilizuje

mentow, natomiast cytochalazyny, wiazac sie
z filamentami aktynowymi zapobiegaja ich
wydtuzaniu. Z kolei falloidyna, wyizolowana
z muchomora sromotnikowego (Amanita
Dphalloides), wykazuje dzialanie odwrotne i

stabilizuje cytoszkielet aktynowy. Falloidyna,
po uprzedniej koniugacji z barwnikiem flu-
orescencyjnym, jest od dawna wykorzystywa-
na do znakowania cytoszkieletu aktynowego.
Jasplakinolid — cyklodepsipeptyd otrzymywa-
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ny z gabki Jaspis johnstoni, ma wlasciwosci
podobne do falloidyny, jednak tatwiej przeni-
ka do komorek i ma wieksze zastosowanie w
badaniach przyzyciowych jako czynnik stabi-
lizujacy mikrofilamenty.

Brefeldyna A (BFA) jest lipofilna toksyna
wyizolowana po raz pierwszy z Penicilium
brefeldianum w polowie XX w. Jest substan-
cja szczegoblnie pomocna w badaniu organi-
zacji oraz dzialania systemu blon wewnetrz-
nych. BFA hamuje szlak sekrecyjny biatek,
ale jest to zwiazane z zablokowaniem retro-
gradowego transportu pecherzykow, tzn. w
strone¢ ER. Przejawia si¢ to m.in. wyraznymi
efektami morfologicznymi, takimi jak po-
wstanie przedzialow hybrydowych miedzy
ER i Golgi, a takze powstanie nowych, bar-
dzo swoistych struktur, znanych pod nazwa
przedzialow BFA. Dzieki tym badaniom do-
ceniono role, jaka ma rownowaga miedzy
szlakami transportowymi przebiegajacymi w
przeciwnych kierunkach w obrebie systemu
wewnatrzblonowego. Na poziomie moleku-
larnym udowodniono, ze BFA unieruchamia
biatko dziatajace jako czynnik wymiany nu-
kleotydow (GEF) w kompleksie z biatkiem,
w ktorym nukleotyd ma by¢ wymieniony, i
w ten sposob blokuje dalsza aktywnos¢ bial-
ka GEF. Poniewaz bialka te sa regulatorami
transportu pecherzykowego, ten ostatni w
obecnosci BFA przestaje dziata¢ prawidlowo
(patrz MLYNKOWIAK i WOJTASZEK 2000).

Inhibitorem o szerokim zastosowaniu jest
wortmannina, wyizolowana z Penicillium
Suniculosum. Hamuje dzialanie 3-kinazy fos-
fatydyloinozytolu (PI3K), a w wickszych ste-
zeniach takze PI4K, i w rezultacie m.in. blo-
kuje endocytoze i transport pecherzykow do
wakuoli. Powoduje takze patologiczne puch-
niecie przedzialu prewakuolarnego (PVC/
MVB). Ow nadmierny rozrost przedzialu pre-
wakuolarnego jest swoista dla komorek ro-
slinnych reakcja na wortmanning. Z kolei po-

chodna tyrozyny, tyrfostyna A23, przeszkadza
W rozpoznawaniu motywu aminokwasowego
w receptorach btonowych przez kompleks
adaptorowy AP-2 i blokuje w ten sposob po-
wstawanie pecherzykow endocytotycznych
(patrz ROBINSON i wspoétaut. 2008).

Zainteresowanie inhibitorami transpor-
tu pecherzykowego w komorce roslinnej
zaowocowalo przeprowadzeniem szeroko
zakrojonych poszukiwan substancji drobno-
czasteczkowych o takiej aktywnoSci w ze-
stawach zawierajacych lacznie 46 418 zwiaz-
kéw chemicznych (DRAKAKAKI i wspotaut.
2011). Do przeszukania wykorzystano model
kietkujacych ziaren pytku tytoniu. Lagiewki
pylkowe cechuja si¢ wzrostem szczytowym
i szybko ulegaja wydluzeniu, a to wymaga
intensywnego transportu pecherzykow w
kierunku rosnacego wierzchotka tagiewki.
Zidentyfikowano 360 zwiazkéw hamujacych
w roézny sposOb ten proces. W drugiej run-
dzie procedury przesiewowej obserwowa-
no wplyw wyselekcjonowanych zwiazkow
na endocytoze w komorkach korzenia A.
thaliana. Ostatecznie, dzicki zastosowaniu
zautomatyzowanej platformy mikroskopii
konfokalnej, wyselekcjonowano 123 zwiazki
chemiczne zaburzajace zaré6wno kieltkowanie
pylku, jak i endocytoze w komorkach korze-
nia. Jak dotad, wstepnie opisano 4 zwiazki:

— endozydyne 3 (ES3), ktéra blokuje
transport z blony komorkowej, zaburzajac
dzialanie wczesnych endosomow i TGN;

— endozydyne 5 (ES5), ktora okazata sie
inhibitorem transportu wstecznego;

— endozydyne 7 (ES7) — inhibitor szlaku
sekrecyjnego, ktorego dzialanie zaburza m.in.
formowanie Sciany komorkowej oraz prze-
grody pierwotnej podczas cytokinezy;

— endozydyne 1 (ES1), ktora blokuje en-
docytoze niektorych receptoréw obecnych
w blonie komorkowej (ROBERT i wspotaut.
2008).

NOWE PODEJSCIA 1 TECHNIKI MIKROSKOPOWE W BADANIACH UKLADU
WEWNATRZBLONOWEGO

SWOISTE TYPY BIALEK MARKEROWYCH,
TECHNIKI WIELKOSKALOWE

Ciekawe mozliwoSci badania dynamiki
systemu bton wewnetrznych daje zastosowa-
nie nowej grupy biatek fluorescencyjnych o
zmiennym widmie fluorescencji, okreslanych
mianem bialek fotokonwertowalnych lub
fotoprzetaczalnych. Ich dzialanie polega na

nieodwracalnej zmianie dlugosci fali emisji,
np. z zielonej na czerwona, pod wpltywem
Swiatla o okreSlonej dlugosci fali, np. ultra-
fioletu. Zastosowanie bialka markerowego
dla aparatu Golgiego, transferazy sialowej, w
fuzji z fotokonwertowalnym biatkiem Kaede
pozwolilo okresli¢ dynamike wymiany biatek
w blonie aparatu Golgiego oraz powstawania
przegrody pierwotnej (BROWN i wspotaut.
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2010). Fotoprzetaczalne biatko EoS zostalo
wykorzystane do badania endocytozy i kraze-
nia bialek przenoSnikowych auksyn — PIN1
(DHONUKSHE i wspotaut. 2007) oraz PIN3
(KLEINE-VEHN i wspotaut. 2010). W ostatnim
czasie stworzono zestaw bialek markerowych
dla wybranych przedzialtbw subkomorko-
wych, w tym systemu blon wewnetrznych,
w fuzji z biatkiem Eos, co otwiera mozliwos¢
podobnych badan w znacznie szerszej skali
(MATHUR i wspoétaut. 2010).

Wykorzystanie  fluorescencyjnych  fu-
zji bialek markerowych, w potlaczeniu z
technika losowej mutagenezy i analiza
mutantow w mikroskopie fluorescencyjnym
lub konfokalnym pod katem zaburzen w
organizacji systemu blon wewnetrznych,
umozliwito identyfikacje nowych genéw re-
gulujacych szlak sekrecyjny oraz endocyto-
tyczny na wielu poziomach (SPARKES i BRAN-
pi1zz1 2012). Przykltadowo, dzieki temu okre-
Slono role biatka SEC24 w transporcie peche-
rzyk6w miedzy ER i aparatem Golgiego (FASO
i wspotaut. 2009, NAKANO i wspotaut. 2009),
czy udzial biatek kompleksu adaptyn AP-3
w procesie endocytozy (FERARU i wspotaut.
2010, ZWIEWKA i wspotaut. 2011). Z kolei,
analiza przesiewowa mutantow A. thaliana
pod katem zaburzen polarnej lokalizacji bial-
ka PIN1 i jego relokacji do wnetrza komorki
pod wplywem BFA umozliwila identyfikacje
biatka BIG5 zaangazowanego w kontrole re-
cyklingu bialek do btony komoérkowej (TANA-
KA i wspotaut. 2009). Choc¢ technika losowe;j
mutagenezy jest niezwykle czasochlonna, to
jednak wraz z rozwojem zautomatyzowanych
systemow mikroskopowych, ktore pozwalaja
na szybka analize duzych zasoboéw danych i
identyfikacje mutantow o interesujacym fe-
notypie, znajduje ona coraz szersze Zzastoso-
wanie (DRAKAKAKI i wspotaut. 2011).

