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Cykl pieciu artykuléw na temat wykorzystania Danio pregowanego jako
organizmu modelowego w badaniach pracownikéw Miedzynarodowego

Instytutu Biologii Molekularnej i Komoérkowej w Warszawie
realizujacych w latach 2012-2016 projekt 7PR RegPot pt. ,,Fishing for
Medicines and their targets using Zebrafish models of human diseases”.

M ALA RYBKA - WIELKIE WYZWANIA

Piotr Jan Korzeniowski i Malgorzata Wiweger (Warszawa)

Streszczenie

Dynamiczny rozwdj badan biomedycznych narzucit konieczno$¢ poszukiwania nowych modeli zwierzg-
cych, pozwalajacych na doktadniejsze poznanie ztozonych proceséw fizjologicznych i patologicznych. Jed-
nym z takich modeli jest danio pregowany (Danio rerio, ang. zebrafish). Ta niepozorna ryba wyznaczyta
nowe trendy w badaniach z zakresu genetyki i rozwoju, farmakodynamiki, toksykologii, kontroli sSrodowiska,
behawioru itp., stwarzajac szans¢ na znalezienie nowych drog w leczeniu roznych chordb. Pomimo pozornej
prostoty hodowla i przeprowadzenie badan z wykorzystaniem tego organizmu niesie za sobg szereg wyzwan,
z ktorymi warto si¢ zmierzyc.

Abstract

The dynamic development of biomedical research imposed the need for new animal models that would
allow a more precise understanding of complex physiological and pathological processes. One such model
is the zebrafish (Danio rerio). This modest fish set new trends in research: genetics and development, phar-
macodynamics, toxicology, environmental control, behaviour, etc. creating an opportunity to find cure for
various diseases. Despite the apparent simplicity, breeding and performing experiments on this organism carries
a number of challenges which are worth addressed.

Gromada ryb (Pisces) stanowi najbardziej zréz- ogromng zmiennoscig budowy i fizjologii, podykto-
nicowang grupe wspotczesnie zyjacych kregowcoéOw. wang dostosowaniem si¢ do odmiennych warunkow
Skupia ponad 30 tysiecy gatunkow, cechujacych si¢  srodowiskowych. Ryby zasiedlaja wody stone, stodkie




ARTYKULY

Wszechswiat, t. 117, nr 10—12/2016

oraz o charakterze mieszanym. Mozna je znalez¢ od
przybrzeznych ptycin po najglebsze miejsca oce-
anoéw. Sg rowniez gatunki, ktore okresowo wycho-
dza na lad, np. poskoczek mutowy (Periophthala-
mus barbarus). Wizerunki ryb mozna zobaczy¢ na
najstarszych malowidtach i w manuskryptach stwo-
rzonych przez cztowieka. Nic w tym dziwnego, po-
niewaz ryby, jako zrodlo warto$ciowego pokarmu
i podstawa rozwoju wielu spolecznos$ci, zawsze byly
silnie zwigzane z naszym gatunkiem. Oprocz duzego
znaczenia gospodarczego ryby od wieluset lat byly
1 s3 uznanymi ,,zwierz¢tami towarzyszacymi”. Juz
w starozytnych Chinach doceniano ich pigkno i ho-
dowano ozdobne odmiany karasia, tworzac wzorce
poprawnosci ksztaltow i ubarwienia, kreujac trendy,
ktore przetrwaly do dnia dzisiejszego. Dzigki dyna-
micznemu rozwojowi akwarystyki stodkowodnej
(a takze 1 morskiej) pigknie urzadzone akwaria,
z ciekawymi gatunkami eksponowanych w nich ryb,
pozwalajg nam utrzymaé fragment przyrody we wia-
snym domu i dajg tak potrzebne wytchnienie od co-
dziennych obowiazkéw. Gama zmiennosci anatomicz-
nych i fizjologicznych oraz sposoboéw dostosowania
si¢ do roznych warunkéw srodowiska jest takze przed-
miotem fascynacji i obiektem badan naukowych. Takie
gatunki jak: gupik (Poecilia reticulata), mieczyk (Xi-
phophorus helleri), ryzanka japonska (Oryzias latipes,
ang. medaka), ryby z rodzaju Nothobranchius (ang.
killifish) czy tez ryby lososiowate i jesiotrowate oraz
wiele innych wniosty duzy wklad w rozwoj badan w
réznych dziedzinach biologii, medycyny i toksykolo-
gii. Jednak to pewna mata, azjatycka ryba, hodowana
od dziesigcioleci w akwariach domowych, zrobita za-
wrotng kariere jako zwierze laboratoryjne, uzytkowa-
ne w setkach osrodkow naukowych na calym swiecie.
Jest nig danio pregowany Danio (Brachydanio) rerio
(ang. zebrafish), gatunek po raz pierwszy opisany
w roku 1822 przez doktora Francisa Buchanan-Hamil-
tona, szkockiego medyka i przyrodnika.

Danio pregowany jest przedstawicielem rodziny
karpiowatych (Cyprinidae) — dalekim kuzynem kar-
pia. W naturze zasiedla wody Indii, Pakistanu, Ban-
gladeszu, Nepalu i Birmy. Bytuje w wodach o zr6zni-
cowanym charakterze: od rzek, przez rozlewiska, do
malych ciekow wodnych i zbiornikéw zastoinowych.
Preferuje zaro$nigte ptycizny, gdzie tatwo moze zdo-
by¢ pozywienie (ryby danio sa wszystkozerne) oraz
skry¢ si¢ przed drapiezca. Ryby te sa stosunkowo
malo wymagajace. Dobrze znosza temperatury od
8°C do 32°C i przewodnictwo wody wahajace si¢
w granicach od 100 do 1400 pS (uS — jednostka ukta-
du SI dotyczaca przewodnosci i admitancji elektrycz-
nej). Dla poréwnania: woda destylowana ma ok 5 uS,

a woda kranowa ma ok 500-800 pS. Danio cechuje
si¢ do$¢ duza plodnoscia i krotkim cyklem rozwojo-
wym. Te naturalne cechy oraz niewielki rozmiar ciata
(doroste osobniki osiagaja 4-5 cm) sprzyjaja utrzy-
mywaniu ich w warunkach laboratoryjnych (Ryc. 1).
Danio w formie dzikiej charakteryzuje si¢ smuktym
cialem o typowym ubarwieniu, skladajgcym si¢
z paséw biegnacych wzdhuz ciata. Jest jednak wiele
odmian fenotypowych, w ktorych pasiasty wzor nie
jest zachowany: leopard, albino, nacre, roy orbison,
casper, crystal [2].

Warto poswigci¢ troche uwagi poczatkom badan
z wykorzystaniem danio. Wprawdzie w czerwcu
1976 r. ryby danio zostaly po raz pierwszy wyslane
w kosmos na poktadzie radzieckiej stacji kosmicznej
Salut 5 (Atmaz 3), ale za prekursora badan z zastoso-
waniem tego modelu jest uwazany prof. George Strei-
singer, urodzony w Budapeszcie w 1927 roku. Skom-
plikowana historia tego okresu spowodowata, ze jego
rodzina wyemigrowata do USA. Po przejsciu kolej-
nych etapow edukacji prof. Streisinger swoja prace
zwigzal z badaniami z zakresu biologii molekularne;j
wirusow. Do potwierdzenia uniwersalnosci swoich
odkry¢ dotyczacych struktury i kodu genetyczne-
go faga T4 (bakteriofag skladajacy si¢ z kapsydu
i dwuniciowego DNA, atakujacy bakterie E.coli; je-
den znajlepiej poznanych wiruséw) wybrat rybe danio
pregowany. Jego entuzjazm zwigzany z wykorzysta-
niem ryb danio, jako modelu do studiowania genetyki
i rozwoju kregowcow nizszych, poczatkowo zetknat
si¢ z umiarkowanym przyjg¢ciem. Na szcze$cie scep-
tycyzm ostabl, a linie danio uzyskane w laboratorium
prof. Streisingera (Oregon University w Eugene) sa
do dzisiaj uzywane w badaniach na calym $wiecie.
Kariera matej rybki uzyskata znaczne przyspiesze-
nie w latach 80. i 90. ubiegtego wieku, kiedy w tzw.:
,»libingen screen” (kierowanym przez prof. Chri-
stiane Niisslein-Volhard, laureatke¢ Nagrody Nobla
za badania nad genetyka rozwojowa muszki owoco-
wej) oraz ,,Boston screen” utworzone zostaty pierw-
sze kolekcje mutantow danio. Genetyka danio stala
si¢ interesujacg dla szerszej grupy naukowcow [5].
Rok 2001 to poczatek sekwencjonowania geno-
mu danio pregowanego w Instytucie Sangera (UK).
W tym samym roku w Eugene (Oregon, USA) po-
wstal ,,Zebrafish International Resource Center”
(ZIRC) — bank genéw danio, w ktorym przecho-
wywane s3 tysigce linii dzikich, transgenicznych
1 z mutacjami. W Europie siostrzane centrum — ,,Eu-
ropean Zebrafish Resource Center” (EZRC) otwarte
zostato dopiero w 2012 r. w Karlsruhe w Niemczech.
W tym samym roku zostat otwarty takze chinski odpo-
wiednik — China Zebrafish Resource Center (CZRC).
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W Polsce badania z uzyciem modelu danio prowa-
dzone sg w kilku o$rodkach, ale tylko nieliczne
zwierzgtarnie prowadzg licencjonowang hodowle,
a tylko z takiej zwierzeta mogg by¢ pozyskiwane
z mys$la o wykorzystaniu do celow naukowych badz
edukacyjnych.

odpornosciowego oraz choroby infekcyjne (wiruso-
we i bakteryjne). Mozliwo$¢ oceny zjawisk patolo-
gicznych, lezacych u podloza tych choréb na pozio-
mie molekularnym i1 komorkowym, stwarza szanse
na znalezienie nowych droég w ich leczeniu. Oprocz
tego prowadzone sa badania z zakresu: genetyki

Ryc.1. Hodowla laboratoryjna danio preggowanego w Migdzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komorkowej w Warszawie — przyktadowe
pojemniki hodowlane. Zdjgcie autorstwa mgr. Michata Bazaty.

Wiele czynnikéw wptyneto na to, ze danio pre-
gowany jest popularnym modelem badawczym na
calym $wiecie. Latwos$¢ rozmnazania i krotki cykl
rozwojowy (ok. 3 miesigcy od jaja do osobnika do-
rostego) oraz mozliwos¢ czestego pozyskiwania du-
zych ilosci materialu badawczego sa niewatpliwie
jednym z najwazniejszych aspektow. Niemniej waz-
ny jest fakt, ze stadia larwalne danio maja niewielki
rozmiar (ok. 3 mm) oraz sg przezroczyste, co pozwala
na $ledzenie in vivo zachodzacych w organizmie pro-
cesOw. Zsekwencjonowany genom (danio posiada 25
chromosoméw) oraz obecno$¢ odpowiednikéw ok.
70% gendw ludzkich decyduje o wyjatkowosci tego
zwierzgcia [3]. Do najwazniejszych chorob, zalicza-
nych do zagrozen cywilizacyjnych, nad ktérymi pro-
wadzone sg badania przy zastosowaniu modelu danio
naleza: choroby neurodegeneracyjne i psychiczne,
choroby nowotworowe i serca, choroby uktadu mig-
$niowo-kostnego, rdéznego typu zaburzenia uktadu

i rozwoju, farmakodynamiki, toksykologii oraz kon-
troli $rodowiska. Poza zawansowanymi badaniami
na poziomie komoérkowym i molekularnym, warte
wymienienia sg rowniez badania behawioralne. Dzi¢-
ki nowoczesnym urzadzeniom stworzonym do precy-
zyjnej obserwacji zarowno form mlodocianych, jak
i ryb dorostych, mozliwa jest analiza pozwalajaca na
ocen¢ zmian w zachowaniu spowodowanych zmia-
nami patologicznymi, dziataniem lekéw czy innych
réznorodnych czynnikoéw. Jako zwierze modelowe
danio poddawane byto szeregu modyfikacjom. Mu-
tageneza ENU (C3H7N302, zwigzek chemiczny
o silnie mutagennym charkterze) zostata uzyta uzyta
m. in. do stworzenia pierwszych kolekcji mutantow
(wczesniej wspominany ,,Tlibingen screen”). Byla
takze podstawg projektu ,,The Zebrafish Mutation
Project (ZMP)” realizowanego w Instytucie Sangera
(UK), ktorego celem byto utworzenie knock-out’oéw
we wszystkich genach kodujacych biatka w genomie
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danio pregowanego. W metodzie tej samce danio
poddawane sa krotkiej kapieli w roztworze mutage-
nu w celu wywolania zmian w DNA gamet. W za-
fozeniu, po tarle, kazdy zarodek powinien odziedzi-
czy¢ unikalny zestaw mutacji, z ktorych cze$¢ bedzie
utrwalona w nast¢pnych pokoleniach. Metoda ta jest
wprawdzie przypadkowa i mato wydajna, jednak jest
podstawa w ,,forward genetic screen”, w ktorych ko-
lekcje potencjalnych mutantow przeszukuje si¢ pod
katem interesujacych fenotypow. Dopiero te probuje
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si¢ wigzaC z zaistnialg mutacjg. Takie dziatanie po-
zwala na odkrywanie nowych genéw/mechanizmow
regulacji. ENU dziala na rozne zwierzgta, ale ze
wzgledu na to, ze przeprowadzenie ,,forward gene-
tic screen” wymaga uzycia duzej iloSci osobnikow,
aspekty etyczne i ekonomiczne sprawiaja, ze danio
jest jednym z nielicznych krggowcow, u ktorych te
metode warto zastosowaé. Inaczej jest w przypadku
metody CRISPr/Cas9 (ang. Clustered Regularly In-
terspaced Short Palindromic Repeats; CRISPR, CRI-

200 pum

Ryc.2. Obrazowanie in vivo neurondw u transgenicznej, pigciodniowej larwy danio wyznakowanej sondg GCaMP5g [1] przy uzyciu mikroskopu Light-

sheet Z.1. (A) widok pogladowy: TEL-telencephalon, O-oculus, H-habenulla.

-optic tectum, PT-pre tectum, CER-cerebellum, AP - area postrema;

(B,C) seria zdje¢ w kolejnych punktach czasowych, z rejonéw zaznaczonych rézowa ramka, przedstawiajacych rosnace poziomy wapnia w cytoplazmie
neurondw po indukcji srodkiem powodujacym rozprzeganie bton mitochondrialnych (CCCP); (B) rejon nadwzgorza (zblizenie na uzdeczke-habenulla);
(C) okolice pola dalszego (area postrema). Im jasniejszy kolor, tym wyzszy poziom wapnia. Zdjecie autorstwa mgr. Michata Bazaty.
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SPR-associated (Cas) genes), ktéra od paru lat rewo-
lucjonizuje §wiat nauki. Jest to sztandarowa technika,
bazujaca na naturalnych mechanizmach obrony wy-
stepujacych u bakterii. W aspekcie choréb rzadkich,
zastosowanie tej metody z wykorzystaniem modelu
danio ma szczeg6lnie duzy potencjal. Szybki rozwoj
rybiego zarodka oraz dostgpno$¢ materiatu umozliwia
przyspieszanie i intensyfikacj¢ badan, dzigki czemu
(technicznie i ekonomicznie) mozliwe jest przetesto-
wanie nawet kilkunastu genéw/mutacji i ich funkcji
w organizmie krggowca. Przy produkcji linii trans-
genicznych najczgsciej stosowane byly dwie metody
— TALEN (ang. transcription activator-like effector
(TALE) nucleases) i system Tol2, takze oparte na me-
chanizmach obronnych bakterii. Metody te pozwalaty
na inkorporacj¢ stosunkowo dhugich fragmentow ob-
cego DNA, ale zar6wno przygotowanie konstruktow,
jak 1 wyprowadzenie transgenicznej linii byly zmud-
ne i mato wydajne. Od czasu zaadaptowania CRISP1/
Cas9 takze do produkc;ji linii reporterowych i knock-
-in’6w pozwalajagcych na kontrolowane wilaczanie
i wylaczanie genow, klasyczne procedury TALEN
i Tol2 sg zastgpowane tg prostsza i znacznie efektyw-
niejsza metoda [4]. Mozliwos¢ uzyskania §wiecacych
w roznych kolorach (mikroskopia fluorescencyjna
i konfokalna) organow, komorek, czy samych organel-
li umozliwia $ledzenie ztozonych procesow fizjolo-
gicznych i patologicznych na réznych poziomach (od
organizmu do poziomu subkomorkowego, Ryc. 2).
Przygotowujac si¢ do edytowania DNA u danio na-
lezy pamigta¢ o tym, ze genom tej ryby charaktery-
zuje si¢ bardzo wysokim stopniem polimorfizmu.
Dlatego warto pozna¢ doktadng sekwencje rejonu,
w ktorym chcemy wprowadza¢ zmiany, we wszyst-
kich rybach, ktore beda uzyte do pozyskania ikry.
Tylko w ten sposob unikniemy niespodzianek zwia-
zanych z obecnoscia polimorfizmu pojedynczego
nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polymorphism;
SNP), ktory moze spowodowac, ze sekwencja, kto-
ra miata by¢ homologiczna, akurat w jednej z ryb
nie bedzie miala wystarczajacego podobienstwa lub
spowoduje, ze wprowadzone zmiany beda miaty
innych charakter.

Wiele czynnikow ma wptyw na efektywnosc¢ i po-
wtarzalnos¢ wyzej wymienionych metod. Wazne jest
przygotowanie odpowiedniego materiatu (projekto-
wanie, synteza, zbior komoérek, roztwor/zawiesina ro-
bocza, przechowywanie), dostepnos¢ odpowiedniego
sprz¢tu, manualne zdolnosci oraz do$wiadczenie
operatora nastrzykujacego zarodki, jako$¢ ikry oraz
stadium rozwoju zarodka, a takze miejsce wklucia.
Produkcja igiet jest sztuka, ale czas zainwestowany
w zdobycie wprawy, zwréci si¢ z pewnoscig. Duzo

czasu i cierpliwo$ci wymaga takze nauczenie si¢ 10z-
nych technik nastrzykiwania czy transplantacji. Ma-
jac na uwadze to, ze dobierajac odpowiednie miej-
sce wklucia mozemy spowodowac: wyciszenie genu
w calym zarodku lub powstanie organizmu mozaiko-
wego (na przyktad tylko czgs¢ neuronow bedzie wy-
znakowana), a takze to, ze material (np. bakteria czy
komoérka nowotworowa) bedzie migrowac lub zosta-
nie w miejscu iniekcji, warto pozna¢ zaréwno teorig,
jak 1 zdoby¢ praktyczne do$wiadczenie pod okiem
doswiadczonego praktyka.

Typowa szpilka krawiecka ma 35 mm dhlugosci
1 0,6 mm grubos$ci. Cieniutkie igly do akupunktury
maja ok. 0,26 mm, jednak w poréwnaniu z glowa
5-cio dniowego danio (1,2 mm $rednicy), nawet tak
drobne przedmioty sa duze. Narzedzia uzywane do
pracy z danio musza by¢ odpowiednio dopasowane
(zaréwno dla zarodkow, jak i dla osobnikéw doro-
stych), aby umozliwi¢ prawidlowe wykonanie zabie-
gu. W sprzedazy pojawia si¢ coraz wigksza gama na-
rzedzi, jednak potrzeba przygotowywania wlasnych
przyrzadow wydaje si¢ by¢ wpisana w rozwdj nauki.
Komplikacje niosg takze analizy zarodkow/larw.
O ile obserwacje pojedynczych sztuk nie sa ktopo-
tliwe — mozna je wykona¢ pod standardowym mi-
kroskopem i udokumentowaé zwykta kamera, o tyle
przesledzenie zmian fenotypowych u wigkszej gru-
py (zwykle 24-96 sztuk, a czasem 2 tysigcy) nie jest
fatwe. Zarodki rozwijaja si¢ dynamicznie. Dlatego
dane, aby byly poréwnywalne, muszg by¢ zbierane
W tym samym czasie. Sg wprawdzie systemy umozli-
wiajgce automatyczne obrazowanie komorek, ale ich
zastosowanie dla zarodkéw jest bardzo ograniczone
(zarodki sg zbyt grube i ruchliwe, a w dodatku trzeba
zanalizowa¢ duzg ich liczbe). Z tych powodow tech-
niczne ograniczenia sg chyba jednym z najwigkszych
wyzwan, z jakimi muszg si¢ mierzy¢ osoby pracujgce
z modelem danio pregowany. Dlatego tak wazna jest
wspotpraca biologéw z inzynierami, informatykami
1 innymi osobami, ktérym nie obce sag nowosci tech-
niczne. Przyktadem takiej wspotpracy sg urzadzenia
do EKG, roboty do sortowania ikry i nowoczesne
systemy do prowadzenia hodowli laboratoryjnej da-
nio preggowanego.

