Zastosowanie technik fluorescencyjnych w badaniach molekularnych

Boisko pod mikroskopem
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Dr Remigiusz Worch interesuje sie dynamikg i oddziatywaniem
biomolekut oraz technikami fluorescencyjnymi, wspdtpracuje
z Festiwalem Nauki w Warszawie.

Dzigki technikom optycznym
mozemy-badac zjawiska fizyczne
na poziomie pojedynczych molekut

,Wszystko sie porusza” - tak wiasnie wedlug Platona

Mimo ze Brown usilnie szukat przyktadu jak najdalszego
od zywej materii (stad wykorzystanie owego pytu z egipskie-
g0 posagu), to wiadomo, ze wszystkie jej skiadniki, tacznie
Z tymi najmniejszymi, réwniez znajduja sie w ruchu (mozna
to tatwo zaobserwowac np. w kropli mleka, gdzie widoczny
jest ruch pojedynczych kropel thuszczu o rozmiarze kilkuset
nanometréw). Skoro wszystkie procesy fizjologiczne mozna
opisywa¢ na poziomie molekularnym, to warto wiedziec, jak
wyglada dynamika molekut w ich naturalnym Srodowisku.
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brzmiata stawna maksyma Panta rei Heraklita. Od zara-
nia dziejow ruch fascynowat zaréwno filozoféw, badaczy
natury, jak i artystéw. Wojciech Kilar dla uczczenia ob-
chodéw Swiatowego Roku Fizyki w 2005 roku skompo-
nowat ,Symfonie o ruchu” (Sinfonia de motu). Szkockiego
botanika Roberta Browna w zdumienie wprawity ruchy
pytku roslinnego w zawiesinie wodnej, jakie zaobserwo-
wat pod mikroskopem w latach dwudziestych XIX wieku.

skupione
Swiatto

czgsteczka
fluorescencyjna

Remigiusz Worch

Mikroskopowa technika FCS. Skupione
przez obiektyw Swiatto laserowe stanowi
tu ,.koto” na Srodku boiska, przez ktore
dyfundujq fluorescencyjne czasteczki.
Strzatka zaznaczono krétsza potos
elipsoidy. Jezeli sq w Srodku, rejestrowany
jest pochodzacy od nich sygnat
fluorescencji F. Zarejestrowany w czasie t
jest analizowany przez obliczenie krzywej
autokorelacji G(7), ktora, tak samo jak

w przypadku koszykarzy, daje informacje
o Srednim stezeniu molekut oraz Srednim
czasie przebywania w ognisku

Niewiarygodne wydawato mu
sie to, ze poruszanie si¢ drobin
wystepuje bez Zadnego wyraz-
nego zrodla - sadzil, ze ruch
ten zwigzany jest z procesa-
mi zyciowymi. Ciekawo$¢ po-
pchneta go do eksperymentéw
Z materialem nieorganicznym
- zdecydowat sie zreszta na
wyrafinowang probke w posta-
ci sproszkowanych kawatkow
Wielkiego Sfinksa w Gizie. [ ku
swojemu zaskoczeniu zobaczyt
ten sam efekt.

Dzi$§ wiemy, Ze Zrédtem obser-
wowanego W ten sposéb ruchu
jest energia termiczna, dostatecz-
nie duza w skali molekularnej,
a widoczny ruch wiekszych obiek-
tow to skutek ciagtych zderzen
z czasteczkami rozpuszczalnika
(wody). Teorie ruchéw Browna
wyjasnili w swoich pracach z po-
czatkow XX wieku Albert Einstein
i Marian Smoluchowski.

Najbardziej wyrafinowane techniki mikroskopii optycznej pozwalaja obrazowaé
ze zdolnoscia rozdzielcza co najwyzej kilkudziesigciu nanometrow, co nadal nie
pozwala na bezposrednia obserwacje molekut. Na zdjeciu preparat fiuorescencyjny

Obraz komérki rejestrowany za pomocq mikroskopu konfokalnego (preparat
firmy Invitrogen, nr kat.: F-36925). Technika ta pozwala obrazowaé

ze zdolnoscia rozdzielcza co najwyzej kilkudziesigciu nanometrow (w przypadku

tzw. technik superrozdzielczych), co nadal nie umozliwia bezpoSredniej
obserwacji molekut. Obraz zarejestrowano za pomoca aparatury zakupionej
dzieki Krajowemu Laboratorium Multidyscyplinarnych Nanomateriatow
Funkcjonalnych NanoFun wspétfinansowanego ze Srodkéw Europejskiego
Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego
Innowacyjna Gospodarka P01G.02.02.00-00-025/09/
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Komorkowy zgietk