BIALKA FLUORESCENCYJNE W BADANIACH
ODDZIALYWAN MIEDZYCZASTECZKOWYCH

Z badan komorek zwierzecych wynika, ze
sktad fosfolipidow btonowych jest charakte-
rystyczny dla danego przedziatlu subkomor-
kowego oraz, ze rozne fosfatydyloinozytole
moga by¢ rozpoznawane i wiazane przez
okreslone biatka, np. zaangazowane w kaska-
dy przekazywania sygnalow (HALET 2005).
Liczne doswiadczenia wskazuja, ze fosfatydy-
loinozytole moga petni¢ podobna role w ko-
morkach roSlin (MUNNIK i NIELSEN 2011). Do-
skonatymi markerami blon zawierajacych po-
szczegolne typy fosfolipidow sa opracowane
niedawno fuzje biatek fluorescencyjnych z

domenami biatkowymi, ktére swoiScie wiaza
zdefiniowane fosfatydyloinozytole. I tak, bial-
ko fluorescencyjne w fuzji z domena FYVE
znakuje swoiScie blony bogate w 3-fosfora-
ny fosfatydyloinozytolu i jest zlokalizowane
w poznych endosomach, w przedziale MVB.
Ten sam fosfolipid jest takze rozpoznawany
przez domene PX. Jej obecno$s¢ wykazano
np. w neksynie sortujacej SNX2b, ktora jest
zaangazowana w transport pecherzykowy
miedzy endosomami a wakuola (MUNNIK i
NIELSEN 2011). Z kolei, 4-fosforany fosfaty-
dyloinozytolu (PtdIns4P) moga by¢ zwia-
zane przez biatka zawierajace domene¢ PH,
czyli homologiczna do plekstryny. U roslin
stanowia one ok. 80% catkowitej puli fosfa-
tydyloinozytoli i sa zlokalizowane gtéwnie w
blonach komorek o wzroScie szczytowym.
Istnieja zatem silne przestanki, iz czasteczki
PtdIns4P sa zaangazowane w utrzymywanie
polarnosci komorek roslinnych. Wykorzysta-
nie swoistego markera fluorescencyjnego,
biatka YFP w fuzji z domena PH z ludzkiego
biatka FAPP1, umozliwilo obserwacje znacz-
nika w ruchomych strukturach punktowych
w obrebie cytoplazmy oraz w blonie komor-
kowej. Kolokalizacja umiejscowila biatko
fuzyjne w diktiosomach aparatu Golgiego.
Obecnos¢ PtdIns4P wykazano takze w prze-
grodzie komorkowej (VERMEER i wspoOlaut.
2009).