Poczatkowo ryby utrzymywano w typowych akwa-
riach z ré6znymi ukladami filtracji i napowietrzania.
Standardy utrzymania hodowli danio w warunkach
laboratoryjnych musza by¢ na wyzszym poziomie,
podobnie jak w przypadku innych zwierzat labora-
toryjnych. Z tego powodu powstaly systemy wodne
dedykowane danio laboratoryjnemu. Obecnie istnie-
je kilka firm produkujacych takie zestawy. Wspol-
nymi cechami tych urzadzen sa: wydajna filtracja
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mechaniczna, chemiczna i biologiczna, ciagta kontro-
la podstawowych parametréw wody (temperatury, pH,
uS, natlenienia), mozliwo$¢ automatycznej wymiany
czesci wody (najczesciej stosowana objetos¢ wymie-
nianej dobowo wody to 10—15%, ale w sytuacjach, gdy
w systemie przebywa wigcej ryb, mozna ja zwigk-
szy¢), automatyczna produkcja wody hodowlanej na
bazie wody RO (ang. reverse osmosis), czyli wody
uzyskanej po zastosowaniu filtra odwroconej osmozy.
Systemy takie sa rowniez wyposazone w silne lam-
py UV, zmniejszajace ryzyko szerzenia si¢ infekcji
w obrebie akwakultury. Parametry wody sg dodatko-
wo kontrolowane, nie automatycznie, ale manualnie,
w akwakulturach, przy uzyciu testow akwarystycz-
nych. Przy tych kontrolach szczegdlng uwage zwraca
si¢ na stezenie amoniaku i azotyndw w wodzie, jako
metabolitow wysoce toksycznych dla ryb. Jako inte-
gralna czgs$¢ systemu, badz tez jako urzadzenia dzia-
fajace niezaleznie, instalowane sg systemy alarmowe
powiadamiajgce o zagrozeniach takich jak: zmiany
pH, przewodnosci, temperatury, brak zasilania czy za-
ktocenia cyklu $wietlnego. Ryby utrzymywane w wa-
runkach laboratoryjnych majg okreslony program zy-
wieniowy. Pokarm jest dopasowany do wieku (etapu
rozwoju) i rozmiaru ryby. Dominujg pokarmy suche
w formie granulatow i ptatkdw. Zastosowanie znaj-
duja rowniez pokarmy zywe. Sa one cennym zrodiem
sktadnikéw odzywczych i urozmaiceniem (polowa-
nie jako przejaw naturalnego zachowania), jednak
niosa ryzyko transmisji patogenéw droga pokarmo-
wa. Z tego powodu wrotki, pantofelki czy wyleg arte-
mii muszg pochodzi¢ z czystych hodowli — najlepiej
prowadzonych przez dana pracowni¢ (z materiatu po-
czatkowo pozyskanego wylacznie z autoryzowanych
zrodet). Ryby karmione sg od 3 do 6 razy dziennie
w zaleznos$ci od ich potrzeb i oceny aktualnego stanu.
W duzych pracowniach sprawdzaja si¢ automaty do
karmienia. Hodowla danio w warunkach laboratoryj-
nych ma charakter intensywny — cechuje si¢ koniecz-
no$cig uzyskania jak najwigkszej ilosci materialu
do badan. Przekltada si¢ to na duze zaggszczenie ryb
(w USA jest to maks. 10-15 ryb w litrze wody, do
5 ryb wedlug zalecen UE), koniecznos¢ prowadze-
nia oceny wydajnosci rozrodczej (indeks taret) przy
jak najnizszej $§miertelnosci ryb dorostych i narybku,
z zachowaniem dobrostanu zwierzat. Pogodzenie
tych wszystkich wymogdéw jest zadaniem trudnym,
wymagajacym wiedzy hodowlanej i duzego doswiad-
czenia. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze nie tylko nadmier-
ne zageszczenie zwierzat moze by¢ niekorzystne.
Danio to ryba o charakterze stadnym i z tego powo-
du powinna by¢ utrzymywana w grupach liczacych
co najmniej 6 sztuk. W mniejszych grupach wzrasta

agresja i poczucie strachu, co moze negatywnie wpty-
na¢ na dobrostan zwierzat.

Dos¢ interesujacy jest proces rozmnazania danio
w laboratoriach. U dorostych osobnikéw na og6t silnie
zaznaczony jest dymorfizm ptciowy. Samce posiada-
ja zdecydowanie smuklejsza sylwetke, a ich ubarwie-
nie ma silne akcenty koloru pomaraficzowego i nie-
bieskiego, co szczegolnie jest widoczne na brzuchu

Ryc.3. Roznorodno$¢ fenotypowa u danio prggowanego. Zdjgcie autor-
stwa mgr. Michata Bazaty.

i pletwach. Samice majg wyraznie uwydatniong
parti¢ brzuszna, a ubarwienie ma przewage koloru
zottego i jasno-srebrnego. Nieco trudniejsze jest okre-
$lenie ptci u ryb o odmiennym kolorach w porow-
naniu do formy dzikiej (Ryc. 3). Szczyt mozliwosci
rozrodczych przypada w przedziale wiekowym 5-10
miesigcy zycia. Zaptodnienie jest zewngtrzne. Do po-
zyskiwania materialu do badan stosuje si¢ najczesciej
dwie podstawowe metody rozmnazania — tarta par
1 tarta grupowe. W obydwu przypadkach, w celu po-
zyskania zarodkéw na okreslonym etapie rozwoju,
mozna zastosowac dzielniki (przegrody, po usunigciu
ktoérych dochodzi do tarta) izolujgce samce od samic.
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W procesie rozmnazania, oprocz wieku i doskonatej
kondycji ryb, bezposredni wptyw na przystapienie do
tarta ma cykl §wietlny (dzien/noc). Ryby najchetniej
rozpoczynaja tarto w godzinach porannych, tuz po
zapaleniu si¢ $wiatta. Poniewaz danio sg kanibalami,
konieczne jest zabezpieczenie ikry specjalnymi rusz-
tami tarliskowymi, dzigki ktorym luzno opadajaca na
dno ikra jest bezpieczna. Samica jednorazowo sktada
okoto 100 ziaren ikry. W laboratoriach ikra, o $rednicy
ok 1,3 mm, jest zbierana na sitkach, plukana, sortowa-
na i dalszy jej rozwdj odbywa si¢ w szalkach Petriego
wypetlionych w 2/3 swej wysokosci woda. Tempo
rozwoju zarodkoéw jest zalezne od temperatury. Dla
hodowli laboratoryjnej standardem jest, ze szalki z za-
rodkami inkubowane sg w cieplarkach, w temperatu-
rze 28,5°C [7]. W takich warunkach pierwszy podziat
komorkowy trwa ok. 20 min, po 2,5 godzinie zarodek
ma 256 komorek, po 33 godzinach widac bijace serce.
Po 4-5 dniach od zaplodnienia larwy danio majg ok.
3 mm i staja si¢ zdolne do samodzielnego pobierania
pokarmu. Jest to tez moment, w ktérym danio staje
si¢ zwierzeciem w mys$l ustawodawstwa i w zwigzku
z tym, dopiero od tego momentu, wykonanie proce-
dur wymaga zgody komisji etycznej. Duzym wyzwa-
niem w efektywnej hodowli jest determinacja plci
u tej ryby. Danio nie posiada typowych chromoso-
moéw plciowych, co powoduje mozliwos¢ zmiany
plci w zaleznos$ci od wielu czynnikoéw (zjawisko zna-
ne rowniez u innych ryb i owadoéw). Wiadomym jest,
ze temperatura, wartos¢ pH, zageszczenie, rodzaj po-
karmu 1 czgstotliwo$¢ jego podawania, poziom hor-
monow i zaburzajacych ich dziatanie bisfenoli z po-
chodnymi (uwalniane z plastikow) moga mie¢ wptyw
na segregacj¢ ptci danio. Niestety nadal nie istnieje
sposob na petne kontrolowanie tego procesu, dlatego
w hodowlach laboratoryjnych zawsze utrzymuje si¢
wigcej zwierzat niz pojedyncze pary. Hodowla danio
na ogot bazuje na ciggtym odnawianiu linii. Zwigzane
jest to z konieczno$cig zabezpieczenia ciagtosci prac
badawczych. Utrzymywanie duzych ilosci ryb, ktore
nie sg aktualnie uzytkowane, a moga by¢ potrzebne
w przysztosci, bardzo obcigza budzet zwierzgtarni.
Rozwiazaniem tego problemu, jak réwniez doskona-
tym zabezpieczeniem linii hodowlanych, jest wpro-
wadzenie bankowania nasienia. Procedura ta wymaga
duzego doswiadczenia manipulacyjnego (pobieranie
nasienia metoda przyzyciowa lub po$miertng) oraz
doskonatej znajomosci procedur konserwacji i prze-
chowywania w cieklym azocie. MrozZenie oocytow
i zarodkow, zabiegi stosowane np. u myszy, nie sa do-
pracowane i w obecnej chwili nie znajduja z tego po-
wodu zastosowania w hodowli laboratoryjnej danio.

Powiedzenie ,,zdrowy jak ryba” jest bardzo zwod-
nicze. Istnieje kilka jednostek chorobowych stano-
wigcych powazne zagrozenie dla danio prggowa-
nego. Zakazenia wirusowe, bakteryjne, grzybicze
1 pasozytnicze muszg by¢ kontrolowane w hodow-
lach dbajacych o wysoki standard utrzymania zwie-
rzat. W przypadku hodowli zwierzat laboratoryjnych
standardy i wymagania sa wyjatkowo wysokie, po-
niewaz oprocz aspektow ekonomicznych, potencjal-
nego zagrozenia dla ludzi (choroby odzwierzece),
stan zdrowia zwierzat moze bezposrednio wplywaé
na wyniki badan. Aby zapewni¢ dobrostan zwierzat
1 najwyzszg jako$¢ materiatu badawczego, tworzone
sa programy ochrony zdrowia okreslajace czgstosc
icharakter badan wykonywanych w celu wykrycia pa-
togenow oraz plan zwalczania zagrozen w przypadku
potwierdzenia obecnosci czynnikdw chorobotwor-
czych. Rutynowe badania mogg by¢ wykonywane
w o$rodku macierzystym. Natomiast jesli placowka
nie dysponuje odpowiednim zapleczem ludzkim i la-
boratoryjnym, badz chce potwierdzi¢ wyniki, warto
co 6—12 miesigcy wykona¢ badania w autoryzowa-
nych, zewnetrznych laboratoriach diagnostycznych.
Ocena wynikéw oraz poroOwnawcze zestawienia
z dtuzszego okresu pozwalaja na opracowanie pro-
gnozy ulatwiajacej dalsze dziatania zapewniajace
sprawne funkcjonowania akwakultury.

Dla ryb danio pregowany profile diagnostyczne
obejmujg najczesciej bakterie z rodzaju Mycobac-
terium, z ktorych szczeg6lnie niebezpieczne dla ryb
oraz ludzi sa M. marinum, M. fortuitum i M. haemo-
philum oraz takie bakterie jak: Edwardsiella ictalu-
ri, Edwardsiella tarda, Flavobacterium columnare,
Pseudomonas spp./Aevomonas spp., Vibrio spp. oraz
pasozyty jednokomoérkowe, takie jak Microsporidia
(Pseudoloma neurophilia i Pleistophora hyphesso-
briconis) i nicienie jelitowe (Pseudocapillaria tomen-
tosa). Oprocz wymienionych czynnikow, umieszczo-
nych w podstawowych profilach diagnostycznych,
nalezy pamietac, ze zagrozenie dla danio laborato-
ryjnych moze dodatkowo stanowi¢ wiele innych pa-
togenoéw wystepujacych w amatorskiej hodowli ryb
ozdobnych lub hodowlanych. W hodowlanej prakty-
ce laboratoryjnej, w zwigzku z ryzykiem transmisji
zakazen, nie stosuje si¢ naturalnych podlozy akwa-
rystycznych, zywych roslin oraz niewskazane jest
utrzymanie $limakdéw i innych organizméw wodnych.
Z tego samego powodu nie wolno stosowac zywych
1 mrozonych pokarmow akwarystycznych. Nie nale-
zy zapomina¢ o warunkach srodowiskowych, ktorych
gwalttowne wahania moga obnizy¢ wydajno$¢ uktadu
immunologicznego ryb i spowodowaé wystapienie
chorob. Takze zmiany genetyczne wielu linii moga
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mie¢ bezposredni wplyw na ich odpornos¢. Nadal
prowadzona jest dyskusja co do zasadnosci leczenia
zwierzat laboratoryjnych, w tym takze danio prego-
wanego. Glownymi argumentami ,,za” s3 wymogi
prawne dotyczace zapewniania dobrostanu i wlasci-
wego traktowania oraz che¢¢ utrzymania szczeg6lnie
cennych ryb, ktére akurat zachorowaly. ,,Przeciw”
leczeniu przemawia to, ze nieprzewidywalnym jest
wplyw lekdw na organizm modelowy (przyjmu-
je sie, ze nawet drugie pokolenie moze nosi¢ $lad
dziatan farmakologicznych). Bardzo duze znacze-
nie ma prawidtowe przeprowadzanie kwarantanny
nowoprzybytych linii. Do systemu gléwnego akwa-
kultury laboratoryjnej moze trafi¢ jedynie potomstwo
ryb przebywajacych w kwarantannie i uznanych za
zdrowe. Bezwzglednym warunkiem bezpieczenstwa
jest skuteczne odkazanie ikry od nich pochodzace;.
Nalezy mie¢ swiadomos¢, ze istnieja choroby, przed
ktorych przeniesieniem nie uchroni nas ani zwykla
kwarantanna ani odkazanie ikry. Nie ma na te cho-
roby skutecznych lekarstw. W przypadku danio pre-
gowanego, doskonalym przykladem tego problemu
jest zakazenie Pseudoloma neurophilia — szczeg6lnie
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niebezpieczny pasozyt ukladu nerwowego [6].
W przypadkach innych chorob, np. infekcji Mycobac-
terium spp., pomimo istnienia znanych i skutecznych
lekow, konstrukcja systemow uzywanych do hodowli
danio uniemozliwia skuteczng terapie.

Pracownia Hodowli Ryb Danio (,,Zebrafish Core
Facility”) w Migdzynarodowym Instytucie Biologii
Molekularnej i Komoérkowej w Warszawie powsta-
fa jako baza projektu FishMed, kierowanego przez
Dyrektora Instytutu prof. dr hab. Jacka Kuznickiego.
Po zakonczeniu realizacji projektu jest najwickszym
w Polsce licencjonowanym obiektem tego typu.
Obecnie dysponuje tysiagcem akwariow, gdzie ho-
dowane jest okoto 17 tysiecy ryb, reprezentujacych
ponad 100 linii dzikich, transgenicznych oraz zmuto-
wanych. Z Pracowni tej korzysta 8 grup badawczych
z MIBMiK oraz uzytkownicy zewnetrzni, gtownie
z innych o$rodkéw warszawskich oraz z Olsztyna
i Poznania. Wzrastajace zainteresowanie polskich
naukowcow wykorzystaniem tego przydatnego w ba-
daniach biomedycznych modelu niesie nadziej¢ na
dalszy rozwoj Pracowni i innych rybich zwierzgtarni
w roznych placowkach w naszym kraju.
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PRZYZYCIOWE BADANIA NAD FUNKCJONOWANIEM
MOZGU PRZY UZYCIU MIKROSKOPII SPIM

Michat Bazata, Justyna Jedrychowska, Jacek Kuznicki (Warszawa)

Streszczenie

Dynamiczny rozwoj inzynierii genetycznej i technologii optycznych pozwala na coraz doktadniejszg obserwacije
skomplikowanych procesow biologicznych in vivo. Stwarza to nowe mozliwosci poszukiwania terapii dla
starzejacej si¢ populacji ludzkiej, wsrod ktorej powszechniejsze stajg si¢ choroby neurodegeneracyjne.
Mechanizmy lezace u podstaw chordb, takich jak choroba Alzheimera czy Parkinsona moga by¢ analizowane
bezposrednio w odpowiednim modelu zwierzecym, identyfikujgc interakcje w ztozonym systemie tkanek
1 komorek oraz sprawdzajac wpltyw potencjalnych lekéw. Wnioski wynikajace z takich obserwacji okazuja si¢
czasami inne, niz te wynikajace z badan prowadzonych jedynie na hodowlach komoérkowych. W ponizszym
opracowaniu podajemy przyktady naszych doswiadczen w oparciu o model ryby danio prggowanego (Danio
rerio), uzyskane przy pomocy ultranowoczesnego mikroskopu typu SPIM (ang. single plane illumination
microscopy). Szybko$¢ zbierania danych rzedu 100 Hz, wysoka rozdzielczo$¢ obrazu oraz niska fototoksyczno$¢
pozwalajg na obrazowanie pracy mozgu przezroczystych larw ryby podczas dlugotrwalych eksperymentow
przyzyciowych. Takie badania otwieraja nowe mozliwosci do glgbszego poznania funkcjonowania uktadu
nerwowego, zrozumienia jego dysfunkcji i identyfikacji potencjalnych lekow.

Abstract

The dynamic development of genetic and optical engineering leads to more precise observation of biologi-
cal processes in vivo. This opens new opportunities for developing successful therapies of neurodegenerative
diseases that become serious problem among the aging population. The mechanisms underlying diseases such as
Alzheimer’s and Parkinson’s may now be analysed directly in particular animal model, identifying interactions
in a complex system of tissues and cells and impact of chemicals as potential drugs. The conclusions of such
observations sometimes appear to be different than those from studies conducted using only cell cultures.
In this article we present examples of our research, based on the zebrafish (Danio rerio) model using the
cutting edge SPIM (selective plane illumination microscopy) microscope. It allows imaging the brain of
transparent larval fish during prolonged experiments, since its rate of acquisition is approximatelly 100 Hz, it
has high image resolution and low phototoxicity. These types of research open new opportunities to profound
understanding of the nervous system mechanisms and its dysfunctions, and to identify potential drugs.

Choroby moézgu — wyzwaniem XXI wieku

Liczba 0s6b zapadajacych na choroby mézgu zna-
czaco wzrasta. Jednym z powodow jest wydluzenie si¢
zycia ludzi, co prowadzi do zwigkszenia liczby osob
z chorobg Alzheimera (AD) i Parkinsona (PD). Ponad-
to styl i tempo zycia zwickszaja liczbe przypadkéw
urazéow gltowy (TBI), chorob psychicznych i innych

patologii mozgu. Zrozumienie ich mechanizméw
jest kluczowe do znalezienia sposobu na zapobiega-
nie lub przynajmniej op6znianie pojawienia si¢ AD
1 PD, zwalczanie skutkéw TBI i1 udarow oraz lecze-
nia choréb psychicznych. Od kilkunastu lat zinten-
syfikowano badania moézgu, w szczegdlnosci sieci
neuronalnych oraz molekularnych procesow zacho-
dzacych w uktadzie nerwowym. Stato si¢ to mozliwe
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dzigki zaangazowaniu wigkszych $rodkow finan-
sowych oraz rozwojowi nowych, wyrafinowanych
technologii. W artykule opisujemy zastosowanie do
badania mézgu nowoczesnych technik biologii mole-
kularnej w potaczeniu z ultranowoczesna mikroskopig.