Gdyby$my tylko mogli skurczy¢ sie do rozmiaréw mikro-
metra i wejS¢ do wnetrza komorki, zobaczylibySmy mnéstwo
rozmaitych czasteczek poruszajacych sie w rézne strony.
Niektore taczylyby sie ze soba, a potem odtaczaly; jedne
~wplywatyby” do swoistych przedziatéw, jakimi sg organelle,
inne z nich si¢ wydostawaty. ZobaczylibySmy wielki ttok
i poruszenie, catkiem jak w centrum duzego miasta. Ale
z pewnoscig nie znaleZlibySmy Zadnego matego cztowiecz-
ka z dhugg, siwa broda, jak symbolicznie przedstawiano to
w popularnym filmie ,Byto sobie Zycie”. Nikt nie zasiada za
sterami i nie decyduje o tym, co sie dzieje we wnetrzu komo-
rek - to opisuja prawa fizyki i chemii.

W dzisiejszym Swiecie, zeby rozumiec¢ procesy zyciowe,
powstawanie i przebieg chordb, znalez¢ nowe leki, trzeba
zrozumie¢ jak dziataja molekuty w komérce. Ale czy mozna
zaobserwowac ich ruch w tak ztozonym $rodowisku, biorgc
pod uwage to, Ze méwimy o rozmiarach Kilku nanometrow,
czyli znacznie mniejszych niz krople tluszczu w mleku? Nikt
przeciez nie wejdzie do wnetrza komorek. Najbardziej wyrafi-
nowane techniki mikroskopii optycznej pozwalajg obrazowac
ze zdolnoscig rozdzielcza co najwyzej kilkudziesieciu nano-
metréw, co nadal nie pozwala na bezposrednia obserwacje
molekut. Czy mozna zatem uzy¢ mikroskopu optycznego do
badania proceséw molekularnych, lezacych u podstaw wszel-
kich proceséw zyciowych?

Molekularne boisko

Zeby odpowiedzie¢ na to pytanie, najlatwiej wyjsc
- przynajmniej myslowo - na.. boisko i przeprowa-
dzi¢ swojego rodzaju eksperyment. Ustalmy, ze bedzie
to boisko do koszykéwki o wymiarach 15 x 28 m.
Jednak nasza uwage skupimy nie na samej grze, ale
na obserwacji graczy przebiegajacych przez koto na
$rodku, majace promieri 1,8 m. Zalzmy, ze ruch gra-
czy jest okreslony zasadami bladzenia przypadkowego
w dwdch wymiarach. Sa one bardzo proste: dla kazdego
zawodnika rzucamy dwiema monetami. Uméwmy sie,
ze orzet na pierwszej z nich oznacza krok w lewo, reszka
W prawo, a na drugiej orzet to krok w gore, reszka w dot.
W przypadku dojscia do linii bocznych zawodnik ,odbija
si¢” od nich. A teraz powiedzmy, ze kto$ bedzie przeka-
zywac informacje o liczbie graczy w srodku kota w nieco
wyrafinowany sposéb - kiedy zawodnik znajdzie sie
w Srodku, zapala jedng zaréwke, kiedy zas wyjdzie z tego
obszaru - gasi ja. OczywiScie dysponuje on dostateczng
liczba zaréwek i dobrym refleksem. W danym momencie
liczba zapalonych zaréwek bedzie taka jak liczba koszy-
karzy w $rodku boiska. Czy gdyby kto$ inny nie mogt
obserwowac bezposrednio naszego mys$lowego meczu,
a miat do dyspozycji jedynie zapis sygnatu, jakim bytoby
natezenie Swiatla zarejestrowane w czasie, czy mégtby
zrobic z niego uzytek? Czy maogiby dowiedziec sie czegos
np. o liczbie graczy na boisku oraz o tempie gry?
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Sprobujmy. Jezeli przez n oznaczymy liczbe graczy
w kole, a k bedzie pewng stalg ttumaczaca natezenie Swiatta
zapalonych zaréwek, nasz sygnal, nazwijmy go F, zapisali-
bySmy jako F=k-n. Jak fatwo sobie wyobrazi¢ oraz jak wida¢
na rys. 4, sygnat F zmienia si¢ w czasie w sposéb bardzo
nieregularny. Chcac opisac te nieregularnosci, mozemy uzyc
prostych narzedzi statystyki matematycznej, np. z wartosci F
dla kazdej chwili obliczy¢ Srednig (oznaczong <F>), jak réw-
niez tzw. wariancje (oznaczong Var(F)), bedaca miarg tego,
jak poszczegoélne wartoSci odbiegaja od $redniej. Oblicza sie,
odejmujgc od kazdej z poszczegblnych wartosci Fich Srednia,
a nastepnie oblicza Srednig takich odchylen, podnoszac je do
kwadratu, dla pozbycia si¢ probleméw z ich znakiem. Czyli
Van(F)=<(F<F>)2>. Okazuje sie, ze gdy gracze poruszajg sie
przypadkowo, to ich liczba w kole w danym przedziale czasu
- a tym samym nasz sygnat F - podlega tzw. rozktadowi
Poissona. Rozkiad ten ma szczegdlng ceche, poniewaz Sred-
nia wartosci jest réwna wariancji (<F>=var(F)).