Zastosowanie bialkowych znacznikOow
fluorescencyjnych pozwolilo takze na ob-
serwacj¢ dynamiki zmian w skladzie bton
w roznych przedzialach komoérkowych w
odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki ze-
wnetrzne. Ta droga stwierdzono, ze fosfaty-
dyloinozytolo-(4,5)-bisfosforany (PtdIns(4,5)
P)) sa rozpoznawane przez biatka zawiera-
jace domene PH, np. fosfolipaze C. I tak,
znacznik fluorescencyjny w fuzji z dome-
na PH z biatka PLCS1, ktéry w normalnych
warunkach jest obecny przewaznie w cy-
toplazmie, w odpowiedzi na stres solny
przemieszcza si¢ do blony komorkowej i
pecherzykow optaszczonych klatryna. Z ko-
lei, stres cieplny powoduje akumulacje mar-
kera w blonie komorkowej, a nast¢pnie w
punktowych strukturach w cytoplazmie, by
ostatecznie ulokowac sie w otoczce jadro-
wej (MUNNIK i NIELSEN 2011). Jak dotad nie
ma jeszcze pelnego zestawu domen marke-
rowych dla poszczegdlnych fosfatydyloino-
zytoli. Mozna jednak mie¢ nadziej¢, ze jego
opracowanie znacznie przyspieszy prace
nad poznaniem roli fosfatydyloinozytoli w
btonach komoérek roslinnych.
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Oddzialywania biatko-biatko sa kluczowe
dla prawidlowego funkcjonowania wszyst-
kich komorek. Badania biochemiczne takich
oddzialywan przyniosty ogromna ilo$¢ infor-
macji. Jednak stosowane tam metody moga
by¢ obarczone bledami, ktére sa spowodo-
wane przede wszystkim procedurami izolacji
biatek, ktore uwalniaja makroczasteczki z ich
naturalnego mikrosrodowiska okreslonego
przedziatlu subkomorkowego. Stad, w ostat-
nich latach coraz czeSciej siega sie po meto-
dy in vivo badania oddzialywan miedzycza-
steczkowych (OSTERRIEDER i wspoétaut. 2009).
Jak si¢ wydaje, obecnie najlepsza technika
badan oddzialywan biatko-biatko w zywych
komorkach jest rezonansowy transfer ener-
gii Forstera (ang. Forster resonance energy
transfer, FRET). Jest to zjawisko bezpromie-
nistego przeniesienia energii fluoroforu do-
nora na znajdujacy sie¢ w bezposSredniej bli-
skosci akceptor. Zjawisku FRET towarzyszy
spadek intensywnosci fluorescencji donora
oraz skrocenie czasu pozostawania barwnika
w stanie wzbudzonym. Jesli ponadto akcep-
tor jest fluoroforem, to obserwuje si¢ wzrost
intensywnoSci jego emisji (BAYLE i wspol-
aut. 2008). Aby zjawisko FRET zaszito, ko-
niecznie jest spelnienie kilku warunkow: (i)
spektrum emisji donora musi pokrywac si¢
przynajmniej czeSciowo ze spektrum wzbu-
dzenia akceptora; (ii) wzajemna orientacja
dipolowa obu barwnikoéw jest prawidtowa i
(iii) dystans miedzy nimi nie przekracza 10
nm (OSTERRIEDER i wspotaut. 2009). W zy-

wych komoérkach FRET moze zachodzi¢ mie-
dzy dwoma biatkami lub domenami jednego
polipeptydu  wyznakowanymi wlasciwymi
fluoroforami tworzacymi pare FRET (BAY-
LE i wspotaut. 2008). Obliczenie wydajnosci
transferu energii moze byC oparte o inten-
sywnos¢, spektrum lub czas trwania fluore-
scencji donora (LAPTENOK i wspotaut. 2010).

Najpopularniejsza par¢ FRET tworza bial-
ka CFP i YFP charakteryzujace sie szeroki-
mi spektrami wzbudzenia i emisji oraz nie-
wielkim przesunieciem Stokesa. Wydajnos¢
kwantowa CFP wynosi 0,4 i jest wyraznie
mniejsza niz YFP (0,61). To sprawia, ze ko-
nieczne jest dostarczenie wigkszej energii
potrzebnej dla wzbudzenia biatka i transferu
energii FRET, a to z kolei moze prowadzic
do efektu fototoksycznoSci. Ponadto CFP
wykazuje wielowyktadniczy spadek czasu
zycia fluorescencji, co moze by¢ przyczyna
blednej interpretacji krzywych spadku czasu
fluorescencji. Biatko GFP ma znacznie lepsze
wlasciwosci fotofizyczne, wykazuje mono-
wykladniczy spadek czasu fluorescencji oraz
wyzsza wydajnoS¢ kwantowa i fotostabilnosc.
Jednakze wykorzystanie GFP z jego warian-
tem spektralnym YFP jako pary FRET jest
niemozliwe ze wzgledu na nakladajace sie
spektra wzbudzenia obu biatek. Stad idealny-
mi partnerami dla GFP sa biatka o spektrum
emisji przesunietym w stron¢ widma czerwo-
nego (BAYLE i wspotaut. 2008).

Mikroskopia obrazowania czasu trwania
fluorescencji (ang. fluorescence lifetime ima-

EM: 450/50 EM: 525/50 EM: 640/60

EEEEEEE e

N )

Obraz z czterech detektoréw w pseudokolorach

Ryc. 3. Obraz utrwalonego pytku stokrotki.