Genetycznie kodowane sondy wapniowe, mikro-
skop SPIM i ryba danio pregowany

Jeszcze kilkanas$cie lat temu obserwacja in vivo
sieci neuronow kregowcow, przesytajacych impulsy
nerwowe, byla domena filmow science fiction.Sy-
tuacja zmienita si¢ radykalnie dzigki zastosowaniu
dwoch zasadniczych osiggni¢¢. Po pierwsze stwo-
rzono genetycznie kodowane biatkowe sondy flu-
orescencyjne, ktore zmieniaja fluorescencje pod
wplywem zmian poziomu jondéw wapnia w komor-
ce (ang. GECI — genetically encoded calcium indi-
cator) lub zmian napiecia (ang. GEVI — genetically
encoded voltage indicator), wskazujac na aktywne
komorki nerwowe [2, 13]. Reakcje te trwaja utam-
ki sekundy, a do ich rejestracji niezbedny jest drugi
wynalazek — mikroskop fluorescencyjny z mozliwo-
$cig sekcjonowania optycznego, czyli uzyskiwania
obrazow fluorescencyjnych markerow tylko z wybra-
nej plaszczyzny ogniskowania. Istnieje kilka metod
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sekcjonowania optycznego: mikroskopia konfokalna,
dwufotonowa, TIRF, a takze przedmiot niniejszego
artykutu — mikroskopia SPIM (ang. single plane il-
lumination microscopy, jednoptaszczyznowa mikro-
skopia $wietlna). Jedng z zalet mikroskopii SPIM
jest czas ekspozycji porownywalny do pojedynczego
impulsu nerwowego (okoto 1 ms—100 ms). Urzadze-
nie tego typu jest w stanie zobrazowa¢ w ciggu kilku
milisekund caty kadr, np. wybrana cz¢s$¢ mozgu, a nie
tak, jak w przypadku mikroskopii konfokalnej czy
dwufotonowej, poprzez czasochlonne skanowanie
pojedynczych linii kadru [1, 6]. Przy obrazowaniu
moézgu zywych organizmow niezbgdne jest tez omi-
nigcie przez $wiatlo lasera fizycznej bariery, jaka
tworzg kosci czaszki. Niestety w przypadku gryzoni
laboratoryjnych nie jest to mozliwe bez naruszania
struktury szkieletu. O wiele fatwiej jest natomiast zo-
brazowac organy mniejszego i przezroczystego zwie-
rzecia, ktore rozwija si¢ poza organizmem matki juz
od chwili zaptodnienia. Takim organizmem jest np.
ryba danio pregowany (tac. Danio rerio, ang. zebra-
fish). Przez pierwsze dni zycia jej szkielet i skora sa
wystarczajaco cienkie i przezroczyste, aby mogly by¢
fatwo penetrowane przez §wiatto lasera o matej mocy.
Wyniki uzyskane z takich badan majg znaczenie
dla zrozumienia procesow zachodzacych u ssakow,

Ryec. 1. Wiagzka lasera (kolor niebieski) w ksztalcie prostokata wzbudza jednocze$nie caty obszar obiektu obrazowanego prostopadle. Ciemne cylindry
to obiektywy wzbudzajace, ktore skupiaja Swiatto lasera. Szary cylinder to obiektyw rejestrujacy fluorescencjg¢. Obraz wykorzystany za zgoda firmy
Carl Zeiss Jena GmbH.
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poniewaz danio wykazuje do nich duze podobien-
stwo genetyczne, np. posiada ponad 70% odpowied-
nikow ludzkich genow.

P L\WARSTWY

Ryc. 2. Grafika przedstawia sposob, w jaki zbierane sa dane o aktywnosci
mozgu ryby. Neurony ryby sa wyznakowane sonda GCaMP5G, wrazliwg
na zmiany poziomu wapnia. W cz¢sci A pokazane sa kolejne warstwy
przekroju moézgu (od W1 do W13). Czas potrzebny na wykonanie zdj¢-
cia takiej pojedynczej warstwy to okoto 10 ms. Mikroskop wykonuje te
zdjecia w kolejnych punktach czasowych (T1-T4), dzigki temu widzi-
my zmiany w czasie, w roznych czg¢sciach mozgu. Widok potaczonych
wszystkich warstw z jednego okresu czasowego w formie MIP (ang. ma-
ximum intensity projection) przedstawia cz¢s¢ B. W czesci C powigkszo-
ny zostal wycinek mozgu ze zdjgcia W4-T3, ktéry pokazuje wzbudzenie
pojedynczego neuronu.

Zasada dzialania mikroskopu SPIM

Najwazniejszg ideg mikroskopii, do ktorej zalicza
si¢ omawiany SPIM, zwang mikroskopia light she-
et (w wolnym tlumaczeniu — arkusz $wiatta), jest
sposob, w jaki $wiatto lasera pada na analizowany
material. Nazwa ,arkusz $§wiatla” pochodzi od
tego, ze wigzka lasera rozpostarta jest na wybranej
plaszczyznie obrazowania. Plaszczyzna ta wzbudza

ILUMINACIA LEWA ILUMINACJA PRAWA

HuC:GCaMP5g

w jednym momencie caly wybrany kadr, a detekcja
odbywa si¢ prostopadle do wigzki lasera (Ryc. 1).
Dzigki takiej konstrukceji unika si¢ niepozadanego na-
swietlania obszarow spoza plaszczyzny detekcji, co
umozliwia sekcjonowanie optyczne oraz radykalnie
zmniejsza fototoksycznos¢ 1 wyswiecanie markerow
fluorescencyjnych. Mikroskopia SPIM cechuje si¢
tez bardzo wysoka rozdzielczoscia czasowa, a zasto-
sowanie kilku linii laserow i dwoch kamer daje prak-
tyczng mozliwos$¢ jednoczesnego obrazowania roznie
wyznakowanych typow tkanek lub komorek tego sa-
mego obiektu w jednym polu widzenia. Zaawanso-
wane mechanizmy pozycjonowania badanego obiek-
tu daja z kolei sposobnos¢ obrazowania przylegtych
regionéw, kosztem nieznacznie wydtuzonego odste-
pu pomiedzy kolejnymi punktami czasowymi. Dzie-
ki temu otrzymuje si¢ obraz struktury przestrzennej
dynamicznie zmieniajacej si¢ w czasie (Ryc. 2). Do-
datkowo, jesli obiekt wymaga obrazowania duzej po-
wierzchni, mozna uzy¢ wiazki lasera padajgcej nieza-
leznie z lewej i prawej strony. Powstate dwa obrazy
sa pozniej poddawane komputerowej fuzji, stajac si¢
wypadkowg ich dwoch sktadowych (Ryec. 3).

W Migdzynarodowym Instytucie Biologii Mo-
lekularnej i Komoérkowej w Warszawie (MIBMiK)
prowadzone s3 badania nad ryba danio przy uzyciu
mikroskopu Lightsheet Z.1 firmy Carl Zeiss Jena
GmbH. Sprzgt ten pozwala na prowadzenie badan
przyzyciowych na rybach lub innych organizmach,
zarOwno zwierzecych, jak i roslinnych, o rozmia-
rach nieprzekraczajacych jednego centymetra. Bada-
ny obiekt jest unieruchamiany w agarozie o niskim
wspotczynniku topnienia, znajdujacej si¢ w mikroka-
pilarze i nastgpnie zanurzany w komorze wypehio-
nej fizjologicznym roztworem (Ryc. 4). Niewielkie
organizmy przezywaja w takim uktadzie nawet kilka
dni, poniewaz tlen i inne substancje niezbedne do zy-
cia dyfunduja przez cienka warstwe agarozy. W celu

Ryc. 3. Zdjecie przedstawia kilkanascie 5-dniowych ryb wyznakowanych sonda GCaMP5G, ktora znajduje si¢ w ich neuronach. Dzigki mozliwosci
wzbudzenia materiatu z dwoch stron ILUMINACJA LEWA i PRAWA) otrzymujemy kompletny obraz (FUZJA), nawet jesli poszczegdlne obiekty
zastaniaja si¢ wzajemnie. Strzatki wskazuja na struktury, ktore sa poprawnie obrazowane jedynie od strony, z ktorej pada $wiatto lasera. Linia skali na

zdjgciu odpowiada 0,5 cm.
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Ryc. 4. Czg$¢ A przedstawia wnetrze komory mikroskopu widziane z kamery, ktéra pozwala m.in. na sprawdzenie, czy probka zostata poprawnie za-
montowana. W centrum kadru znajduje si¢ gtowa 5-dniowej ryby, zamocowanej w szklanej mikrokapilarze, a w tle widoczna jest soczewka obiektywu
obrazujacego. Cze$¢ B przedstawia powigkszenie glowy ryby, widziane przez obiektyw obrazujacy.

utrzymania takich samych parametrow do$wiadczen,
podczas ich trwania kontrolowana jest temperatura
i poziom dwutlenku wegla w otoczeniu. Z kolei wy-
korzystanie laserow o niskiej mocy i wysoko czutych
kamer sCMOS sprawia, ze obrazowanie nie powo-
duje fototoksycznosci i obiekt moze by¢ naswietlany
wielokrotnie w ciggu jednego do$wiadczenia.

Zastosowanie mikroskopii SPIM w biologii

Opisane wczes$niej mozliwosci pozwalaja na prze-
prowadzenie catego wachlarza skomplikowanych
eksperymentow in vivo. Dzigki zaawansowanym
technologiom inZynierii genetycznej mozna w sto-
sunkowo krotkim czasie stworzy¢ transgeniczng lini¢
danio, ktora ma fluorescencyjnie wyznakowana wy-
brang przez nas tkanke lub typ komorek. Takie linie
danio pregowanego sa intensywnie wykorzystywane
w badaniach embriologicznych do $ledzenia zmian
struktur i migracji komorek. W 2008 roku przy pomo-
cy mikroskopii SPIM zostat pokazany 24-godzinny
rozwoj catego rybiego embrionu [7]. Szlaki, w jakich
uktadaty si¢ komorki podczas kolejnych faz em-
briogenezy, zostaly doktadnie przesledzone na pod-
stawie trajektorii poszczegdlnych fluorescencyjnie
wybarwionych jader komoérkowych. Rozwoj ponad
55 milionéw komorek zostal udostgpniony jako film
w serwisie YouTube [https://www.youtube.com/wat-
ch?v=3xh441Wdv84].

W Laboratorium Neurodegeneracji MIBMiK
prowadzimy badania nad zmianami rozwojowymi
spowodowanymi zaburzong gospodarka wapniowa
w komorkach uktadu nerwowego, m. in. w modelu
rodzinnej postaci choroby Parkinsona. Ten model D.
rerio posiada nieaktywny gen pinkl (PTEN-induced
putative kinase I). Powoduje to migdzy innymi utratg
okoto 20% neurondéw dopaminergicznych (ND) [3].
Utrata czesci ND jest cecha charakterystyczng choro-
by Parkinsona u ludzi. Nasze ostatnie badania wyka-

Ryc. 5. Kolejne zdjecia (T1, T2...T30) przedstawiaja fale wapniowa
rozchodzaca si¢ w mozgu 5-dniowej ryby po indukcji kwasem gluta-
minowym. Roznica czasu pomigdzy nimi to 0,8 sekundy. Biate strzatki
pokazuja obszary, w ktorych pojawia si¢ wyptyw wapnia do cytoplazmy,
powodujacy zwigkszona fluorescencj¢ sondy GCaMP5G. OT — optic tec-
tum; CER — cerebellum.
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zaty, ze inaktywacja kanatu wapniowego MCU (ang.
mitochondrial calcium uniporter) niweluje zanik ND
[12]. W zwiazku z tym obecnie analizujemy stan
mitochondridow i parametry homeostazy wapniowej
w neuronach mutantéw pinkl. W celu zaobserwo-
wania potencjalnych zmian w aktywnos$ci neuronow
mierzonych na podstawie zmian poziomu jonéw wap-
nia, skrzyzowalis$my rybe pinki-/- z linig posiadajaca
w neuronach sonde GCaMP5G [1], wrazliwa na zmia-
ny poziomu jonéw wapnia. Przy uzyciu mikroskopii
SPIM obserwujemy wzrost st¢zenia jonéw wapnia
w neuronach pod wplywem kwasu glutaminowego
i porownujemy to zjawisko w linii dzikiej i w linii
z mutacja w pinkl (Ryc. 5).

—

Ryc. 6. Zdjgcie przedstawia neurony w tylomédzgowiu 3-dniowej ryby,
w ktorych wystepuje ekspresja biatka fuzyjnego B-kateniny-GFP. Obiekty
zostaly przedstawione w formie cieniowanego renderowania 3D z rzutem
perspektywicznym. Podziatka w prawym, dolnym rogu zdjgcia odpowia-
da 0,1 mm i zmienia si¢ wraz z rzutem perspektywy.

Mikroskopia SPIM moze by¢ rowniez wykorzy-
stywana do $ledzenia zmian zachodzacych w glow-
nych szlakach sygnatowych zywych organizmow,
co jest niezmiernie istotne w przypadku poszukiwan
przyczyn powstawania chordb czlowieka. Funkcjo-
nowanie $ciezki sygnatowej Wnt [11] jest kluczo-
we podczas embriogenezy, réznicowania komorek
i rozwoju tkanek organow, w tym mozgu ssakow [9].
Roézne badania wskazuja na powigzanie nieprawi-
dlowosci w dziataniu tego szlaku z wystgpowaniem
ludzkich choréb nowotworowych [5] i zaburzen psy-
chicznych, w tym choroby afektywnej dwubieguno-
wej [14]. Przy uzyciu stworzonych w Laboratorium
Neurodegeneracji MIBMIiK transgenicznych linii
D. rerio bedziemy analizowa¢ dystrybucje gtéwnych
bialek szlaku Wnt, jakimi sg -katenina oraz zwigza-
ny z nig czynnik transkrypcyjny TCF7L2 (ang. trans-
cription factor 7-like 2, czynnik transkrypcyjny lim-
focytow T). Jedna linia ryb wykazuje ekspresj¢ biatka
fuzyjnego PB-kateniny-GFP (ang. green fluorescent
protein), a druga linia — ekspresj¢ czynnika tcf712
z czerwonym fluoroforem mCherry. Ta ekspresja jest
komorkowo specyficzna, bo wystepuje w neuronach
tych linii dzigki uzyciu odpowiedniego promotora
(promotor HuC). Na Ryc. 6 przedstawiono pojedyn-
cze neurony 3-dniowej, transgenicznej larwy danio,
zawierajgce wyznakowana na zielono [-katening.
Ekspresja czynnika transkrypcyjnego tcf712 w ja-
drach komorek uktadu nerwowego 5-dniowej ryby
reprezentowana jest przez czerwong fluorescencje
pochodzaca od mCherry (Ryc. 7). W przysztosci li-
nie te mozna bedzie wykorzysta¢ do badan zmian
w neuronach, wynikajacych z dysfunkcji §ciezki Wnt.

Ryec. 7. Zdjecie przedstawia struktury w mézgu 5-dniowej larwy danio, w ktorych zachodzi ekspresja jadrowego czynnika transkrypcyjnego tcf712.
TEL — telencephalon; OT — optic tectum; CER — cerebellum; RC — rhombencephalon; MO — medulla oblongata. Podziatka w prawym, dolnym rogu
zdjgcia odpowiada 0,1 mm.
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Analiza danych mikroskopowych

Po wykonaniu obrazowania mikroskopowego ko-
lejnym krokiem jest analiza otrzymanych danych.
Format, w jakim je uzyskujemy, to zbiér obrazow
przedstawiajacych fluorescencje o roznej intensyw-
nos$ci. Oprocz wstepnej wizualnej oceny nie mozemy
na tym etapie wysnu¢ dodatkowych wnioskéw. Dla-
tego tez obrazy te poddawane sg analizie w progra-

Ryc. 8. Podczas obrazowania obiektow in vivo czestym zjawiskiem
jest ich dryf lub zmiana pozycji pod wplywem skurczow migsni. Na
ponizszym przyktadzie widac jaka droge (tgczowa linia) przebyly w ciagu
13 sekund wyselekcjonowane neurony. Dzigki szybkosci mikroskopu
SPIM §ledzony obszar obejmowat okoto 40 warstw i neurony pozostaty
w kadrze pomimo przemieszczenia.

Ryc. 9. Zdjecie przedstawia sieci mitochondrialne w migsniach szkieletowych
5-dniowej ryby. Obszar obejmuje szeroko$¢ jednego segmentu ogona.
Podziatka w prawym dolnym rogu zdjecia odpowiada 10 um.

mach takich jak ImageJ lub Bitplane Imaris. Dzigki
odpowiednim algorytmom informacja, ktorg tworzy
fluorescencja, jest zamieniana na wirtualne obiekty

3D, dla ktérych mozna okres$lic rézne parametry.
Uzyskujemy wtedy informacje o rozmiarach, obje-
tosci, powierzchni, ksztaltach (kuliste, elipsoidalne,
rozgalezione itp.), wzajemnym polozeniu czy inten-
sywnosci fluorescencji badanych struktur. Dodatko-
wo, po zidentyfikowaniu fluorescencyjnego obiek-
tu, istnieje mozliwos$¢ automatycznego sledzenia go
W czasie 1 przestrzeni, co jest niezbedne np. w anali-
zie skurczow migsni czy monitorowaniu zachowania

Ryc. 10. Zdjecie przedstawia struktur¢ neuronéw motorycznych
w rejonie ogona 5-dniowej ryby. Charakterystyczne struktury w ksztatcie
litery V wyznaczaja granice pomiedzy kolejnymi segmentami ogona.
Z gesto upakowanych cial neuronow w rdzeniu krggowym odchodza
aksony zakonczone plytkami nerwowo-mig¢$niowymi. Obraz zostat
przedstawiony w formie MIP z rzutem perspektywicznym.

makrofagow. Sledzenie neuronu przemieszczajacego
si¢ pod wplywem skurczu mig$ni, z jednoczesnym
rejestrowaniem zmiany st¢zenia poziomu wapnia
w cytoplazmie, przedstawia Ryc. 8. Teczowa linia
obrazuje drogg, ktérg pokonat monitorowany obiekt
— wyznakowany neuron. Innymi przyktadami wizu-
alizacji s3 wybarwione neurony motoryczne w trans-
genicznej linii 7g(mnx1:tRFP) (Ryc. 9) oraz mito-
chondria w linii 7g(Xla.Eeflal :misEGFP) (Ryc. 10)
[8]. Linie transgeniczne mozna krzyzowac, otrzy-
mujac kilka fluoroforow w jednym organizmie. Dwie
powyzsze linie zostaly skrzyzowane, czego wynikiem
jest linia, w ktorej mozemy jednoczesnie obserwowaé
fluorescencyjne neurony i mitochondria (Ryc. 11).

Prognozy rozwoju technologii mikroskopowych
do badania mézgu

Technologia mikroskopii light sheet wciaz si¢ roz-
wija i chociaz juz mozna méwi¢ o ogromnym ula-
twieniu szybkiego obrazowania duzych obiektow, to
wcigz nalezy udoskonali¢ kilka jej cech. Gtéwna wada
podstawowych wersji tych mikroskopow jest rozdziel-
czo$¢ obrazu ustepujagca najnowszym mikroskopom
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konfokalnym. Jest to spowodowane tym, ze obrazowanie
probki pod katem prostym do padajacego lasera pozo-
stawia po ,,ciemnej stronie” obrazowanego obiektu arte-
fakt wynikajacy z dyfrakcji. Jest on pozniej korygowa-

Ryc. 11. Larwa 24-godzinnej ryby z wyznakowanymi neuronami
motorycznymi (magenta) i mitochondriami (zielony). Obraz zostat
przedstawiony w formie MIP z rzutem perspektywicznym.

ny przez algorytmy komputerowe, ale tylko czg§ciowo.
Druga wada jest niewystarczajgca mozliwos¢ penetracji
gestych 1 gleboko potozonych struktur. Prowadzone sa
badania, by wyeliminowa¢ te wady poprzez sprzezenie

technologii mikroskopii /ight sheet z innymi typami mi-
kroskopii o bardzo wysokiej rozdzielczo$ci. Najbardziej
obiecujaca fuzja wydaje si¢ by¢ wykorzystanie techno-
logii super-rozdzielczosci, takich jak STED (ang. stimu-
lated emission depletion microscopy), za ktorg w 2014
roku przyznano nagrod¢ Nobla w dziedzinie chemii [4].
Dzigki tym przetomowym odkryciom przekroczony zo-
stat limit dyfrakcyjny. Technologia STED opiera si¢ na
selektywnej dezaktywacji fluoroforéw poprzez zastoso-
wanie dodatkowe]j wigzki lasera w formie pierscienia,
ktora wygasza rozproszong fluorescencje wokot obra-
zowanego punktu. Konstruowane sg tez coraz szybsze
1 bardziej czute kamery, ktdre pozwalaja na jednoczesne
sledzenie najkrotszych impulsow nerwowych z coraz
wickszych obszarow mozgu. Mozliwe bedzie dzigki
temu zbudowanie behawioralnych map interakcji po-
miedzy neuronami w catym uktadzie nerwowym [10].