No dobrze, ale jakie to ma znaczenie w naszym koszy-
karsko-Swietlnym problemie? Okazuje sie, ze gdyby policzy¢
stosunek van(F) do <F>2, okazatoby sie, ze jest on po prostu
réwny odwrotno$ci $redniej liczby graczy w kole (1/<n>).
Prosze zauwazy¢, ze wynik ten jest zupehie niezalezny od
k! Czyli niewazne, czy do przekazania informacji o graczach
uzyliby$my zaréwek, diod LED, czy jakichkolwiek innych Zré-
det Swiatta. Wazne, Zeby byt to sygnat proporcjonalny do n,
ktéry mozemy wykry¢. Wtedy analizujac jedynie taki szum
jak na rys. 4, mozemy w prosty sposob uzyskac informacje
o Sredniej liczbie graczy w $rodku pola.

Gra pod mikroskopem

Czy to rzeczywiscie dziata? Mozemy to fatwo sprawdzic,
wykonujac symulacje komputerowa. Jezeli z analizy naszego
sygnatu dostaje Srednig liczbe graczy w kole, to po prze-
skalowaniu przez czynnik odpowiadajacy polu powierzchni
kota (II- (1,8 m)2) do pola boiska (28 m - 15 m) powinni$my
dosta¢ liczbe koszykarzy na boisku. Srednia z moich prze-
prowadzonych dziesieciu symulacji wyniosta 10,1 + 2,3,
co w zupelnosci sie zgadza. Co wiecej, taki sygnat zawiera
takze informacje o dynamice naszej gry. W tym celu mozna
dokonac tzw. analizy autokorelacji sygnatu. Formalny opis tej
procedury jest nieco ztozony, ale intuicyjnie chodzi o zbada-
nie, jak sygnat jest podobny do samego siebie w kolejnych
krokach, jakie robig nasi gracze. Analiza taka umozliwia wy-

Kiatki filmu z mikroskopu konfoklalnego obrazujace ruchy Browna kropel tiuszczu w mieku.



fowienie charakterystycznego czasu, jaki zawodnik spedza
w kole. Znajac promien kota, mozemy tatwo dosta¢ informa-
cje o tzw. wspotczynniku dyfuzji, ktdry jest swojego rodzaju
odpowiednikiem predkosci dla ruchéw przypadkowych, ta-
kich jak ruch Browna naszych koszykarzy.