Zakres widma fluorescencji (nm)

]
0,49

Czas trwania fluorescenciji (ns)

(A) mikroskop konfokalny w standardowym trybie pracy 4 detektorow (wzbudzenie laserami 405 nm, 488
nm, 561 nm, 641 nm, zakres detekcji widoczny pod zdjeciem); (B) mikroskop konfokalny w trybie detekcji
spektralnej (wzbudzenie laserem 488 nm, zakres widma detekcji widoczny pod zdjeciem); (C) obraz czasu
trwania fluorescencji (wzbudzenie laserem pulsacyjnym 485 nm, czas trwania fluorescencji zobrazowany w
pseudokolorach) (fot. M. Michalak).
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ging microscopy, FLIM) jest coraz szerzej sto-
sowana technika pozwalajaca na obrazowa-
nie czasu trwania fluorescencji barwnikow
(Ryc. 3) w skali nanosekund z rozdzielczo-
Scia przestrzenna ograniczona limitem dy-
frakcji do ok. 250 nm (LAPTENOK i wspotaut.
2010). Nadaje si¢ znakomicie do iloSciowej
analizy zjawiska FRET, w ktorym obserwu-
je sie spadek czasu trwania wzbudzonego
fluoroforu donora w wyniku przeniesienia
energii na pobliski fluorofor akceptora (BAY-
LE i wspolaut. 2008). Zaleta pomiaru FLIM
jest calkowita niezaleznoS¢ od st¢zenia barw-
nika, intensywnoSci fluorescencji czy przeni-
kania emisji donora do akceptora, poniewaz
pomiar odbywa sie¢ tylko w oparciu o czas
trwania fluorescencji donora. Kazdy barwnik
fluorescencyjny charakteryzuje si¢ swoistym
czasem trwania fluorescencji, na ktory moga
mie¢ wplyw temperatura, Srodowisko, steze-
nie jonOw wapnia lub wlasnie udzial w zja-
wisku FRET (OSTERRIEDER i wspotaut. 2009).
Zastosowanie techniki FLIM umozliwia
takze pomiar czasu wzbudzenia fluorescen-
cji akceptora. Zaleta takiego podejScia jest
eliminacja z pomiaréw czasteczek, ktore nie
sa zaangazowane w bezposredni transfer
energii. Pomiar czasu wzbudzenia akcepto-
ra skonfrontowany z klasycznym pomiarem
czasu spadku trwania fluorescencji donora
moga znacznie polepszy¢ jakoSC opartej na
statystyce analizy obrazu FLIM. Prawidlowa
interpretacja wynikOw pomiarow FRET-FLIM
wymaga dobrze dopracowanych metod i
protokotow analizy danych. Mozna pokusic
si¢ o jednoczesna analize danych z wielu po-
miaréw, co znaczaco wplywa na doktadnos¢
obliczenn (LAPTENOK i wspotaut. 2010).
Badania oddzialtywan biatko-biatko z uzy-
ciem FRET-FLIM wykonano jak dotad w ko-
morkach wspiegi, petunii, tytoniu, kukury-
dzy, rzodkiewnika, czy jeczmienia (omoéwio-
ne w OSTERRIEDER i wspotaut. 2009). Warto
w tym miejscu zwroci¢ uwage, ze analizy od-
dziatywan miedzyczasteczkowych z uzyciem
markeréow fluorescencyjnych w roslinach
moga by¢ problematyczne ze wzgledu na
autofluorescencje spowodowana obecnoscia
takich zwiazkow, jak chlorofil, ligniny, czy
inne zwiazki fenolowe. Widmo emisji czaste-
czek naturalnie wystepujacych w komorkach
roslinnych moze nakltadac si¢ z widmem bia-
tek fluorescencyjnych. Dla przykladu, spek-
trum fluorescencji lignin w Scianach korzeni
i tkanek przewodzacych zawiera si¢ miedzy
490 a 620 nm (BAYLE i wspotaut. 2008). Stad
warianty spektralne biatka GFP, jak i CFP,

czy YFP, moga by¢ trudne do zlokalizowania
w komorkach o Scianach silnie zlignifikowa-
nych nawet z uzyciem waskich filtrow dla
detekcji emisji (BAYLE i wspotaut. 2008, EL-
GASS i wspolaut. 2010). Najczestszym Sposo-
bem przezwyci¢zenia problemu autofluore-
scencji jest nadekspresja biatek fluorescen-
cyjnych na takim poziomie, ktéry umozliwi
ustawienie poziomu detekcji powyzej tla.
Trzeba jednak pamiectaé, ze zbyt wysoka na-
dekspresja biatek moze prowadzi¢ do zmian
lokalizacji biatek i funkcjonowaniu szlakow
sygnatowych, co prowadzi do zafalszowania
rzeczywistego obrazu zywej komorki (ELGASS
i wspotaut. 2010).