Pragniemy podzigkowaé¢ dr Tomaszowi Wegier-
skiemu za pomoc w redagowaniu niniejszego arty-
kutu oraz calemu zespotowi Pracowni Hodowli Ryb
Danio w MIBMiK za opieke nad rybami wykorzysty-
wanymi do badan.
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OKIEM RYBY - NOWE SPOJRZENIE NA ROZWOJ SIECI
NEURONALNYCH I CHOROBY NEUROROZWOJOWE

@

Streszczenie

Magdalena Kedra, Jacek Jaworski, Justyna Zmorzynska™ (Warszawa)

Komorki nerwowe, bedace podstawowa jednostka funkcjonalng uktadu nerwowego, tacza si¢ we wspot-
pracujace zespoly, zwane sieciami neuronalnymi. Ich powstawanie jest ztozonym i $ci§le kontrolowanym
procesem, ktory dopiero od niedawna mozemy badaé¢ rownoczes$nie na wielu poziomach w zywych orga-
nizmach dzigki postgpowi technicznemu i zastosowaniu nowych modeli badawczych. Dobrym przykladem
takiego modelu jest rozwijajaca si¢ siatkowka oka Danio prggowanego, matej stodkowodnej ryby powszech-
nie wykorzystywanej w badaniach biologii rozwoju. Zaburzenia rozwoju sieci neuronalnych stanowig wazna
przyczyng chorob neurorozwojowych. Dlatego coraz czesciej Danio prggowany jest wykorzystywany do ba-
dan nad podtozem komoérkowym tych chordb. Niniejszy artykut omawia przyktady nowych informacji, jakie
uzyskano na temat prawidlowego i patologicznego rozwoju sieci neuronalnych studiujac siatkdéwke oka Danio
pregowanego.

Abstract

Neurons, which are the basic functional unit of the nervous system, form cell ensembles, called neural
networks. Their formation is a complex and highly controlled process, which only recently we can study at
multiple levels simultaneously in living organisms, thanks to technological advances and the application of
new research models. A good example of such a model is developing retina of zebrafish, a small freshwater fish
commonly used in studies of developmental biology. Developmental disturbances of neural networks forma-
tion are an important cause of neurodevelopmental disorders. Therefore, more and more zebrafish is used for
research of these diseases. This article discusses examples of new information that was obtained on the normal

and pathological development of neural networks studying the zebrafish retina.

Podziekowania

Badania prowadzone przez autoréw niniejszej
pracy przegladowej zostaly sfinansowane w ramach
projektow SONATA9 (2015/17/D/NZ3/03735) oraz
“Fishmed” (FP7 grant nr 316125).

Neurony (komoérki nerwowe) stanowig podsta-
wowa jednostke funkcjonalng uktadu nerwowego.
Poszczegodlne neurony mogg si¢ wzajemnie komu-
nikowac, a grupy polaczonych komoérek nerwowych
tworzg sieci neuronalne, odpowiedzialne za przetwa-
rzanie konkretnych informacji i poszczegé6lne dzia-
fania uktadu nerwowego. Wspotdziatanie wielu sieci
neuronalnych odpowiada za tak ztozone procesy jak
integracja bodzcow docierajacych do organizmu ze
srodowiska zewnetrznego i wewngtrznego oraz reak-
cja na nie, czy tez uczenie si¢ i formowanie pamigci.

Ksztalt (morfologia) neuronow decyduje, jakie po-
faczenia neuronalne stworzy dana komorka. Istnieje

wiele typow neurondéw, pehlniacych rozne funkcje,
ktére odzwierciedla ich zréznicowana morfologia.
W wigkszosci komorek nerwowych mozna wyr6zni¢
trzy podstawowe elementy: ciatlo komorki (soma),
dendryty oraz akson (Ryc. 1A). Dendryty tworza
drzewka dendrytyczne, od bardzo prostych (pojedyn-
czy dendryt) do rozbudowanych (setki dendrytow)
(Ryc. 1B). Pomimo odmiennych wielkosci 1 ksztat-
tow, jakie mogg przybra¢ komorki nerwowe, wszyst-
kie wykazuja czynno$ciowa polaryzacje. Dendryty
odbieraja sygnaly od innych komorek sieci i przesy-
1aja je do ciata komorki. Z kolei akson przekazuje je
od ciata komorki do kolejnych ogniw sieci. Umoz-
liwia to integracje informacji pochodzacej z wielu
zrodel, oceng jej wagi oraz jej ukierunkowane prze-
kazywanie z komoérki do komoérki. Aby mogto dojsé¢
do przeptywu sygnatlu pomigdzy dwoma neuronami
konieczne jest, aby aksony jednych komorek nerwo-
wych skontaktowaly si¢ z dendrytami lub cialami
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innych komoérek. Miejsca takiego kontaktu nazywane
sg synapsami. Ustanowienie prawidlowych potaczen
synaptycznych, ich podtrzymanie lub zmiana pod
wplywem aktywnos$ci neuronalnej sg $cisle kontro-
lowane i stanowig podstawe migedzy innymi zjawisk

plastycznosci i pamigci.

A

Dendryty

Soma

ryba stodkowodna, pochodzgca oryginalnie z Gange-
su, od lat wykorzystywana w badaniach nad biologia
rozwoju. Niniejszy artykul skupia si¢ na wykorzysta-
niu tego modelu w badaniach rozwoju i funkcjono-
wania siatkowki oka i jego mozliwego wykorzystania
w badaniach nad chorobami neurorozwojowymi.

Ryc.1. A. Budowa neuronu. B. Rézne typy neuronéw, w ktorych mozna wyrézni¢ podstawowe elementy budowy: some, dendryty i aksony, maja fatwo
rozroznialne drzewka dendrytyczne o charakterystycznym dla danego typu ksztalcie. Wyjatkiem sa fotoreceptory (w ramce), ktore w toku ewolucji
wyspecjalizowaty swoje ,,dendryty” do odbierania bodzcow §wietlnych. Strzatka zaznaczono aksony.

Sieci neuronalne moga mie¢ bardzo r6ézny stopien
ztozonos$ci. Z jednej strony moga to by¢ proste ob-
wody sktadajace si¢ z 2-3 komorek, odpowiadajace
za proste reakcje bezwarunkowe (np. cofnigcie reki
pod wptywem oparzenia). Po drugiej stronie spek-
trum sg tak ogromne i skomplikowane sieci jak mozg.
Pelne zrozumienie ich rozwoju i dziatania wymaga
badan na wielu ptaszczyznach: od roli poszczegol-
nych bialek (badania molekularne), poprzez procesy
zachodzace wewnatrzkomorkowo (badania biologii
komorki), do komunikowania si¢ catej sieci lub r6z-
nych sieci migdzy soba (do niedawna gtoéwnie bada-
nia elektrofizjologiczne) i efektéw tej komunikacji
na poziomie zachowania organizmu (neurofizjologia
i badania behawioralne). Przez wiele lat ze wzgledow
technologicznych istniat powazny problem w in-
tegracji badan na tych réznych poziomach. Ostatnio
jednak, dzigki rozwojowi nowych znacznikow mole-
kularnych (np. biatek fluorescencyjnych znakujacych
poszczegblne typy komorek) oraz technik mikrosko-
powych otworzylo si¢ nowe pole badan, pozwalajace
obrazowa¢ przyzyciowo sieci neuronalne na kilku
poziomach na raz. Wciaz jednak taka analiza wyma-
ga wykorzystania relatywnie prostych uktadéw mo-
delowych, kompatybilnych z mozliwo$ciami sprzg-
towymi i obliczeniowymi. W tym konteks$cie coraz
wigksza popularno$¢ zyskuje Danio pregowany, mata

Zalety siatkéwki oka Danio pregowanego jako
modelu badawczego

Jakie sg zalety siatkowki Danio pregowanego jako
modelu do przyzyciowych badan rozwoju i funkcjo-
nowania sieci neuronalnych? Po pierwsze, siatkowka
oka — $wiattoczuta tkanka wyscietajaca wewnetrz-
ng powierzchni¢ galki ocznej, jest przyktadem sieci
neuronalnej o ograniczonej ztozonosci. Wciaz jednak
tworzg jg liczne elementy roznego typu, ktore musza
skoordynowac swoje dziatanie, aby efektywnie odbie-
rac i integrowa¢ bodzce §wietlne docierajace do oka
i przekazywac¢ je do mozgu. Po drugie siatkowka jest
czesciag osrodkowego uktadu nerwowego (rozwija si¢
jako ,,wypustka moézgu”) i stanowi twor konserwa-
tywny ewolucyjnie pod wzgledem rozwoju, zardowno
na poziomie komorkowym, jak i molekularnym. To
sprawia, iz liczne mechanizmy odpowiedzialne za
rozw6j mézgu sg rowniez zachowane w przypadku
siatkowki. Dla eksperymentatoréw siatkowka Da-
nio pregowanego ma liczne dodatkowe zalety. Danio
pregowany ma rozw0j zewnetrzny, czyli poza orga-
nizmem matki. Dzieki temu przyzyciowe obserwo-
wanie kolejnych stadiéw rozwoju embrionalnego jest
duzo prostsze niz u ssakow. Inng zaleta tego gatunku
jest przezroczyste cialo w pierwszych etapach zycia,
co umozliwia $ledzenie zmian zachodzacych w glebi
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Ryc.2. A. Schemat przedstawiajacy siatkowke oka, ktora buduja rézne typy komoérek utozone w warstwy (fotoreceptory, komorki horyzontalne, bipo-
larne, amakrynowe oraz zwojowe). Mozna rowniez wyr6zni¢ podtypy tych komorek na podstawie specyficznych znacznikow. Najprostszym przykta-
dem sa rézne podtypy fotoreceptorow, ktore ulegaja wzbudzeniu pod wplywem $wiatta o roznej diugoscei fal (np. niebieskiej, zielonej i czerwonej).
B. Zdj¢cia z mikroskopu konfokalnego LSMS5 (Zeiss) przedstawiajace przekrdj poprzeczny przez gtowe linii transgenicznej Danio prggowanego SoFa
[1]. Na czerwono $wieca komorki zwojowe, a na zielono komorki amakrynowe i horyzontalne. Wyraznie wida¢ krzyzowanie si¢ nerwoéw wzrokowych
w $rodku glowy (kolor czerwony). C. Komorki amakrynowe wybarwione na GABA (kolor zielony). Wyraznie widac¢ ciata tych komorek oraz warstwe
wewngtrzng splotowata, w ktorej znajduja si¢ ich dendryty i aksony. Kolor niebieski — jadra komorkowe wszystkich komorek.
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organizmu, np. w mozgu czy w oku. Duzym atutem
sprzyjajacym badaniom nad rozwojem sieci neuro-
nalnych w tym modelu jest tez fakt, ze rozwija si¢ on
bardzo szybko i w ciggu trzech do pigciu dni siatkow-
ka oka Danio jest w peni funkcjonalna. W kolejnych
podrozdziatach przedstawiamy podstawowe infor-
macje na temat budowy siatkowki, ktore sa koniecz-
ne dla zrozumienia, co nowego dowiedzieliSmy si¢
o rozwoju sieci neuronalnych dzigki wykorzystaniu
omawianego przez nas modelu badawczego.

Siatkowka oka — budowa

Siatkowke oka kregowcow, w tym Danio prego-
wanego, tworzg neurony 6 typéw o réoznym ksztat-
cie oraz lokalizacji, uktadajacych si¢ w wyrdznialne
i dobrze zdefiniowane warstwy (Ryc. 2). Mozemy
W niej wyrozni¢ warstwy: neuronéw zwojowych
(najblizej soczewki), neurondéw amakrynowych,
dwubiegunowych i horyzontalnych (warstwa jadro-
wa wewngtrzna) oraz fotoreceptorow — czopkow
i precikow (warstwa jadrowa zewngtrzna). Wyrdznia
si¢ tez dwie warstwy splotowate, charakteryzujace si¢
tym, ze nie ma w nich ciatkomorek, a jedynie dendryty
i aksony kontaktujacych si¢ ze soba komorek.

Fotoreceptory sa komorkami $wiattoczutymi.
Czopki odpowiadaja za widzenie barw, natomiast
preciki za widzenie w ciemnosci. Aksony czopkow
i precikow kontaktujg si¢ z dendrytami komorek
dwubiegunowych (bipolarnych), ktére w momencie
pobudzenia fotoreceptorow przez swiatto docierajace
do oka odbierajg od nich sygnat i przekazuja go do
komorek zwojowych. Aksony komorek zwojowych
tworzg nerw wzrokowy, ktory przesyla sygnat bez-
posrednio do mézgu [8]. Swiatto docierajace do oka
pobudza od 20 do 100 czopkéw lub od 50 do 450 pre-
cikow. Sygnat ten przekazywany jest do od trzech do
15 komorek dwubiegunowych, ktore z kolei przesy-
taja go tylko jednej komorce zwojowej. Jest to bardzo
dobry przyktad sieci neuronalnej, w ktorej dochodzi
do integracji sygnatu pochodzacego z wielu komo-
rek nerwowych na wejsciu do pojedynczej komorki
na wyjsciu. Proces takiej integracji angazuje rowniez
kilka komorek amakrynowych oraz kilka do kilku-
nastu komorek horyzontalnych. Komorki te stojg na
strazy poprawnego przekazywania sygnatu, nie do-
puszczajac, aby sygnat z danego obwodu neuronalne-
go rozprzestrzeniat si¢ w sposob niekontrolowany na
sgsiednie elementy sieci oraz aby zostal wygaszony
w przypadku niewystarczajacego pobudzenia calej
sieci na wejsciu. A zatem, podobnie jak w mozgu, sieci
neuronalne siatkowki posiadaja elementy pobudzajace
i hamujace, ktére odpowiadaja za prawidlowe

Czego nowego dowiedzieliSmy si¢ o rozwoju neu-
ronow dzieki siatkowce Danio pregowanego?

Tworzenie sieci neuronalnych podczas rozwoju za-
rodkowego jest procesem ztozonym, wieloetapowym
1 §cisle regulowanym przez program genetyczny i sy-
gnaty zewnatrzkomorkowe. W pierwszej kolejnosci
komorki progenitorowe, majace zdolno$¢ podziatow
komoérkowych, musza ,,wyprodukowac” odpowied-
nig liczbe komorek potomnych. Z nich w procesie r6z-
nicowania powstang neurony spekiajace okreslone
funkcje. Jednak miejsce ,,narodzin” neuronu nie jest
miejscem, gdzie bgdzie on pehit swoje ,,dorosle za-
dania”. Dlatego tez przyszite neurony musza najpierw
dotrze¢ do wilasciwej lokalizacji. Po przybyciu na
miejsce zaczynaja tworzy¢ aksony i dendryty w stro-
ne¢ swoich partneréw komorkowych, z ktorymi musza
wytworzy¢ odpowiednia liczbe potaczen synaptycz-
nych o wilasciwej sile (Ryc. 3A). Co ciekawe, pewne
aspekty tego rozwoju wygladaja na z gory ustalone,
inne za§ wykazuja pewng zmienno$¢ (plastycznosé).
Na przyktad w siatkowce zawsze powstaje taka sama
struktura warstwowa sieci neuronalnych i komorki
poszczegdlnych typow zawsze oddziatuja ze soba
w ten sam sposob. Fotoreceptory beda si¢ kontaktowaé
z komorkami bipolarnymi, ktoére z kolei stworza
synapsy z komorkami zwojowymi. Komorki hory-
zontalne beda wydtuza¢ aksony i dendryty w strong
synaps tworzonych przez fotoreceptory, a komorki
amakrynowe — w strong synaps komorek zwojowych.
Zatem rodzaje tworzonych polaczen migdzykomor-
kowych w siatkowce kregowcow sa z gory bardzo
dobrze okreslone. Natomiast ostateczny ksztatt neu-
ron6w oraz liczba i sita tworzonych synaps jest ce-
cha zmienng, czgsto ksztaltowang przez czynniki ze-
wnatrzkomorkowe, takie jak dostepnos¢ czynnikdéw
wzrostowych czy aktywno$¢ synaptyczna.

Na wiele pytan dotyczacych rozwoju neuronow
udato si¢ uzyska¢ odpowiedzi studiujac rozwoj ko-
morek hodowanych in vitro. Jednak znalezienie od-
powiedzi na czgé¢ fundamentalnych pytan wymagata
przyzyciowej obserwacji calych zespotéw komorek
w tkance nerwowej ktora, w przeciwienstwie do ho-
dowli komorkowych, charakteryzuje struktura troj-
wymiarowa. Wtasnie do odpowiedzi na tego typu
pytania Danio pregowany stanowi wymarzone narze-
dzie. Jednym z kluczowych zagadnien, ktore dtugo
pozostawato bez odpowiedzi, bylo pytanie, w jaki
sposob zachodzi regulacja dzielenia si¢ i roznicowa-
nia komorek progenitorowych w dany typ komorek
nerwowych tak, by mogly powsta¢ sieci neuronalne
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o Scisle zdefiniowanej strukturze. Poszukiwaniem profesora Williama Harrisa z Cambridge, ktora jako
rozwiazania tej zagadki zajmuje si¢ grupa badawcza jedna z pierwszych wdrozyta metody przyzyciowego
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Ryc. 3. A. Schemat przedstawiajacy procesy komorkowe zachodzace podczas rozwoju neuronéw. B. Mechanizmy komoérkowe determinujace ksztatt
neurondéw i powstawanie sieci neuronalnych. Eliminacja niepotaczonych dendrytéw (panel 1): dendryty, ktore nie znalazly swojego partnera komor-
kowego ulegaja obkurczeniu. Eliminacja nieprawidtowych potaczen i wzmocnienie prawidtowych (panel 2): istnieja rézne podtypy neuronéw i moz-
liwosci potaczen komoérkowych; niektore komorki nerwowe poczatkowo kontaktuja si¢ z losowymi partnerami, a potem, w miar¢ rozwoju (swojego,
jak i swojego partnera), eliminujg potaczenia z np. jednym typem partnerow neuronalnych (rézne podtypy neuronéw zaznaczono na rozne kolory).
Sekwencyjna eliminacja stabszych potaczen (panel 3): rozwijajace si¢ komorki nerwowe moga tez eliminowac stabsze potaczenia (ten mechanizm
jest zalezny od aktywnosci synaptycznej); zwykle jeden podtyp partnerow komorkowych (komorki czerwone na schemacie) silniej oddziatuje z dana
komorka nerwowa, wigc inne polaczenia sg eliminowane. Sekwencyjne dodawanie silniejszych polaczen (panel 4): silne oddziatywanie danej komorki
nerwowej z partnerami neuronalnymi moga by¢ sygnatem do rozgaleziania jej dendrytow i dodawania nowych potaczen (ten mechanizm réwniez jest
zalezny od aktywnosci synaptycznej).
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mikroskopowego badania losow komorek siatkowki
Danio pregowanego. Wigkszo$¢ neurondw powsta-
je podczas rozwoju zarodkowego i od tej pory pel-
ni swojg funkcje. Juz na przetomie lat 80. i 90. XX
w. wiedziano, ze komorki progenitorowe siatkowki
oka moga da¢ poczatek wszystkim typom neuro-
néw siatkowki. Jednak liczba i rodzaj neurondw,
jakie powstang z pojedynczej komorki progenito-
rowej siatkowki, sa bardzo zmienne [3]. Ostateczna
liczba komoérek danego typu, rodzaje polaczen oraz
warstwowos$¢ siatkowki, pomimo przypadkowosci
w generowaniu neurondow przez komorki prekurso-
rowe, pozostaja niezmienne. Poszukujac wyjasnienia
tej zagadki badacze z Cambridge sprawdzali wptyw
czynnikow transkrypcyjnych na determinacj¢ losu
komorek progenitorowych siatkowki [3, 2]. Uzywa-
jac nowoczesnych technologii znakowania pojedyn-
czych komorek progenitorowych obserwowali ich
podziaty, jak i ré6znicowanie, zadajac pytanie, czy te
procesy sa przypadkowe, czy zaplanowane. Z ich ba-
dan wynika, ze poczatkowo w rozwoju réznicowanie
zdarza si¢ przypadkowo i zalezy od losowej aktywno-
$ci zespotdw czynnikow transkrypeyjnych. Komorki
wystepujace rzadziej, wymagaja niezaleznej akty-
wacji wigkszej liczby czynnikow transkrypcyjnych,
co obniza prawdopodobienstwo ich powstania.
W ten sposdb, pomimo poczatkowej przypadkowos$ci
procesu roznicowania, wytwarzane sg odpowiednie
proporcje poszczegdlnych klas komorek. Badacze ci
zauwazyli takze, ze wielkos$¢ siatkowki jest determi-
nowana niezaleznie od ,,sktadu” komoérkowego [2, 7].
Innym pytaniem nurtujagcym badaczy bylo, jakie
mechanizmy determinujg ostateczny ksztatt komo-
rek nerwowych i topografi¢ tworzonych przez nie
polaczen. Mechanizmem, ktory zostal najwczesniej
poznany i uznany za powszechny, jest przypadkowe
tworzenie, a nast¢pnie usuwanie nieprawidlowych
lub zbednych polaczen synaptycznych, a nawet ca-
lych rozgalezien dendrytéw czy aksonu (Ryc. 3B).
Rzeczywiscie, jeden z podtypow komorek zwojo-
wych wysuwa dendryty w sposob przypadkowy,
a nastepnie usuwa nieprawidlowe lub zbgdne dendry-
ty. Komorki zwojowe moga eliminowac w ten sposob
np. polaczenia z niektéorymi neuronami, tak by osta-
tecznie taczy¢ si¢ z tylko jednym podtypem komo-
rek bipolarnych. Niemniej badania przeprowadzone
w modelach Danio prggowanego wykazaty, ze nie
jest to mechanizm jedyny. Wykazano istnienie pod-
typow komorek zwojowych stopniowo i w sposob
zdeterminowany wysuwajacych dendryty w strong
partnera komorkowego [5]. Istnienie takiej strategii
potwierdzono p6zniej rOwniez u myszy.