Ruch i stezenie molekut badamy dokladnie tak samo.
Ta boiskowa gra to makroskopowa ilustracja mikroskopowej
techniki nazywanej spektroskopig korelacji fluorescencji
(fluorescence correlation spectroscopy, FCS). Tu funkcje kota na
boisku spetnia skupione przez obiektyw mikroskopu $wiatto
laserowe, ktore efektywnie ,wycina” w przestrzeni elipsoide
o0 krotszej potosi rzedu 200 nm. Jak pamietamy z poczatku
artykutu, to nadal duzo w skali molekut. Natomiast mimo ze
samych znakowanych fluorescencyjnie molekut nie mozemy
obserwowac¢ bezposrednio, to okazuje sie, ze analiza, taka
sama jak w przypadku boiska, dostarczy nam informacji o
liczbie molekut (zatem ich stezeniu) oraz o dynamice ich
ruchu. A poniewaz ta technika jest technikg mikroskopowa,
ruch taki mozemy bada¢ zaréwno w roztworach, jak i we
wnetrzu zywych komoérek, w blonach komérkowych lub
sztucznych uktadach imitujacych te struktury. Technika FCS
ma takze swojego rodzaju rozszerzenie na dwa kolory: gdyby
chcie¢ badac zdolno$¢ znakowanych molekut - powiedzmy
zielonych i czerwonych - do oddziatywania ze soba, mozna
uzy¢ drugiego lasera, wzbudzajacego, czyli ,widzacego”
drugi rodzaj molekut. Jezeli molekuty wystepuja jako czer-
wono-zielony kompleks, beda sie poruszac jako jeden obiekt,
w przeciwnym przypadku bedzie to ruch niezalezny. Bedzie
to widac w rejestrowanych sygnatach. To z kolei jakby patrzec
z gory na ruch kogo$ spacerujacego po parku. Kto$ chodzi,
przysiada na tawce, potem znéw spaceruje. Dla nas to sygnat
zielony. W parku pojawia sie pies - sygnat czerwony. Jesli nie
jest to nasz wlasny czworonozny przyjaciel, wyprowadzany
na smyczy (ten tworzy z nami ,kompleks”), sygnat zielony
nie bedzie podobny do czerwonego i da niska tzw. korelacje
krzyzowa (miedzy dwoma sygnatami). W drugim przypadku
podobienstwo sygnatéw bedzie duze. Na tym polega spektro-
skopia krzyzowej korelacji fluorescencji (fluorescence cross-
-correlation spectroscopy, FCCS).

La granicami nanoswiata

O technikach tych dowiedziatem si¢ w 2005 roku
i od razu wiedziatem, ze w przysztosci chce sie nimi
zajmowaé. W dotychczasowych pracach zastosowatem

Przykiady , Siedzonych“ pojedynczych kropel oznaczono przez 1, 2, 3. Pasek skali odpowiada 10 pm
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je m.in. do badania oddziatywan fragmentéw biatek
przechodzacych przez btone komdrkowa (tzw. helis
transbtonowych), jak réwniez do badania ruchliwosci
lipidow i biatek w sztucznie utworzonych sktukturach
imitujacych te wystepujace naturalnie. Dzigki wynikom
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Klatki animacji przedstawiajacej opisywanq gre na boisku koszykowym.
Rejestrowany sygnat jest proprcjonalny do liczhy graczy znajdujacych sig
w kole na Srodku boiska

mozna wnioskowaC o wplywie struktury btony komd-
rek na ruch i oddzialywania elementéw je tworzacych.
W szczegdlnosci okazato sie, ze obecno$¢ cytoszkieletu,
swoistego rusztowania we wnetrzu komoérki, w inny
sposob wptywa na mobilno$¢ biatek w btonie, a w inny
na mobilno$¢ lipidéw. Stosujac metode FCS w wersji
dwukolorowej, udato nam sie takze pokaza¢ - wbrew
istniejacym schematom - ze kompleksy pewnego typu
receptorow (interleukiny-4) wcale nie sg tworzone na
powierzchni komorek, tylko w ich wnetrzu. Moim celem
na najblizsze lata jest stworzenie warsztatu badawczego
do badan dynamiki i oddziatywan biomolekut zaangazo-
wanych w rézne procesy, takie jak: wczesne etapy inwazji
wirusa grypy, modelowe reakcje chemiczne zachodzace
w warunkach komérkowych, zmiana struktury i dynami-
ki bton lipidowych w obecnosci biatek, ktére sie w niej
kotwicza. Rowniez w nano$wiecie molekut wszystko sie
porusza! =

Chcesz wiedzie¢ wiecej?

Worch R, Bokel Ch., Hofinger S., Schwille P., Weidemann T. (2010). Focus
on composition and interaction potential of single-pass transmembrane
domains Proteomics, 10: 4196-4208.
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