Zaobserwowano, ze ksztalt krzywej za-
niku fluorescencji pochodzacej ze znanych
fluoroforow rozni sie¢ znaczaco od krzywej
pochodzacej z autofluorescencji komorek
roslinnych. Na tej podstawie jest mozliwe
stworzenie filtra” do analizy obrazu, ktory
oddzieli znaczacy sygnal fluorescencyjny od
tla. Umozliwia to wykrycie niewielkich ilosci
biatek fluorescencyjnych w blonie komorko-
wej roSlin, gdzie bezposrednia bliskoS¢ Scia-
ny komoérkowej i jej autofluorescencja utrud-
niaja odroznienie wyznakowanych bton sasia-
dujacych komorek przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego. Technika ta zostala nazwana
analiza ksztaltu krzywej zaniku intensywno-
Sci fluorescencji (ang. fluorescence intensity
decay shape analysis microscopy, FIDSAM)
(SCHLEIFENBAUM i wspotaut. 2010). Potacze-
nie FIDSAM i FLIM umozliwia iloSciowy po-
miar oddzialywan z wysoka rozdzielczoScia
przestrzenna i czasowa, nawet w sytuacjach,
gdy intensywnosS¢ fluorescencji tla jest czte-
rokrotnie wieksza od markera GFP (ELGASS i
wspotaut. 2010). FRET-FLIM stanowi dosko-
nale narzedzie do weryfikacji in vivo wyni-
kow uzyskanych metodami én vitro. Umozli-
wia rowniez identyfikacje nieznanych dotad
oddziatywan bialko-biatko. Niewatpliwa zale-
ta stosowania FRET-FLIM jest otrzymywanie
informacji o sile oddzialywan, dzieki reje-
stracji niewielkich zmian czasu trwania flu-
orescencji znacznikOw. Ponadto mozna ob-
serwowal zmiany w wybranych strukturach
subkomorkowych, uzyskujac informacje o
przestrzennym i czasowym charakterze bada-
nych oddzialywani (OSTERRIEDER i wspotaut.
2009).

NOWE TECHNIKI MIKROSKOPOWE

Technika, ktéra w istotny sposOb zmie-
nita badania nad dynamika btony komorko-
wej w komorkach zwierzecych jest mikro-
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skopia wykorzystujaca zjawisko calkowitego
wewnetrznego odbicia (ang. total internal
reflection fluorecence microscopy, TIRFM).
Do wzbudzenia fluorescencji w badanym
preparacie wykorzystuje ona fal¢ zanikaja-
ca, ktora powstaje na skutek catkowitego
wewnetrznego odbicia promienia wzbudza-
jacego. Odbicie nastepuje na granicy faz o
réznym wspolczynniku refrakcji, najczesciej
od powierzchni szkietka nakrywkowego. Fala
zanikajaca ma ta sama czestotliwos¢, co wiaz-
ka wzbudzajaca, a wiec moze wzbudzac flu-
orescencje okreSlonych czasteczek. Jednak w
przeciwienstwie do klasycznego oswietlenia
epifluorescencyjnego, fala ta moze wnikac
do preparatu jedynie na bardzo ograniczo-
na glebokos¢, ok. 100-400 nm. W praktyce
umozliwia to wzbudzenie fluorescencji jedy-
nie w czasteczkach znajdujacych w lub tuz
przy blonie komorkowej. Unika sie w ten
sposob wysokiego tla, wynikajacego ze wzbu-
dzania fluoroforow w glebi komorki, a dzieki
temu uzyskuje si¢ obraz o znacznie lepszej
rozdzielczoSci. Z uwagi na obecnoS$¢ Sciany
komorkowej, zwykle o grubosci ok. 200-400
nm, przez wiele lat uwazano, ze technika ta
nie znajdzie zastosowania w badaniach roslin
(patrz SPARKES i wspotaut. 2011). W chwili
obecnej uznaje sie jednak, ze z uwagi na roz-
ne wspotczynniki refrakcji, powierzchnia od-