Powstawanie synaps o odpowiednigj sile jest regu-
lowane podczas funkcjonowania sieci neuronalnych,
dlatego tez powstale w rozwoju zarodkowym od-
dzialywania sa udoskonalane, np. w momencie, gdy
otwieramy oczy po raz pierwszy. Ogoélnie przyjetym
mechanizmem lezgcym u podstaw wptywu aktywno-
$ci synaptycznej na ustalanie potagczen migdzy neuro-
nami jest ,,zasada wspolzawodnictwa”, ktéra opiera
si¢ na zatozeniu, Ze silniejsza synapsa jest utrwalana,
a slabsza jest eliminowana. Badajac siatkowke Da-
nio pregowanego udowodniono, zZe nie jest to zawsze
obowiazujaca regula. Badacze z Uniwersytetu Stanu
Waszyngton analizowali powstawanie synaps mig-
dzy komoérkami horyzontalnymi a czopkami w roz-
woju zarodkowym i ustalili, ze komorki horyzontalne
H3 preferuja potaczenia z czopkami wrazliwymi na
swiatto ultrafioletowe (UV) lub niebieskie, z tym ze
wigkszos¢ synaps komorek horyzontalnych H3 jest
tworzonych z czopkami UV. Kiedy zablokowano ak-
tywnos¢ czopkow UV, to w rozwoju zarodkowym po-
wstawato wigcej polaczen komorek horyzontalnych
H3 z czopkami wrazliwymi na $wiatto niebieskie, co
jest zgodne z ogolnie przyjeta ,,zasadg wspotzawod-
nictwa”. Natomiast blokowanie aktywnosci czopkdéw
wrazliwych na $wiatlo niebieskie nie mialo takiego
efektu na czopki UV [10]. Wynika z tego, ze aktyw-
no$¢ synaptyczna czopkow UV reguluje powstawa-
nie polaczen migdzy komorkami horyzontalnymi H3

-~
Rl

Ryc. 4. Przedstawienie wptywu aktywnos$ci synaptycznej na tworzenie
si¢ potaczen migdzykomorkowych na przyktadzie komorek horyzontal-
nych H3 i ich oddziatywan z czopkami wrazliwymi na §wiatto niebieskie
(schematyczne fotoreceptory z kolorem niebieskim) i UV (schematyczne
fotoreceptory z kolorem czarnym) w rozwoju siatkowki Danio pregowa-
nego. Rozwoj czopkow wrazliwych na $§wiatto niebieskie jest zalezny od
czopkow wrazliwych na $wiatto UV, a brak czopkéw UV powoduje, ze
czopki wrazliwe na $wiatlo niebieskie tworza wigcej potaczen synaptycz-
nych z komoérkami horyzontalnymi H3. Natomiast rozw6j czopkow UV
nie jest zalezny od czopkow wrazliwych na $wiatto niebieskie.
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a czopkami wrazliwymi na §wiatto niebieskie, nato-
miast nie na odwro6t (Ryc. 4). Jak wida¢ z powyzszych
przyktadow, przyzyciowe obrazowanie neuronow in
vivo, mozliwe dzigki postepowi mikroskopii i wyko-
rzystaniu Danio pregowanego, pozwala nam lepiej
poznaé repertuar strategii rozwojowych neurondow
w trakcie formowania prawidlowych sieci.

Czy siatkéwka Danio pregowanego moze stanowi¢
dobry model dysfunkcji sieci neuronalnych w cho-
robach neurorozwojowych?

Powstawanie prawidtowo funkcjonujacych sieci
neuronalnych nie zawsze konczy si¢ sukcesem, co
prowadzi do choréb neurorozwojowych. Ich najczgst-
szymi symptomami sg ograniczenie zdolno$ci moto-
rycznych, intelektualnych i socjalnych. Do tej grupy
chorob zaliczamy m.in. autyzm, niepetnosprawnosé¢
intelektualna, padaczke oraz schizofreni¢. Coraz
czesciej, dzigki tatwosci manipulacji genetycznych,
Danio pregowany jest wykorzystywany jako mo-
del do badania tych chorob. Dotychczas stworzono
rybie modele: mikro- i makrocefalii, zespolu tamli-
wego chromosomu X, stwardnienia guzowatego oraz
innych choréb spektrum autyzmu (np. zwigzanych
z mutacjami w genach SHANK, SYNGAPI1, KCTD13,
AUTS?2) [4, 9]. Wigkszos¢ tych ryb wykazuje powaz-
ne zaburzenia rozwoju ukladu nerwowego i, o ile
przezyja, rowniez zaburzenia zachowania. Jednak
dotychczas w bardzo nielicznych przypadkach stara-
no si¢ prowadzi¢ badania wielopoziomowe z wyko-
rzystaniem tych modeli. Nie zwracano tez specjalnie
uwagi na zaburzenia rozwoju siatkowki. Niemniej
istnieja przyktady badan nad siatkowka Danio pr¢go-
wanego majgce na celu odkrycie mechanizmow ko-
morkowych chordb neurorozwojowych.

Jeden z pierwszych przyktadow modelowania za-
burzen neurorozwojowych z wykorzystaniem siat-
kéwki Danio pregowanego stanowig badania nad
mikrocefalia (matoglowiem) przeprowadzone przez
wspomniang juz wczesniej grup¢ prof. Harrisa [6].
Mikrocefalia jest objawem klinicznym o bardzo
zroznicowanej etiologii, ktory jest definiowany jako
zmniejszenie rozmiardOw glowy, i czgsto wspotwy-
stepuje z uposledzeniem rozwojowym. Zespot prof.
Harrisa zajal si¢ badaniem mechanizméw komor-
kowych odpowiadajacych za znaczne zmniejszenie
rozmiard6w mézgu w matoglowiu pierwotnym, uwa-
runkowanym autosomalnie recesywnie (MCPH, ang.
autosomal recessive primary microcephaly), powo-
dowanym przez mutacje w takich genach jak STIL,
ASPM czy WDR62. Badacze wytworzyli modelowe
ryby pozbawione tych genow lub o ich obnizonej
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ekspresji. Ryby te mialy wyraznie mniejsze mozgi
oraz oczy. W dalszych badaniach skupiono si¢ na
przyzyciowej obserwacji progenitorow neuralnych
w siatkdbwce rozwijajacego si¢ Danio pregowanego,
co pozwolito wykaza¢, iz prawdopodobna przyczyna
MCPH jest bardzo znaczace wydtuzenie lub wrecz
zablokowanie na bardzo wczesnym etapie podzia-
6w komorek progenitorowych. W potaczeniu z ich
zwigkszong $miercig skutkowalo to obnizong liczba
komorek siatkowki (i prawdopodobnie rowniez mo-
zgu). Jest to bardzo ciekawa konkluzja, wskazujaca,
iz w przypadku MCPH pierwotna przyczyna choroby
moze mie¢ charakter mieszany, tzn. niewystarczajace
wytwarzanie neuronow i zwickszong $mier¢ komo-
rek prekursorowych.

Podczas gdy prace zespotu prof. Harrisa koncen-
trowaty si¢ na badaniu problemoéw towarzyszacych
chorobom neurorozwojowym na najwczesniejszych
etapach formowania uktadu nerwowego, w naszej
pracowni staramy si¢ wykorzysta¢ siatkowke ryby
do badania zaburzen rozwoju sieci neuronalnej na
pozniejszych etapach (powstawanie aksonow, den-
drytow i synaps). Jako modelu uzywamy Danio pre-
gowanego pozbawionego genu 7sc¢2. Mutacje w tym
genie sg przyczyng stwardnienia guzowatego. Jest to
choroba wielonarzadowa, dotykajaca takze moézgu.
Do objawow neurologicznych tej choroby naleza epi-
lepsja, uposledzenie umystowe oraz zachowania ze
spektrum autyzmu. Coraz czesciej uwaza sie, iz jedna
z przyczyn tych zjawisk, obok formowania licznych
guzoéw mozgu, jest nieprawidlowe formowanie sieci
neuronalnych i réwnowagi pomi¢dzy pobudzaniem
1 hamowaniem aktywno$ci neuronow w tych sieciach.
Istotnie nasze wstepne badania wskazuja, iz ryby po-
zbawione 75c2 maja problemy z prawidlowym roz-
wojem warstw siatkowki oraz wykazuja zaburzenia
morfologii nerwu wzrokowego (jego zmniejszong
srednice). Co ciekawe, zmniejszona Srednice ner-
wu wzrokowego wykryto rowniez u pacjentow ze
stwardnieniem guzowatym. Pokazuje to, ze w przy-
padku tej choroby, cz¢s¢ ludzkich symptomow moze
by¢ odtworzona rzeczywiscie w modelu siatkowki
Danio prggowanego.

Podsumowanie, czyli po co nam kolejne nowe mo-
dele ludzkich chorob?

Danio prggowany stanowi atrakcyjny model do ba-
dan nad rozwojem osrodkowego uktadu nerwowego
u kregowcow, gdyz posiada duza homologi¢ gene-
tyczng oraz fizjologiczng w stosunku do cztowieka.
Prekursory uktadu nerwowego pojawiaja si¢ u Da-
nio juz 67 h po zaptodnieniu, natomiast pierwsze
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neurony po 24 h, co znacznie przyspiesza badania.
Natomiast przezroczysto$¢ zarodka bardzo ulatwia
obserwacje¢ losow komorek nerwowych — ich podzia-
ty, migracj¢ oraz roznicowanie. Ponadto geny, ktore
odpowiadaja za powstawanie neurondéw i kierowanie
aksonow w miejsca docelowe, sg analogiczne do tych
odpowiadajacych za podobne procesy w organizmach

Danio pregowanego jest brana pod uwage jako model
do badania zaburzen formowania sieci neuronalnych
w chorobach neurorozwojowych. Ponadto, ze wzgle-
du na podobienstwa zmian neuropatologicznych,
coraz dynamiczniej rozwija si¢ wykorzystanie Da-
nio pregowanego do poszukiwania nowych strategii
terapeutycznych.

ssakow. W zwiazku z tym coraz czgsciej siatkowka
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DanIO PREGOWANY JAKO ORGANIZM MODELOWY
pr W BADANIACH NAD NOWOTWORAMI
C

Maciej Olszewski i Magdalena Pruszko (Warszawa)
Streszczenie

Wraz z rozwojem cywilizacyjnym i zwigzang z tym rosnacg dtugo$cia zycia zwigksza si¢ liczba osob zapa-
dajacych na choroby nowotworowe. Postepy w rozwoju biologii i medycyny powoduja, ze skutecznos¢ lecze-
nia nowotworow jest o wiele wyzsza; niestety postep ten w wiekszo$ci dotyczy krajow wysoko rozwinietych.
Zwazywszy, ze naukowcy badajacy procesy biologiczne w wigkszos$ci postuguja si¢ modelami badawczymi,
w tym zwierzgcymi, dobor takiego modelu ze wzgledu na jego odpowiednios¢ w stosunku do stawianych
problemow badawczych, a takze uwarunkowania ekonomiczne i etyczne jest niezwykle wazny. Na przestrzeni
ostatniej dekady nastgpit gwaltowny wzrost popularno$ci ryby danio prggowanego jako organizmu modelowe-
go w wielu dziedzinach badan biologicznych i biomedycznych. Ponizszy artykut przedstawia skrétowo moz-
liwosci zastosowania danio pregowanego jako modelu badawczego w badaniach nad biologiag nowotwordw.

Abstract

Social and economic development contribute to the increase in human lifespan. This, unfortunately, results
in increased incidence of cancer. Progress in biomedical research significantly increased survival rates in
cancer patients, but this increase is largely limited to more developed countries. Given that biologists usually
work with research models, including model animals, the choice of the model with regard to its relevance and
economic and ethical ramifications becomes crucial. Within the last decade rapid increase in popularity of
zebrafish as a model animal in biomedical research occurred. The following article delineates current uses and

opportunities that zebrafish presents in the field of cancer research.

Choroby nowotworowe jako problem spoleczny
i medyczny

Choroby nowotworowe nazywane sg chorobami
cywilizacyjnymi i czesto wzrost zachorowalnos$ci na
nie kojarzony jest ze stopniem zamoznos$ci i rozwoju
spoleczenstw, w ktorych wystepuja. Dane Swiatowej
Organizacji Zdrowia (WHO) do pewnego stopnia to
potwierdzaja. Ot6éz w 2012 roku, z ktorego pochodza
najswiezsze dane o zasiegu globalnym, 8.2 miliona
sposrdd 56 milionow zgondéw, prawie 15%, mozna
przypisa¢ réznego rodzaju chorobom nowotworo-
wym. Czesto§¢ wystepowania nowotworéw u mez-
czyzn w regionie okreslanym przez WHO jako ,.kraje
bardziej rozwinigte” (obejmujacym Europg, Ameryke
Poinocna, Australie, Nowa Zelandie i Japoni¢) wyno-
si 307 przypadkow na 100 000 mieszkancoéw rocznie,
a zwigzana z nowotworami §miertelnos¢ to 138 zgo-
néw na 100 000 mieszkancéw rocznie. Dla porow-
nania, w regionie okreslanym jako ,.kraje mniej roz-
winigte”, obejmujacym resztg Swiata, wskazniki te
wynosza odpowiednio 163 i 120. Poglebiona analiza

powyzszych danych wskazuje, ze jesli chodzi o ca-
toksztatt chordob nowotworowych, to podstawowym
czynnikiem ryzyka jest wiek pacjenta, co najpew-
niej wynika z procesu akumulacji mutacji, ostabie-
nia uktadu immunologicznego i kilku jeszcze innych
czynnikow. Tak wiec z biegiem lat, wraz ze zwigk-
szaniem si¢ oczekiwanej dlugosci zycia, zwigksza
si¢ czgstos¢ wystgpowania chordb nowotworowych
i dla systemow opieki zdrowotnej zamoznych krajow
o starzejacych si¢ spoleczenstwach leczenie choréb
nowotworowych staje si¢ powaznym obcigzeniem.

Organizmy modelowe w badaniach
nad nowotworami

Z uwagi na istotno§¢ problemu publiczne i pry-
watne ciata finansujagce badania naukowe kieruja
znaczace fundusze na badania zwigzane z leczeniem
nowotwordéw. Tysigce naukowcdw na catym $wie-
cie pracujg nad metodami pozwalajacymi na selek-
tywne zabijanie badz zahamowanie wzrostu komo-
rek nowotworowych, ewentualnie powstrzymanie
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przerzutowania, co zwigksza szanse na sukces kla-
sycznej terapii chirurgicznej badZ chemioterapii. Zeby
prowadzi¢ badania w laboratorium nad jakakolwiek
chorobg naukowcom potrzebny jest model badawczy.
Z reguly oznacza to uproszczony uktad biologiczny,
czyli organizm nizszego rzgdu, w ktorym jednak pe-
wien obszar proceséw biologicznych pokrywa sig
z tym znajdowanym u cztowieka, a wigec i w komor-
kach nowotworowych. Dobrym przykladem sa tutaj
drozdze (Saccharomyces cerevisiae 1 Schizosaccha-
romyces pombe) oraz jezowiec z rodzaju Arbacia,
na ktorych badania prowadzili Leland Hartwell,
Paul Nurse i Timothy Hunt, odkrywcy podstawo-
wych mechanizméw molekularnych regulujacych
podziaty komorkowe, za ktoére uhonorowani zostali
Nagroda Nobla w 2001 roku. W 2016 roku Nagrodg
Nobla otrzymat Yoshinori Ohsumi, naukowiec, ktory
z uzyciem drozdzy badat procesy autofagii, istotne
dla wielu procesow fizjologicznych i patologicznych,
w tym nowotworzenia. Wspomniane wyzej mecha-
nizmy w swej istocie sa wspodlne dla wszystkich or-
ganizméw eukariotycznych, wilaczajac czlowieka,
a ich znakomite zachowanie w ewolucji wskazuje na
ich krytyczng istotnos¢, ale takze doskonato$¢ znale-
zionego przez ewolucj¢ rozwigzania. Zaburzenia tych
wlasnie podstawowych proceséw regulacyjnych,
ktore w duzym stopniu wspotdzielimy z drozdzami,
leza u podstaw patogenezy bardzo wielu nowotwo-
row, prowadzac do nabywania przez zdrowe komorki
zdolnosci do nieskonczonych i niewtasciwie kontro-
lowanych podziatow komorkowych i w efekcie do
pojawienia si¢ nowotworu.

Jakkolwiek proste modele sprawdzaja si¢ w wielu
zastosowaniach, to majg swoje ograniczenia zwigza-
ne z réznicami w genetyce, fizjologii czy zdolno$ci
reagowania na leki. Na przestrzeni ponad stulecia na-
ukowcy testowali rozne organizmy jako potencjalne
modele badawcze. Do dzi§ w powszechnym uzyciu
sa np. nicienie (Caenorhabditis elegans), muszki
owocowki (Drosophila melanogaster) czy myszy
i szczury laboratoryjne (Mus musculus i Rattus norve-
gicus). Dla wszystkich tych organizméw rozwingty
si¢ liczne techniki modyfikacji genetycznych, ktore
pozwalajg na wprowadzanie mutacji odzwierciedla-
jacych stany patologiczne znajdowane u pacjentow
i tym samym tworzenie organizméw modelowych.
Nalezy jednak zauwazy¢, ze w przypadku uzywania
organizmow wyzszych, by¢ moze doskonalszych jako
model badawczy, ale jednoczesnie zdolnych do odczu-
wania bolu i stresu, w gre zaczynaja wchodzi¢ kwe-
stie etyczne. Stad tez wzglgednie niedawne pojawie-
nie si¢ nowego organizmu modelowego, ryby danio
pregowanego (Danio rerio), pozwala niejednokrotnie

pogodzi¢ wymogi odpowiednio$ci modelu z uwa-
runkowaniami etycznymi. Zalety danio prggowane-
go jako organizmu modelowego, majacego zastoso-
wanie w wielu dziedzinach badan biomedycznych,
przedstawione sg w artykule na stronach 255-263
biezacego numeru Wszechswiata; w tym miejscu
nalezatoby wspomnie¢ jednak o kilku cechach, kto-
re szczegoblnie predestynuja te rybke do roli modelu
w badaniach nad nowotworami. Jest to organizm,
ktory pozwolit zapeti¢ luke pomigdzy prostymi (np.
muszka owocowka) i zaawansowanymi (gryzonie)
modelami: prosty kregowiec, u ktoérego wystepuje
wiele narzadéw wspolnych z cztowiekiem (np. skora,
watroba, trzustka czy chociazby mozg), a takze po-
siadajacy uktad immunologiczny, co pozwala mode-
lowa¢ roéznego rodzaju biataczki. Opracowano takze
wiele technik pozwalajacych na modyfikacje gene-
tyczne danio, dzigki czemu mozna tworzy¢ zwierzgta
majace sktonno$¢ do zapadania na okreslone typy no-
wotworow, a takze przenosi¢ do modelu zwierzecego
mutacje znajdowane u pacjentow ludzkich i obserwo-
wac ich efekty w danio. Ponadto, dzieki dostepnosci
metod modyfikacji genetycznej, wytworzono zna-
czacy liczbe transgenicznych linii danio, w ktorych
poszczegdlne organy badz uklady wykazuja fluore-
scencje, co umozliwia przyzyciowa obserwacje ryby,
u ktorej np. naczynia krwiono$ne fluoryzuja na zielo-
no, makrofagi na czerwono, a neutrofile na niebiesko.
Mozna dzigki temu obserwowac nie tylko rozwdj no-
wotworu w czasie, ale rowniez reakcj¢ uktadu immu-
nologicznego gospodarza na komorki nowotworowe.