bicia wiazki wzbudzajacej moze byC obszar
miedzy Scianag komorkowa a btona komorko-
wa (SPARKES i wspotaut. 2011, VIZCAY-BARRE-
NA i wspotaut. 2011). Zastosowanie techniki
TIRFM pozwolilo do tej pory uwidocznic¢
m.in. biatka markerowe blony komorkowe;j
(LTIOb oraz PIP2a) oraz mikrotubule przy-
blonowe (MAP4) w rozdzielczoSci znacznie
przekraczajacej obraz uzyskiwany dotad w
mikroskopie epifluorescencyjnym (VIZCAY-
-BARRENA i wspotaut. 2011). Pewna alterna-
tywa dla TIRFM jest mikroskopia zmiennego
kata oSwietlenia (ang. variable-angle epiflu-
orescence microscopy, VAEM) wykorzystu-
jaca do oSwietlenia preparatu waska wiazka
Swiatla wzbudzajacego. Wiazka kierowana
jest pod réoznym katem, jak najbardziej row-
nolegtlym do powierzchni preparatu, tak by
uzyska¢ wzbudzenie fluorescencji jak naj-
mniejszej puli fluoroforo6w (KONOPKA i BED-
NAREK 2008). Wykorzystujac technike VAEM
opisano m.in. dynamike biatka podobnego do
dynaminy 1C oraz tancucha lekkiego klatryny
w btonie komorek korzenia oraz epidermy
Arabidopsis thaliana (KONOPKA i wspolaut.
2008). Z cala pewnoScia dalszy rozwoj tych
technik pozwoli w niedlugiej przysztosci
Sledzi¢ dynamiczne procesy zachodzace w
btonie komorkowej i jej poblizu ze znacznie
wieksza dokladnoScia.

WYKORZYSTANIE TECHNIK MIKROSKOPII FLUORESCENCYJNEJ DO BADAN UKEADU BEON
WEWNETRZNYCH KOMOREK ROSLINNYCH

Streszczenie

Gwaltowny rozwo6j technik mikroskopii fluore-
scencyjnej, w tym konfokalnej, w polaczeniu z wy-
korzystaniem metod biologii molekularnej znaczaco
zdynamizowaty rozwoj molekularnej biologii komor-
ki. Z wielu réznych wzgledow, zwlaszcza znaczacej
odmiennoSci strukturalnej i funkcjonalnej, badania
komorek roSlinnych sa nieco opoéznione. Artykut
podsumowuje stan badan systemu blon wewnetrz-
nych komorek roSlinnych z wykorzystaniem zroz-
nicowanych podejs¢ i metod badawczych biologii
komorki. Wskazuje na uzycie réznego typu znacz-

nikéw, tak chemicznych, jak i genetycznych, ktore
umozliwiaja lokalizacje makroczasteczek i procesow
biologicznych. Omawia substancje chemiczne, ktore
zaburzaja funkcjonowanie systemu wewnatrzbtono-
wego, a wiec posrednio pozwalaja wnioskowac o
roli uczestniczacych w tych procesach bialek. Wresz-
cie, pokazuje wykorzystanie nowych podejs¢ i tech-
nik mikroskopowych do badan komorek roslinnych.
Gdzie to jest stosowne, omawia takze trudnoSci wy-
nikajace ze swoistosci sktadu, struktury i funkcji ko-
morek roslinnych.

FLUORESCENCE MICROSCOPY TECHNIQUES IN THE RESEARCH ON THE ENDOMEMBRANE
SYSTEM OF PLANT CELLS

Summary

Rapid development of fluorescence microscopy,
including confocal microscopy, combined with the
utilization of the methodologies of molecular biol-
ogy, significantly accelerated the development of
molecular cell biology. Research in plant cell biol-
ogy slightly lags behind, mainly due to marked struc-

tural and functional dissimilarity of plant cells. This
paper summarizes the current state of research on
plant endomembrane system with respect to the uti-
lization of differentiated approaches and methods
of cell biology. The use of markers, both chemical
and genetic, which enable localization of macromol-
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ecules and biological processes is indicated. Chemi-
cal substances perturbing the functioning of the
endomembrane system and thus enabling to draw
conclusions on the role of specific proteins are list-
ed and discussed. Finally, use of novel approaches

and microscopic techniques to the research of plant
cells is demonstrated. Where applicable, problems
arising due to the specific composition, structure
and function of plant cells, are also considered.
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