Dwa podstawowe podejsScia stosowane w bada-
niach nowotwordow z uzyciem D. rerio to badania
nowotworow powstajagcych w organizmie ryby oraz
transplantowanie do ryby komorek nowotworowych
pochodzacych z innych organizméw (np. ludzkich)
1 badanie interakcji pomigdzy nowotworem a gospo-
darzem. Wyniki uzyskiwane z uzyciem obydwu tych
strategii przedstawimy pokrotce ponize;j.

Nowotwory powstajace w organizmie Danio rerio

Proces powstawania i ewentualnego uztosliwiania
nowotworu jest wieloetapowy i z reguly obejmuje
uszkodzenia kolejnych pozioméw regulacji prolife-
racji i roznicowania komorkowego. Analiza zmian
genetycznych wystepujacych w komoérkach nowo-
tworowych pozwolita na zidentyfikowanie grupy bia-
ek, ktorych scisle kontrolowana aktywnos$¢ pobudza
wzrost komorek, a w przypadku utraty tejze kontroli
prowadzi do niekontrolowanego wzrostu. Biatka te
nazywane sg protoonkogenami, a w uszkodzonej for-
mie — onkogenami. W nowotworach wystepujacych
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u ludzi bardzo czgsto znajdowane sg mutacje w ge-
nach kodujacych biatka zrodzin RAS, RAF lubMYC.
Inna niezwykle istotna grupa bialek to tzw. supresory
nowotworowe — s3 one odpowiedzialne za hamowa-
nie i utrzymywanie wzrostu komorek pod kontrola.
W przypadku utraty funkcji takiego biatka z powodu
mutacji w kodujacym je genie, rowniez moze dojs¢
do niekontrolowanych podzialow komorkowych
i w efekcie do rozwoju nowotworu. Najbardziej chy-
ba znanym przedstawicielem tej grupy biatek jest
p53, produkt genu 7P53, ktory ulega réznego rodza-
ju mutacjom w ponad polowie nowotworow wyste-
pujacych u ludzi. Obydwa te systemy kontroluja si¢
wzajemnie i czgsto konieczne sa mutacje w genach
nalezacych do obydwu $ciezek, zeby doszto do nowo-
tworu. Uzasadniona wydaje si¢ tu analogia motoryza-
cyjna, méwiaca, ze dopiero jednoczesne naci$nigcie
gazu do podtogi (onkogen) i zepsucie hamulcow (su-
presor nowotworowy) gwarantuje wypadek. Wraca-
jac do danio, wiele istniejacych modeli choréb nowo-
tworowych jest efektem wprowadzenia do genomu
ryby mutacji znajdowanych u ludzi w genach kodu-
jacych protoonkogeny lub supresory nowotworowe.
W tabeli 1 zestawiono cztery sposrod wielu dostep-
nych modeli nowotworowych, ktore pokrotce sg omo-
wione ponizej. W przypadku specyficznej tkankowo,
ograniczonej do watroby ekspresji genu kodujacego
biatko KRAS z substytucja dwunastej reszty ami-
nokwasowej glicyny na reszt¢ waliny, ktora czesto
znajdowana jest w ludzkich nowotworach, nastepuje
gwattowny rozrost watroby o charakterystyce nowo-
tworowej [1]. Jednoczesnie autorzy tej publikacji po-
kazali, ze traktowanie ryb ze sztucznie wytworzonym
nowotworem watroby substancjami blokujacymi
sygnaty wzrostowe w komoérkach nowotworowych
prowadzi do zahamowania wzrostu tych komorek.
Tym samym nie tylko wykazali, Ze u danio prego-
wanego fenotyp mutacji przeniesionej od pacjentow
odpowiada temu znajdowanemu u ludzi, ale takze, ze
ryba jest dobrym modelem do testowania potencjal-
nych lekow przeciwnowotworowych. Inny ciekawy
model nowotworu watroby nie jest oparty na akty-
wacji protoonkogenu, ale na utracie funkcji supresora
nowotworowego p53 i jednoczesnej ekspresji genu
pochodzacego z wirusa powodujacego wirusowe za-
palenie watroby typu B (WZW B) [2]. Badania epi-
demiologiczne u ludzi wskazuja, ze zachorowanie na
WZW B nie tylko prowadzi do zaburzen funkcjonal-
nych watroby w rodzaju zwtoknienia czy marskosci,
ale tez zwigksza ryzyko pdzniejszego zachorowania
na raka watroby. Badania wykonane na modelu danio
wykazaty, ze obecno$¢ biatka HBx, pochodzacego
z wirusa, prowadzi do wspomnianego upo$ledzenia

struktury i1 funkcji watroby, ale dopiero skojarzenie
ekspresji HBx z inaktywacja p53 prowadzi do pro-
cesu nowotworowego. Innym nowotworem, ktérego
model stworzono w D. rerio jest czerniak [3]. Jest to
jeden kilku z nowotwordéw, na ktore ryby te zapada-
ja spontanicznie. Roznica pomigdzy spontanicznie
powstatymi czerniakami i wspomnianym modelem
polega na tym, ze w tym drugim do genomu ryby
wprowadzono okre$lona mutacje powodujaca, ze
w biatku BRAF, bedacym protoonkogenem, nastepu-
je zmiana V60OE (reszta waliny na reszt¢ kwasu glu-
taminowego), czgsto znajdowana u pacjentow. Oka-
zalo sig¢, ze u ryb z taka mutacjg na skorze pojawiaja
si¢ czarne znamiona bgdace skupiskami melanocy-
tow. W przypadku jednoczesnego wystgpienia muta-
cji w genie kodujacym supresor nowotworowy p53,
nastepuje gwattowny rozwoj masy nowotworowej
o charakterze czerniaka. Wspomniane powyzej mo-
dele stworzone zostaty tak, zeby zmiany genetyczne
ograniczone byly do narzadow, ktore interesowaly
badaczy. Przykladem innego podejscia jest kolej-
ny model badawczy, gdzie mutacja, podobnie jak
w pierwszym z omawianych modeli raka watroby,
wprowadzona zostata do genu KRAS, a jej efektem
jest zamiana dwunastej reszty aminokwasowej glicy-
ny na reszt¢ kwasu asparaginowego w kodowanym
przez ten gen biatku [4]. Réznica polega na tym, ze
w tym przypadku ekspresja genu kodujacego zmie-
nione biatko zachodzita we wszystkich tkankach
zwierzecia i w efekcie u ryb rozwinetly sie rézne no-
wotwory: migsak prazkowanokomorkowy, zaburze-
nia mieloproliferacyjne (dotyczace komorek krwi),
rozrosty w obszarze jelit, a takze zto§liwy nowotwor
wywodzacy si¢ z oslonek nerwow obwodowych.
Pokazuje to, ze przemiana protoonkogenu w onko-
gen moze prowadzi¢ do wystgpienia procesu nowo-
tworowego w prawie kazdej tkance i jednoczesnie,
ze identyczna mutacja (tu: G12D) moze prowadzi¢
do rozwinigcia si¢ bardzo réznych nowotworow,
w zalezno$ci od rodzaju komorek, w ktorych wystapi.
Czytelnikow zainteresowanych poglebieniem wiedzy
dotyczacej wykorzystania danio prggowanego jako
gospodarza endogennych nowotworow odsytamy do
pracy przegladowej w jezyku angielskim [5].

Danio rerio jako gospodarz transplantacji
ksenogenicznej

Jak wspomniano wyzej, w badaniach nad nowo-
tworami z uzyciem danio jako modelu badawczego
aktualnie stosowane sg dwa podstawowe podejscia:
mutageneza in situ i transplantacja ksenogenicz-
na, czyli transplantacja komoérek nowotworowych
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pochodzacych z innego organizmu (np. ludzkich) do
organizmu ryby. W Zaktadzie Biologii Molekularnej
Migdzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej
i Komoérkowej w Warszawie, kierowanym przez prof.
Macieja Zylicza, badania prowadzone s3 z uzyciem
metody transplantacji ksenogenicznej. W oparciu
o powstalg w ostatnich latach w ramach projektu FI-
SHMED infrastrukture umozliwiajaca hodowlg i ba-
dania nad Danio rerio, i we wspotpracy z posiada-
jaca duze doswiadczenie w uzyciu tej metody grupa
badawczg z Lejdy w Holandii, kierowang przez prof.
Ewe Snaar-Jagalska, prowadzimy badania dotyczace
wplywu mutacji w genie kodujacym biatko p53 na
chemiooporno$¢ i inwazyjno$¢ nowotworow, a takze
na zdolnos$¢ komorek nowotworowych do stymulacji
wzrostu naczyn krwionosnych gospodarza (angioge-
neze). Zdolnos¢ komorek nowotworowych do nacie-
kania otaczajacych tkanek w organizmie modelowym
jest pewnym odzwierciedleniem ich potencjatu me-
tastatycznego (sklonnosci do tworzenia przerzutow)
w organizmie pacjenta. Metodologia naszych badan
obejmuje wprowadzenie do genomu komorek nowo-
tworowych interesujgcych nas mutacji zmieniajacych
biatko p53, a takze wprowadzenie genu kodujacego
biatko czerwonej fluorescencji. Komorki te sg nastep-
nie podawane dozylnie do dwudniowych embrionow
rybich za pomocg szklanej igly o $rednicy okoto 40
mikrometréw, co w przyblizeniu odpowiada potowie
grubosci ludzkiego wlosa. Ryby uzywane do tych
doswiadczen sa zmodyfikowane genetycznie w taki
sposob, ze komorki ich srodbtonka wykazuja zielong
fluorescencje. Prad krwi porywa komoérki nowotwo-
rowe i w naczyniach obwodowych przylegaja one do
$rodbtonka. Ryc. 1A pokazuje trzydniowy embrion
rybi, ktory 24 godziny wczes$niej zostat nastrzyknigty
komorkami nowotworowymi w miejscu wskazanym
strzatka. Nastgpnie niektdre z zaimplantowanych ko-
morek pokonuja bariere srodbtonka i wydostaja sie
z naczyn krwionos$nych. Ryc. 1B pokazuje cztero-
dniowy embrion rybi, dwa dni po iniekcji. Na po-
wigkszeniach widoczne sg komorki wewnatrz naczyn
krwiono$nych (czerwone strzatki) i takie, ktore wy-
dostaty si¢ z naczyn (zielone strzatki). W przypadku
uzytych w tym do$wiadczeniu komorek pochodza-
cych z raka pluca, w czgsci ogonowej zwykle wytwa-
rza si¢ kolonia komorek, z ktérej komoérki penetruja
przylegajace tkanki rybie. Na Ryc. 1C pokazany jest
o$miodniowy embrion rybi, sze§¢ dni po iniekcji,
z zaznaczonym regionem kolonizacji przez komorki
nowotworowe, a na powigkszeniach zdjecia kolonii
komorkowych pochodzace z kilku ryb. Kolonie te,
jak mozna zauwazy¢, wykazuja rézny stopien in-
wazyjnosci, co powinno odzwierciedla¢ potencjat

metastatyczny tych komorek u pacjenta. Mozliwe jest
takze badanie interakcji pomigdzy komorkami nowo-
tworowymi a organizmem gospodarza poprzez np.

Ryc. 1 Ksenotransplantacje komoérek nowotworowych do danio pre-
gowanego. Na wszystkich panelach kolor zielony pokazuje komorki
$roédblonka, a kolor czerwony wstrzyknigte komorki nowotworowe. (A)
Trzydniowy embrion danio pregowanego, 24 godziny po wstrzyknigciu
komorek nowotworowych. Miejsce wstrzyknigcia zaznaczone czerwona
strzatka. (B) Czterodniowy embrion rybi, 48 godzin po wstrzyknigciu ko-
morek. Widoczne sa komorki wewnatrz naczyn krwiono$nych (czerwone
strzatki) i komorki opuszczajace te naczynia (zielone strzatki) (C) O$mio-
dniowy embrion rybi, 6 dni po wstrzyknigciu komorek nowotworowych.
Obszar otoczony ramka na panelu C prezentowany w powigkszeniu po-
nizej. Wyraznie widoczna lokalna infiltracja tkanek przez komérki nowo-
tworowe, ktore wydostaty si¢ z naczyn krwiono$nych.
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traktowanie komorek lekami przed wstrzyknigciem
do ryby, podawanie lekoéw do wody, w ktorej zyja
ryby czy tez modyfikacje genetyczne rybiego gospo-
darza, prowadzace do braku pewnych chemokin lub
komorek uktadu odpornosciowego (jak makrofagi
czy neutrofile) i obserwowanie wplywu tych mani-
pulacji na przezywalno$¢ i inwazyjno$¢ komorek
nowotworowych. Z uzyciem podobnych technik nasi
wspotpracownicy z Holandii pokazali, ze ludzkie ko-
morki nowotworowe z nowotworu piersi umieszczo-
ne w organizmie danio prggowanego wchodza w in-
terakcje z rybimi neutrofilami i reagujg na chemokiny
wydzielane przez komorki rybie, zmieniajac swoja
inwazyjnosc [6].

Danio rerio pozwala rdwniez na przeprowadza-
nie doswiadczen okreslajacych potencjat angiogenny
transplantowanych komorek nowotworowych [7].
W warunkach naturalnych guz nowotworowy, po
osiggnieciu pewnej granicznej wielko$ci, nie jest
w stanie pozyskiwaé czynnikow odzywczych po-
przez dyfuzje. W zwigzku z tym, azeby przezy¢,
komoérki nowotworowe muszag wytworzy¢ zdolnosé
indukowania wzrostu naczyn krwionosnych gospo-
darza, ktére to naczynia nastepnie odzywiajg rosnacy
guz. W tym celu komorki nowotworowe wydzielaja
rozne bialka, z ktorych najwazniejsze to naczyniowy
srodblonkowy czynnik wzrostu (VEGF). Komorki
$rodbtonka wykrywaja zrodto VEGF-u i rosng w jego
kierunku. Modelowanie tego procesu w embrionach
danio pregowanego polega na wstrzyknigciu niewiel-
kiej liczby komorek do przestrzeni periwitelarnej
(pomigdzy dwie warstwy blony otaczajacej zottko)
dwudniowych embriondéw i, po 24 godzinach, poréw-
nanie morfologii naczyn krwiono$nych ryb nastrzyk-
nietych i nienastrzyknigtych. Obserwowane naczynia
to najczesciej podjelitowy kompleks naczyniowy
(ang. SIV), ktory u ryb dwu- i trzydniowych tworzy
rodzaj ,,siodetka” w gornej czesci zottka (Ryc. 2A).
W przypadku obecnosci czynnikow angiogennych,
wydzielanych przez nastrzyknigte komorki, z kom-
pleksu tego wyrastaja pierwotne naczynia krwiono-
$ne, rosngce w kierunku zrodta VEGF-u (Ryc. 2B).
Mozliwe jest rOwniez przemieszczenie i rozrost cate-
go kompleksu SIV (Ryc. 2C). Tego rodzaju badania
pozwalaja na ilosciowa i jakoSciowa ocen¢ procesu
wzrostu naczyn krwiono$nych w okolicy guza no-
wotworowego, a takze na testowanie skutecznosci
modyfikacji genetycznych oraz $rodkow farmakolo-
gicznych w hamowaniu wzrostu tych naczyn i tym
samym zahamowaniu wzrostu guza. Automatyzacja
procesu obrazowania i analizy obrazu pozwala na
przeszukiwanie duzych bibliotek zwigzkow bio-
logicznie aktywnych z uzyciem zaawansowanego

ewolucyjnie organizmu — kr¢gowca, jako modelu ba-
dawczego, co byto wezesniej niemozliwe. Zastosowa-
nie takiego podejscia doprowadzito juz do zidentyfi-
kowania pierwszego zwiazku chemicznego, wstgpnie
wyselekcjowanego z uzyciem danio prggowanego,
a wykazujacego aktywnos$¢ antyangiogenng w mode-
lu badawczym opartym na komoérkach ludzkich [8].

Ryc. 2 Oznaczenie aktywnos$ci angiogennej komérek nowotworo-
wych. Na wszystkich panelach kolor zielony pokazuje komorki $rod-
btonka, a kolor czerwony wstrzykniete komorki nowotworowe. Komorki
nowotworowe wstrzykniete zostaly do dwudniowych embrionéw rybich
i pozostaly w miejscu wstrzyknigcia. Ryba nienastrzyknigta (A) i ryby
nastrzyknigte komoérkami nowotworowymi wykazuja r6zng morfologie
naczyn krwiono$nych.
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Na przeciwnym krancu spektrum metod mikro-
skopowych uzywanych w badaniach nad danio
pregowanym lokuje si¢ metoda mikroskopii $wietl-
noplaszczyznowej (ang. lightsheet microscopy). Me-
toda ta pozwala na niezwykle doktadne obserwacje
procesow zachodzacych w organizmie zywej ryby,
z jednoczesng minimalizacja fototoksycznosci wy-
wolanej przez uzywane powszechnie w mikroskopii
fluorescencyjnej §wiatto laserowe, za to o mniejszej
przepustowosci, jesli chodzi o liczbe obrazowanych
zwierzat. Artykul szerzej omawiajacy t¢ technike
mozna znalez¢ w biezagcym numerze Wszechswia-
ta na stronach 263-269. W naszych badaniach nad
nowotworami metoda ta znajduje zastosowanie
w obrazowaniu komodrek nowotworowych wstrzyk-
nietych do uktadu naczyniowego danio. Zdjecia wy-
konane w technice stereoskopowej (Ryc. 1 i 2) po-
zwalaja wstepnie oceni¢ fenotyp kolonii komorek
nowotworowych, ale w celu jednoznacznego ustale-
nia, czy komorki te przywarly do $rodblonka, badz
opuscity naczynia krwionosne — obydwa te etapy sa
konieczne do powstania przerzutu nowotworu — ko-
nieczne jest uzycie metody pozwalajacej osiagnaé
wyzszg rozdzielczo$¢ i zanalizowa¢ badany obiekt
w trzech wymiarach. Na Ryc. 3 przedstawiony jest
ten sam obszar ryby, co na zblizeniach na Ryc. 1C,
ale zobrazowany technika mikroskopii $wietlno-
plaszczyznowej, co pozwala na wykonanie przekro-
jow w dowolnej plaszczyznie. Porownanie przekro-
jow w plaszczyznach strzatkowej (S) i poprzecznej
(P) pozwala stwierdzi¢, ze cata kolonia komorek
nowotworowych znajduje si¢ na zewnatrz uktadu na-
czyniowego. Jednoczesnie wida¢, ze w zyle ogono-
wej (ZO) znajdujg si¢ jeszcze poszczegdlne komor-
ki nowotworowe (Ryc. 3A 1 3C, czerwone strzatki).
Z kolei na obszarze najwigkszej swojej ekspan-
sji poza naczynia komorki nowotworowe uciskajg
zarowno zyle, jak i tetnicg ogonowg (TO), powodujac
znaczace zmniejszenie ich §wiatla, co wida¢ wyraz-
nie na Ryc. 3B na przekroju poprzecznym.

Podsumowujac, wydaje si¢, ze po dekadzie two-
rzenia modeli choréb, rowniez nowotworowych, i po
stworzeniu bogatego zestawu narz¢dzi do manipula-
cji genetycznych, Danio rerio zaczyna by¢ akcepto-
wany przez srodowisko naukowe jako pelnoprawny
model badawczy. Ma oczywiscie swoje ograniczenia
w stosunku do modeli mysich, ale z drugiej strony od-
powiada na wspoélczesne wyzwania natury etycznej,
zwigzane z prowadzeniem do$§wiadczen z uzyciem
zwierzat laboratoryjnych. Co wiecej, niektore z tych
doswiadczen, jak np. wysokoprzepustowe przeszuki-
wanie bibliotek zwigzkéw chemicznych, na przyktad
w poszukiwaniu lekow przeciwnowotworowych, sa

po prostu niewykonalne z uzyciem gryzoni, a moga
by¢ zautomatyzowane z uzyciem tej ryby. Stad tez
uwazamy, ze danio prggowany ma duze szanse spet-
ni¢ poktadane w nim nadzieje i cieszymy si¢, ze
réowniez w Polsce powstaja kolejne osrodki naukowe
uzywajace tego organizmu modelowego.

J' Plaszcayzny:
strzatkowa

poprzeczna

Ryc. 3 Obrazowanie ksenotransplantéw metoda mikroskopii Swietl-
noplaszczyznowej. O$miodniowe embriony rybie, sze§¢ dni po nastrzyk-
nigciu, obrazowane za pomocg mikroskopii $wietlnoptaszczyznowej. Na
wszystkich panelach kolor zielony pokazuje komorki $rodbtonka, a ko-
lor czerwony wstrzyknigte komorki nowotworowe Oznaczone przekroje
w plaszczyznach strzatkowej (S) i poprzecznej (P); oznaczona tgtnica
ogonowa (TO) i zyta ogonowa (ZO). Czerwone strzatki wskazuja komor-
ki nowotworowe wewnatrz naczyn krwionosnych.

Tab. 1 Zestawienie wybranych modeli choréb nowotworowych stwo-
rzonych w Danio rerio i opisanych w tekscie

Narzad Transgen Efekt biologiczny
Nowotwor watroby z mutacja w genie
Watroba | KRAS (G12V) | KRAS i platforma do testowania
lekow [1]
Nowotwor watroby wywotany
Watroba | HBx ekspresja genu kodujacego biatko
a wirusa HBV, wymaga dodatkowo
mutacji w p53 [2]
X Czerniak z mutacja w genie BRAF,
Skora BRAF(V600E) wymaga dodatkowo mutacji w p53 [3]
Roézne KRAS (G12D) Roézne narzady [4]
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K AMPANIA EDUKACYJNA ,,BADZ ZDROW JAK RYBA”
JAKO PRZYKEAD DZIALAN POPULARYZATORSKICH

e

&

Streszczenie

Artykut prezentuje kampani¢ edukacyjng ,,Badz zdrow jak ryba” realizowana przez Migdzynarodowy Insty-
tut Biologii Molekularnej i Komorkowej (MIBMiK) w Warszawie oraz efekty zwiazane z realizacjg progra-
mu. Celem akcji jest edukowanie w zakresie biologii i badan naukowych prowadzonych w Instytucie. Cheac
W przyjazny sposob przyblizy¢ dzieciom wspotczesne nauki biologiczne w zakresie uzupetiajacym ich wie-
dze szkolng i1 zachecajacym do szerszego poznawania tej dziedziny nauki w przyszlosci, Instytut przygoto-
wat program warsztatow edukacyjnych dla dzieci, ksigzeczke 1 materiat wideo pod wspdlnym tytutem ,,Badz
zdrow jak ryba”.

Abstract

This article presents the “Be Healthy as a Fish” educational program organized by the International Institute
of Molecular and Cell Biology (IIMCB) in Warsaw and the positive effects resulting from the campaign. The
aim of the program is to educate in the field of biology and research conducted at the Institute. In order to focus
on the field of biology in a way that complements the children’s classroom curriculum and encourages them
to broaden their interests in biology in the future, the Institute created a workshop, a booklet and a movie each
under the title “Be Healthy as a Fish”.
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Wprowadzenie

Jezeli spojrzymy na komunikowanie nauko-
we z poziomu spolecznego, to mozemy zauwazyc,
ze badania naukowe oraz ich rezultaty coraz czgsciej
sa spoleczna, gospodarcza, badz kulturows sila, a in-
formowanie o pracach badawczych to proces ugrun-
towujacy nauke [3]. Wazne jest, aby komunikacja
naukowa byla postrzegana jako wiarygodny partner
w publicznej dyskusji i rozwoju spoleczenstwa. Wy-
stepuje tu obustronna zalezno$¢, gdyz spoleczenstwo
potrzebuje nauki, aby moéc napedza¢ zachodzace
W nim zmiany, a nauka opiera si¢ na pomystach, kre-
atywnosci i talentach ludzi, ktorzy ja tworza.

Wychodzac temu naprzeciw Migdzynarodowy In-
stytut Biologii Molekularnej i Komorkowej (MIB-
MiK) w Warszawie stworzyl kampani¢ edukacyjng
zatytutowana ,,Badz zdréw jak ryba”. Celem progra-
mu jest edukacja na temat wykorzystania ryb z ga-
tunku danio pregowany (Danio rerio) jako organizmu
modelowego, pozwalajacego naukowcom zrozumieé
sposob, w jaki dziata organizm cztowieka. Inspiracja
do stworzenia akcji edukacyjnej byt projekt “Fishing
for Medicines and their targets using Zebrafish models
of human diseases” (akronim FishMed) realizowany
od grudnia 2012 roku i sfinansowany przez Komisje
Europejskag w ramach 7. Programu Ramowego oraz
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Ce-
lem projektu byto wprowadzenie danio pregowanego
jako nowego modelu badawczego, umozliwiajacego
prowadzenie innowacyjnych projektow przy zasto-
sowaniu tego zwierzecego modelu chorob ludzkich.

Pierwsze dziatania skierowane do grupy najmtod-
szych zostaty podjete w grudniu 2013 roku, kiedy to
Instytut zorganizowat przed$wigteczny konkurs pla-
styczny dla dzieci pt. ,,Danio prggowany w §wiatecz-
nej scenerii”. Prace konkursowe mogly by¢ wykona-
ne dowolnie wybrang technikg (rysunek, wycinanka,
wydzieranka, technika mieszana). Ocenie podlegat
pomyst, kreatywnos¢, estetyka i nawigzanie do pro-
jektu FishMed. Wszyscy mlodzi arty$ci bioracy
udziat w konkursie zostali nagrodzeni, a jedna z prac
zostala wybrana do stworzenia instytutowej kartki
swiatecznej. Coroczna wizyta Uzdolnionej Mtodzie-
zy stala si¢ okazjg do podjecia dziatan edukacyjnych.
Stypendysci Krajowego Funduszu na rzecz Dzieci
w marcu 2014 roku wzigli udzial w zajgciach
grupowych, podczas ktorych pracowali ze strong
internetowa projektu FishMed, wspdlnie zastana-
wiali si¢ nad etapami rozwoju ryby i uktadali zdje-
cia spod mikroskopu w odpowiedniej kolejnosci,
a po zapoznaniu si¢ z artykulami prasowymi rozwig-
zywali krzyzoéwke. Natomiast program edukacyjny

»Badz zdrow jak ryba” zostal zainaugurowany we
wrzesniu 2014 roku podczas Festiwalu Nauki. Ini-
cjatorem akcji byl prof. Jacek Kuznicki, dyrektor
Instytutu. Materialy edukacyjne przygotowane zo-
staty przez zespot pracownikow MIBMiK, w sktad
ktorego wchodzili naukowcy, kierownik Pracowni
Hodowli Danio Pregowanego, lekarz weterynarii
oraz specjalista ds. public relations. Aby stworzy¢
program, ktory bylby interesujacy, a zarazem zro-
zumialy dla mtodych odbiorcow, wszystkie ma-
terialy i scenariusz zaje¢ przygotowane dla dzieci
opracowano na podstawie konsultacji z BioCen-
trum Edukacji Naukowej (BioCEN) i metodykiem.
BioCEN to przedsigwzigcie edukacyjne, powstate
w 2002 roku dzigki pomocy i wsparciu MIBMiK,
a jego celem jest popularyzacja biologii w spoteczen-
stwie, zwlaszcza poprzez organizacj¢ warsztatow
laboratoryjnych, szkolen, pokazow i wyktadow dla
mtlodziezy, nauczycieli biologii oraz zainteresowa-
nych osob.

Badz zdréw jak ryba — skad taki tytul?

Mowimy, ze kto$ jest ,,zdrow jak ryba”, opisujac
osobg¢ o dobrym zdrowiu. To powiedzenie zostalo ce-
lowo uzyte jako motyw przewodni dziatan, aby wy-
wotlaé refleksje, ,,czy to oznacza, ze ryby rzeczywi-
$cie nie chorujg i naprawde¢ majg tak dobre zdrowie”?
W rzeczywistos$ci, podobnie jak inne zwierzeta i jak
ludzie, ryby moga zachorowa¢. Obiegowa i nie do
konca prawdziwa opinia o ich dobrym zdrowiu wyni-
ka stad, ze ludzie wyjatkowo rzadko maja mozliwo$¢
obserwowania chorujacych ryb. Nalezy zwroci¢ uwa-
ge, ze ten tatwy do zapamigtania tytul, bedacy czgsto
stosowanym zwigzkiem frazeologicznym, wiaze ze
sobg dwa stowa kluczowe dla programu: ,,zdrowie”
1,ryba”, a ich potaczenie oddaje tematyke akcji edu-
kacyjnej. Wykorzystanie tego potocznego powiedze-
nia, jako nieco przewrotnego tytutu, miato na celu
nadanie mu zupelnie nowego skojarzenia: ryby tez
moga chorowac, ale zarazem majg istotne znaczenie
dla zdrowia cztowieka.

Ksigzka edukacyjna ,,Badz zdréw jak ryba” [1]

Na potrzeby kampanii powstata ksigzka, ktora przy-
bliza mlodym czytelnikom skomplikowany §wiat na-
uki. Na poczatku, wykorzystujgc seri¢ intrygujacych
pytan adresowanych do czytelnikow, zachgca ich, by
zastanowili si¢ nad pytaniem: ,,Czego potrzebuja na-
ukowcy, aby znalez¢ lek na chorobg?” Poprzez po-
réwnanie organizmu do maszyny zlozonej ze skom-
plikowanych elementow, ktore nie mogg dziata¢ jeden
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bez drugiego, ksigzeczka prowadzi czytelnikow do
whniosku, ze zdrowie ludzkiego organizmu, podobnie
jak prawidtowe funkcjonowanie zlozonej maszyny,
jest wynikiem prawidtowego dzialania jego elemen-
tow sktadowych, czyli komorek. Aby moc walczy¢
z chorobami, naukowcy musza mie¢ dobry atlas
ludzkiego organizmu, pokazujacy jego organizacje
i funkcjonowanie, podobnie jak technicy potrzebuja
szczegdtowych instrukcji po to, by naprawi¢ sprzet
i maszyny, gdy te nie dziatajg prawidlowo. Wielka
pomoca przy tworzeniu takiego atlasu sa organizmy
modelowe. Wprowadzenie to stanowi dla czytelni-
kow zaproszenie do zapoznania si¢ z dalszg czgscia
opowiadanej historii i odkrycie zalet rybki danio jako
organizmu modelowego. Autorzy dokonuja kilku po-
réwnan pomig¢dzy czlowiekiem a danio prggowanym,
by w prosty sposob pokaza¢ podobienstwa obu tych
gatunkow, zaczynajac na poziomie komorkowym,
a konczac na poroéwnaniu ciata cztowieka i ryby, tak
by uwidoczni¢ anatomiczne i psychologiczne podo-
bienstwa tych organizméw. Aby wyjasnié, dlaczego
ludzie sa tak podobni do zwierzat, autorki ksigzeczki
przedstawiajag mtodym czytelnikom podstawowe in-
formacje na temat ewolucji krolestwa zwierzat. Co
wazne, dzieci dowiaduja si¢, ze naukowcy potrafig
wykorzysta¢ zarowno podobienstwa migdzy cztowie-
kiem a rybkg Danio rerio, jak i r6znice mig¢dzy nimi
(np. takie jak rozwoj potomstwa poza organizmem
matki i relatywnie krotki czas zycia rybek). Na koniec
ksigzka prezentuje przyszte wyzwania stojace przed
nauka, w tym nieodkryte jeszcze leki. Autorki wy-
korzystujg chorobe Alzheimera i chorobe Parkinsona
jako przyktady chordb, dla ktérych nie znaleziono
jeszcze skutecznych terapii. Wyjasniaja czytelnikom,
w jaki sposdb wykorzystanie stosunkowo krotko
zyjacej rybki, jako modelu ludzkich choréb zwigza-
nych ze starzeniem si¢ organizmu, moze pomoc na-
ukowcom w odkryciu skutecznych terapii leczacych
ludzi cierpiagcych na takie choroby. Na zakonczenie
ksigzki autorki zapraszaja czytelnikow, aby w przy-
sztosci dotaczyli do grona naukowcow jako badaw-
cze i uczeni oraz zglebiali niezbadane dotad obszary.
Z zalozenia ksigzka adresowana jest do uczniow
szkot podstawowych, majacych jedynie podstawowa
wiedzg¢ o naukach przyrodniczych, dlatego tez zostata
zilustrowana zartobliwymi i przyciggajacymi uwage
rysunkami o charakterze komiksowym, aby uczy-
ni¢ jej zawartos¢ bardziej interesujaca dla mtodych
czytelnikow. Przez wszystkie obrazki przewijaja si¢
dwie gtéwne postacie: chlopiecirybka. Jedna zilustra-
cji przedstawia chlopca, ktory przeglada si¢ w lustrze,
a odbiciem widzianym przez niego jest rybka danio
pregowany. Obrazek ten wybrano na oktadke ksigzki

(Ryc. 1) jako ,.graficzne podsumowanie” programu
edukacyjnego. Ponadto, aby pomoc czytelnikom
w przyswojeniu sobie przekazywanych w teks$cie wia-
domosci, ksiazka oprocz ilustracji zawiera rowniez
ciekawe zadania do rozwigzania. Zamieszczony na
koncu krotki stowniczek podaje definicje terminow
uzytych w ksigzce, ktorych zrozumienie moze by¢
trudne dla niektorych czytelnikow. Co wazne, mery-
toryczng zawarto$¢ ksiazki stworzono we wspolpra-
cy z ekspertem metodyki nauczania biologii, tak by
zapewnic, ze jej przekaz bedzie zarowno zrozumiaty,
jak 1 inspirujacy dla mtodych odbiorcow.

Anna Barosik Ewedina Szymartiska

Miedanmarodowy Instytut Biologil Molekularne] | Komdrkowe] w Warszawie

Ryc. 1. Oktadka ksiazki ,,Badz zdréw jak ryba”.

Ksiagzke otrzymujg wszyscy uczestnicy warsztatow
,»Badz zdrow jak ryba”. Jest to dla nich zaproszenie,
aby poszerzyli swoja wiedzg, wykraczajac poza kwestie
poruszane w trakcie zaje¢. Jednak tres¢ ksigzki zostata
napisana w taki sposob, aby mogta stanowi¢ niezaleznie
opowiedziang historie, zrozumiata nawet dla odbiorcéw
nieuczestniczacych w warsztatach. Ksigzka dostgpna
jest na stronie internetowej MIBMiK w dwoch wersjach
jezykowych (polskiej i angielskiej) 1 mozna ja pobrac
za darmo. Moze stanowi¢ materiat dodatkowy dla na-
uczycieli, wspomagajacy omawianie tematow, takich
jak ewolucja, biologia komorki, dziedzicznos¢, anato-
miczne podobienstwa pomigdzy ludzmi i zwierzgtami.
Jest to takze interesujacy punkt wyjscia do dyskusji na
tematy, takie jak zastosowanie zwierzecych modeli ba-
dawczych w pracy naukowej oraz ich wplyw na poten-
cjalne odkrycie nowych lekow.

Film edukacyjny ,,Badz zdrow jak ryba” [2]

Celem filmu jest zapoznanie widzow z dziatalno$cia
Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekularne;j
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i Komorkowej w Warszawie i tematyka prowadzo-
nych tu badan, a takze pokazanie jak wyglada co-
dzienna praca naukowcow. Niespetna szesciomi-
nutowy filmik jest w znacznej mierze animowany,
jednak kilka kadrow zostato nagranych w Instytucie,
aby pokaza¢ rzeczywisty wyglad laboratoriow, czy
hodowli danio pregowanego (Ryc. 2). Fabuta filmu
budowana jest wokot wycieczki po Instytucie, pod-
czas ktorej animowany profesor prezentuje tajemnice
naukowego $wiata biologii molekularnej i komorko-
wej. W tym celu cofamy si¢ kilka lat wstecz, kiedy
w Instytucie pojawit si¢ ulubieniec profesora, czyli
rybka danio pregowany. W trakcie wycieczki wi-
dzowie dowiaduja sie, dlaczego wybrano rybke i sa
$wiadkami tworzenia si¢ nowego mi¢dzynarodowego
zespohu naukowcow. Moga rowniez obserwowac zy-
cie codzienne w ,,rybim miasteczku”, na ktére sktada-
ja sie setki akwariow, a profesor bierze udzial w kar-
mieniu. Podobnie jak ksigzeczka edukacyjna, tres¢
filmu zawiera wiele cennych informacji na temat roz-
woju 1 biologii danio preggowanego, a takze przedsta-

Ryc. 2. Kadry z filmu Badz zdréw jak ryba.

wia genetyczne i anatomiczne podobienstwa pomig-
dzy czlowiekiem a rybka [4]. Widzowie dowiaduja
si¢ ponadto, ze nauka nie ma granic, a nowe odkrycia
sg efektem wspolnych wysitkéw naukowcow z catego
$wiata, ktorzy wspolpracujg ze sobg i dzielg si¢ swo-
ja wiedza podczas seminaridow i konferencji. Filmik
(w jezyku polskim i angielskim) jest dostgpny na
stronie internetowej projektu FishMed, skad mozna
go bezptatnie pobra¢. Dodatkowo, aby zwigkszy¢
jego dostepnos¢ dla mtodych odbiorcow, film mozna
obejrze¢ réwniez w serwisie internetowym YouTube.

Warsztaty edukacyjne ,,Badz zdréw jak ryba”

Warsztat rozpoczyna si¢ od prezentacji filmiku
,»Badz zdrow jak ryba”. Nastepnie dzieciom poka-
zuje si¢ dwa akwaria: klasyczne szklane akwarium
z piaskiem, roslinami i innymi elementami dekoracyj-
nymi oraz pozbawione 0zdob plastikowe akwarium
z hodowli rybki danio. Z pomoca osoby prowadzacej

warsztat dzieci proszone sg o opisanie réznic pomig-
dzy dwoma systemami hodowli rybek. Nastepnie
dzieci ogladaja pod stereoskopowym mikroskopem
jedno- lub dwudniowe embriony oraz starsze larwy
Danio rerio. Ich uwage naprowadza si¢ najpierw na
embriony, gdzie mozna zauwazy¢ zottko jaja i narza-
dy rozwijajacej si¢ rybki. Dzieci sa zafascynowane
bijacym sercem malej rybki. Nastepnie prowadzacy
warsztat wyjasnia, jak karmi si¢ rybki w rybim mia-
steczku. Pod stereoskopowym mikroskopem dzieci
ogladaja zywy pokarm, czyli artemig i wrotki. Dzieci
dowiaduja si¢, ze rozwoj danio jest bardzo podobny
do embriogenezy wyzszych kregowcow. Jedna cecha
odrdznia je od ssakow, rybki danio rozwija si¢ z za-
ptodnionych, przezroczystych jajeczek przebywaja-
cych poza organizmem samicy. W ciggu pierwszych
24 godzin po zaptodnieniu, formujg si¢ najwazniej-
sze organy i systemy. Embriony pozostajg transpa-
rentne, co daje naukowcom niepowtarzalng okazje
do obserwacji. Dzieci pracuja w grupach, a ich za-
daniem jest uporzagdkowanie obrazkéw spod mikro-

skopu prezentujacych poszczegolne stadia rozwoju
1 utozenie ich w kolejnosci. Kolejna cze$¢ warsztatu
skupia si¢ wokot danio pregowanego jako organizmu
modelowego w MIBMIiK. Dzieci proszone s3 o poda-
nie wymienionych w filmiku powoddéw, dla ktoérych
wybrano rybke danio jako organizm modelowy (np.
genetyczne podobienstwo do czlowieka, rozwoj ryb-
ki poza organizmem mamy, przezroczysto$¢ rybki na
wczesnych etapach rozwoju, a takze szybki wzrost).
W tym miejscu omawiane sg podobienstwa pomiedzy
cztowiekiem a rybkg danio. Prowadzacy warsztat wy-
jasnia, Ze najprostsze organizmy sg jednokomorkowe
(np. bakterie, drozdze i pierwotniaki), podczas gdy
komorki organizmoéw wielokomorkowych zorganizo-
wane sa w narzady. Nastepnie dzieci dostaja karteczki
w ksztalcie ryby i cztowieka z wpisanymi nazwami
narzadoéw (np. serce, mdzg, watroba, nerki, wore-
czek zolciowy, jelito, ptuca/skrzela, krggostup oraz
zoladek tylko na szablonie czlowieka). Prowadzacy
czyta opisy poszczegdlnych narzadéw, a uczestnicy
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podnosza karki, jesli uznaja, ze spetnia ona warunki
opisu. Prowadzacy monitoruje podnoszone kartek,
aby za kazdym razem pojawiala si¢ para narzadow,
a w przypadku niejasno$ci poszerza opis narzadu.
Pod koniec zabawy prowadzacy pyta, czy zostaly
jakie$ kartki (dzieci powinny nadal mie¢ trzy kar-
teczki: jelito u ryby i cztowieka oraz zotadek u ryby)
i thumaczy, dlaczego tak jest. Omawia specyfike try-
bu zycia i odzywiania danio pr¢gowanego oraz thu-
maczy, dlaczego u niektorych gatunkow ryb zotadek
nie wystepuje. Na zakonczenie dwoje ochotnikow
prezentuje calej grupie tablice z rybg i cztowiekiem,
przedstawiajace ulozenie narzadow, ktore omawia
prowadzacy. Podczas ostatniej cze$ci zaje¢ dzieci
zostaja podzielone na trzy grupy, ktore pracuja nad
zadaniami w trybie rotacyjnym. Grupa pierwsza do-
staje szablon w ksztalcie ryby i naklejki przedstawia-
jace rozne organy, a ich zadanie polega na przykleje-
niu ich we wlasciwych miejscach (Ryc. 3). Kolejna

Ryec. 3. Szablon rybki danio prggowany z przyklejonymi narzadami.

Ryc. 4. Dzieci wykonujace testy wody.

rozwigzuje krzyzowke, pomagajacg im zapamigtac
informacje przekazane podczas warsztatu. Za$ ostat-
nia grupa bada wilasciwosci wody, przeprowadzajac
testy kalorymetryczne. Dzieci mierza pH i twardo$¢
wody z kranu oraz wody uzywanej w instytutowej
hodowli (Ryc. 4). Testy te wybrano, poniewaz sg fa-
twe do samodzielnego przeprowadzenia przez dzieci
1 dajg zréznicowane kolorystycznie wyniki dla uzy-
wanych dwoch rodzajéow wody. Analizy wody nad-
zorowane sg przez technikow, zajmujacych si¢ ho-
dowla danio rerio w MIBMiK. Dzieci samodzielnie
prowadza badania wody, a pozniej moga zadawac
pytania dotyczace biologii ryb i pozostalych kwestii
zwigzanych z hodowla. Uczniowie otrzymuja ksiaz-
ke ,,Badz zdrow jak ryba”, ktora tematycznie wy-
kracza poza kwestie poruszane w trakcie zaje¢ oraz
trojwymiarowa zakladke do ksigzki prezentujaca
zmieniajgce si¢ zdjecia ptywajacych rybek danio pre-
gowany. Dzieci moga réwniez zrobi¢ sobie pamigt-
kowe zdjecia jako ryby i krewetki przy specjalnie
przygotowanej foto$ciance.

Na sam koniec dzieciom zadawane jest pytanie,
ktora czgs¢ zajec podobata im si¢ najbardziej. Dzieci
reaguja bardzo entuzjastycznie, a poproszone o kon-
kretne wskazania najczeSciej wybieraja testy wody
1 obserwacje z wykorzystaniem mikroskopu. Row-
niez nauczyciele sg proszeni o wypetnienie kwestio-
nariusza oceny zaj¢¢. Do 31 pazdziernika 2016 roku
42 nauczycieli/opiekunéw ocenito poszczegdlne ele-
menty zaj¢¢ 1 jednomyslnie stwierdzili, ze wszystkie
elementy warsztatow sa ze sobg powigzane i poka-
zuja znaczenie pracy naukowej. Wskazali oni prowa-
dzenie eksperymentdow i mozliwo$¢ obserwowania
rybich embrionéw pod mikroskopem jako dwie naj-
wigksze zalety warsztatow. Zapytano ich takze, czy
warsztat jest komplementarny z programem naucza-
nia w szkole (40 nauczycieli odpowiedziato, ze tak,
a tylko dwie osoby udzielity odpowiedzi ,,nie wiem”).
Nauczyciele wskazywali, Zze utrwalenie 1 powtorze-
nie nowych informacji pomaga uczniom zapamigtac
1 ugruntowa¢ materiat. Zwracali rOwniez uwagg na
dobra atmosferg oraz mozliwos¢ zarowno pracy indy-
widualnej, jak 1 grupowej. Jednym z dobrych wskaz-
nikow ujawniajacych pozytywny efekt zaje¢ jest
to, ze wiele dzieci spontanicznie przysylato pozniej
prace pisemne lub plastyczne zwigzane tematycznie
z warsztatami wykonane w domu lub w szkole. Ko-
lekcja tych prac wskazuje, ze temat interesuje dzieci,
a program laczy w sobie walory edukacyjne i pozo-
stawia przyjemne wspomnienia.
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Podsumowanie

Kampania edukacyjna ,,Badz zdréw jak ryba”
zostata zapoczatkowana przez MIBMiK we wrze-
$niu 2014 roku w ramach Festiwalu Nauki. W roku
szkolnym 2014/2015 prowadzono 90-minutowe
warsztaty, §rednio trzy razy w miesigcu. W kolejnym
roku warsztaty odbywatly si¢ dwa razy w miesiacu.
W trakcie przyjmowania zapisoOw informacja o rezer-
wacjach byta dostgpna na stronie internetowej Insty-
tutu oraz projektu FishMed, a takze byta rozsylana
przez BioCEN do szkoét podstawowych w wojewddz-
twie mazowieckim. Podczas trzech naborow na zajecia
wszystkie dostepne terminy zostaly zarezerwowane
w pierwszym dniu rezerwacji, co wyraznie wskazu-
je na zapotrzebowanie na tego typu przedsiewzig-
cia edukacyjne. Do 31 pazdziernika 2016 roku w 33
warsztatach udziat wzigto tacznie 695 uczniow szkot
podstawowych. Film obejrzato Iub pobrato ze strony
ponad 3000 uzytkownikow. Ksigzke w obu wersjach
jezykowych tacznie otrzymato ponad 4000 osob,
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Wersje angielskie ksigzeczki otrzymali takze uczest-
nicy konferencji Heart of Europe: Zebrafish Me-
eting, zorganizowanej przez MIBMiK we wrzesniu
2014 roku oraz migdzynarodowej konferencji Fish-
Med2016. Ksigzeczka ,,Be Healthy as a Fish” zosta-
fa wydrukowana przez naukowcoéw z Uniwersytetu
w Sheffield i byta rozdawana podczas wystawy ,,The
Artful Zebrafish/Earn Your Stripes” (Ryc. 5), zorga-
nizowanej w ramach tegorocznego §wigta miasta (Fe-
stival of the Mind, 15-25 wrzesien 2016, Sheffield,
Anglia). Dzialania edukacyjne prowadzone w ramach
programu ,,Badz zdrow jak ryba” byly prezentowane
podczas warsztatu ,,Zebrafish in Teaching”, zorgani-
zowanego podczas dziewiatej edycji europejskiego
spotkania poswigconego rybce danio (9th European
Zebrafish Meeting, 28.06-02.07.2015, Oslo, Norwe-
gia). Podczas 6. Europejskiego Forum Marketingu
Instytucji Naukowych i Badawczych w listopadzie
2015 roku poster prezentujacy dziatania edukacyjne
MIBMIiK zwyciezyl w gtosowaniu uczestnikow kon-
ferencji na najcickawszy plakat naukowy. Kolejnym
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Ryc. 5. Ksigzeczka Be Healthy as a Fish na festiwalu w Sheffield.

a blisko 2000 os6b pobrato ja ze strony internetowe;j.
Korzystajac z wielu kanatow dystrybucji ksigzke roz-
dawano podczas standardowych warsztatow dla klas
szkolnych oraz ich specjalnych edycji, np. podczas
spotkania Polskiego Towarzystwa J-elita, jak rowniez
podczas corocznych Warszawskich Targow Ksigzki.
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sukcesem akcji jest opracowanie broszury informa-
cyjnej, dotyczacej wykorzystania zwierzat jako mo-
deli badawczych, w oparciu o materialy graficzne
z ksiazeczki ,,Badz zdrow jak ryba” (Ryc. 6). Ulot-
ka byla opracowana we wspotpracy z naukowcami
z Uniwersytetu Loranda Edtvosa i dystrybuowana
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30 wrzesnia 2016 roku podczas Nocy Naukowcow
w Budapeszcie.
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Ryec. 6. Druga strona ulotki przygotowanej na Noc Biologéw w Budapeszcie.

Whioski

Dzigki prowadzonej kampanii edukacyjnej MIB-
MiK buduje wizerunek instytutu zaangazowanego
w dzialania popularyzatorskie 1 edukacje¢ mlodzie-
zy. Dodatkowo oferowane materialy i zajecia dobrze
wpisuja sie w potrzeby edukacyjne szkot oraz ciesza
si¢ uznaniem uczniéw 1 nauczycieli. Przeprowadzo-
ne badania ewaluacyjne wskazuja, ze 100% nauczy-
cieli i opiekunéw grup uznato poziom przygotowania
zaje¢ za bardzo wysoki. Dzigki warsztatom Instytut

Wszechswiat, t. 117, nr 10—12/2016

postrzegany jest przez uczestnikow zajec jako cieka-
we miejsce pracy, gdzie taczy si¢ wiedze teoretyczna
z praktyka. Zachgcenie miodziezy do rozwijania za-

megjelenik a
farckprimordium

6
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i | Mdsaih az IIMCE (Varss, Lengyelorszag) “Be Healthy as a Fish” ¢ kiadwdmya alapjan (http:/fwweiimeb.gov.plf), Rajeolta; tukass Szooda.
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interesowan w kierunku biologicznym to szansa na
pozyskanie w przyszlosci wyksztatconej kadry ba-
dawczej i rozwdj Instytutu. Co najwazniejsze, podczas
zaje¢ dzieci 1 mtodziez przekonuja si¢, ze obserwowa-
nie danio pregowanego to bardzo cenne do§wiadcze-
nie, poniewaz analizujac przebieg chorob ryb, mozna
zrozumie¢, co dzieje si¢ w ciele chorego cztowieka,
a ta wiedza przybliza naukowcow do najwazniejszego
celu, czyli odkrycia lekow na choroby nekajace ludzi.
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NADCIEKLY HEL - SUBSTANCJA MAGICZNA

Streszczenie

Praca wprowadza zagadnienie kolejnego stanu skupienia materii — nadcieklosci w oparciu o nadciekty hel
(He II). Omoéwione sg zaskakujace wlasciwosci hydrodynamiczne oraz termodynamiczne He II w oparciu
o badania przeprowadzone w Katedrze Inzynierii Kriogenicznej, Lotniczej i Procesowej, Politechniki Wro-
ctawskiej oraz w CERN (Europejska Organizacja Badan Jadrowych, Genewa). Jako przyktad spektakularnego
wykorzystania wlasciwosci nadciekto$ci przedstawione s magnesy nadprzewodzace, wykorzystywane w ak-
celeratorze czastek LHC w CERN. Praca zwraca uwage na istnienie konceptualnego modelu ptynu doskona-
fego, ktorego odkrycie w $wiecie rzeczywistym byto duzym zaskoczeniem.

Abstract

Present work introduces a new state of matter — superfluidty, based on superfluid helium (He II). It describes
spectacular hydrodynamical and thermodynamical qualities of He 11, based on research done at Wroclaw Uni-
versity of Science and Technology and at CERN (European Organization for Nuclear Research). Spectacular
properties of superfluid helium are presented based on superconducting magnets used in particle accelerator
LHC at CERN. The work draws attention to a priori existing conceptual model of a perfect fluid, whose disco-

very in the real world was a big surprise.

Ludzie od dawnych czasow obserwowali otaczaja-
cy ich §wiat 1 probowali go opisaé uzywajac dostep-
nych im metod. Widzieli réznorakie ksztalty i prze-
lewali je na papier w formie wielobokow, okregow,
ksztattow trojwymiarowych. Szukali zalezno$ci mig-
dzy tymi ksztattami, tworzgc geometri¢. Wazne jest,
aby sobie uswiadomi¢, ze figury geometryczne na
papierze oraz zachodzace pomigdzy nimi zaleznosci,
sg idealne. Mozna je zaobserwowaé w $wiecie rze-
czywistym tylko z pewnym przyblizeniem.

Aby lepiej to zilustrowac, przywotajmy okrag. Ide-
alny okrag jest opisany liczbg Pi (greckie =), ktora
jest rowna stosunkowi dlugosci obwodu kota do dtu-
gosci jego $rednicy. Jak wiemy, rozwini¢cie liczby n

jest nieskonczone, co oznacza, ze W rzeczywistym
swiecie nie jesteSmy w stanie stworzy¢ idealnego
kota, tylko pewne jego przyblizenie.

Analogia tworzenia form idealnych, rodzacych si¢
w ludzkim umysle, do opisu nie-idealnej rzeczywi-
stoéci jest obecna w wielu innych miejscach mate-
matyki, fizyki, czy chemii. Innym przyktadem, be-
dacym tematem przewodnim tego artykutu, jest plyn
idealny. Plynem nazywamy tutaj zarowno ciecz, jak
1 gaz, czyli substancje ktora stanowi pewne kontinu-
um w przestrzeni.

Roéwnania dynamiki ptynu, zwane rownaniami Na-
viera-Stokesa, zostaty sformulowane w XIX wieku.
Opisujg one ruch ptynu w oparciu o prawa Newtona:
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czyli zmiana przyspieszenia a elementu plynu moze
tylko nastapi¢ poprzez zmiang sity F. W przypadku
plyndw rzeczywistych sita F zawiera w sobie mi¢dzy
innymi: sit¢ pochodzacg od ci$nienia oraz sit¢ pocho-
dzaca od tarcia wewnetrznego ptynu (sity lepkoscio-
we). Lepkos¢ jest cecha fizyczng charakteryzujaca
dany ptyn. Obrazowo, malg lepko$¢ ma woda, wigc
»tatwiej” jg miesza¢ oraz tworzy¢ roznego rodzaju
wiry, duza lepko$¢ ma midd, wigc trudno jest wytwo-
rzy¢ w nim wiry. Niemniej jednak w obu tych wypad-
kach lepko$¢ jest niezerowa, wigc z czasem dochodzi
o dyssypacji (zaniku) wirdw na skutek tarcia.

Jeszcze do niedawna uwazano, ze istnieja tylko
plyny o niezerowej lepkosci. Trudno bylo sobie wy-
obrazi¢ plyn idealny, z lepkos$cig réwna zeru (brak
tarcia wewngtrznego), w rzeczywistym swiecie. Jed-
nak nie bylo to przeszkoda, aby taki ptyn stworzy¢
w sferze idei. Nic prostszego, jak tylko zatozy¢, ze
w sile F, powodujacej zmiang przyspieszenia ptynu,
jej sktadowa lepkosciowa rowna si¢ zeru. Tak po-
wstal model ptynu idealnego.

Uzycie tej idei w fizyce czy inzynierii bylo i nadal
jest powszechne. W pewnych sytuacjach mozna zato-
zy¢, ze plyn rzeczywisty zachowuje si¢ jak idealny.
Czasem ulatwia to rozwigzywanie rownan i pozwala
wyciagac ciekawe i przydatne wnioski.

Nadcieklo$¢ — niezwykly stan skupienia materii

W tradycyjnym i uproszczonym podziale przyjmu-
je sig, ze materia moze wystgpowac w trzech stanach
skupienia: ciato state, ciecz i gaz. Postgp techniki
otworzyl nowe mozliwosci, dzigki ktérym mozna
byto wytworzy¢ warunki, ktore ujawnity szereg ko-
lejnych mozliwos$ci stanu skupienia materii. Do bar-
dziej znanych, nazywanym czwartym stanem skupie-
nia, nalezy plazma.

Mozliwo$¢ wytwarzania bardzo niskich temperatur
oraz bardzo niskich lub bardzo wysokich ci$nien dato
mozliwo$¢ zestalania lub skraplania substancji, kto-
re nie wystepuja w takiej formie na naszej planecie.
Migdzy innymi skroplono tlen, azot, argon oraz hel.
Okazalo sig¢, ze w przypadku helu doszto do spekta-
kularnego odkrycia, pojawit si¢ kolejny, zaskakujacy
stan skupienia: nadcieklos¢ [5].

Rycina 1. przedstawia wykres przemiany fazowej
dla helu. Na osi poziomej widoczna jest temperatu-
ra w stopniach Kelvina (0 K oznacza zero absolut-
ne, najnizszg teoretycznie mozliwg temperature,
czyli —273.15 stopnia Celsjusza), na osi pionowej
naniesione jest ci$nienie, 0,1 MPa oznacza ci$nienie

atmosferyczne. Sledzac wykres mozemy zaobserwo-
wac, w jakich warunkach (temperatura i ci$nienie)
istnieje dany stan skupienia dla helu.

Cignienie, MPa
F=y Ln oh
1 |

1Y
]
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Ryc. 1. Wykres przemiany fazowej dla helu. Stan nadciekty wystepuje dla
temperatury ponizej 2K.

Faza nadciekta ma wlasciwosci ptynu idealnego,
ktorego istnienia w §wiecie rzeczywistym nikt si¢ nie
spodziewal. Z rysunku wida¢, ze w ci$nieniu atmos-
ferycznym nadciekty hel ma ponizej 2,17K (=271°C).

Rycina 2. przedstawia r6znic¢ migdzy zachowa-
niem si¢ molekut w plynie rzeczywistym (lepkim)
oraz nadciektym (nielepkim). Makroskopowa ($red-
nia) predko$¢ przeptywu zaznaczona jest duzymi ja-
snymi strzatkami, natomiast czarne, mniejsze strzatki
oznaczajg wektory predkos¢ chwilowej poszczegol-
nych molekut (dtugo$¢ wektora obrazuje warto$¢
predkosci). Chaotyczny ruch molekut, wywotany
wzajemnymi kolizjami, powoduje powstanie napre-
zen $Scinajacych (lepkosciowych) i przekazanie infor-
macji o ruchu makroskopowym do dalszych obsza-
row przeplywu. Warto$¢ lepkosci zalezy od $redniej
drogi swobodnej mi¢dzy molekutami oraz od $redniej
predkosci molekut.

W przypadku przeptywu nadcieklego obraz ten
jest zasadniczo rozny. Przekazywanie informacji
o przeptywie makroskopowym nie odbywa si¢ na za-
sadnie tarcia wewnetrznego (lepkosci), lecz jest zwia-
zane ze zjawiskiem kondensacji kwantowej. Czastki
zachowuja si¢ w sposob kolektywny, tzn. majg taki
sam ped, przez co nie ulegaja chaotycznym zderze-
niom (dolny rysunek z ryciny 2).

Druga niezmiernie wazng cechg nadcieklego helu
jest jego ogromna przewodno$¢ cieplna, ktora ty-
sigce razy przewyzsza przewodnos¢ cieplng miedzi.
W praktyce oznacza to, ze w nadcieklym helu cie-
pto przenosi si¢ momentalnie. Ma to bardzo wazne
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konsekwencje dla najbardziej zaawansowanych tech-
nologii, o czym powiemy w kolejnej czesci artykutu.

Ryc. 2. Gérny obraz: Informacje o ruchu makroskopowym (duze, jasne
strzatki) jest przekazywana do dalszych obszarow przeptywu na zasadzie
tarcia wewngtrznego (lepkosci) wywolanego chaotycznym ruchem mo-
lekut (czarne strzatki). Dolny obraz: W stanie nadcieklym informacja
o przeptywie makroskopowym jest przekazywana na zasadzie zjawiska
kondensacji kwantowej. Molekuty poruszaja si¢ kolektywnie (posiadaja
taki sam ped).

Konsekwencje bycia idealnym

Jak byto to wspominanie wczes$niej, ptyn idealny
nie posiada lepkosci, czyli nie do§wiadcza tarcia we-
wngetrznego. Konsekwencje tego sa spektakularne,
mimo iz wyglada jak ciecz, zachowuje si¢ w sposob
przeczacy naszej codziennej logice, niemal jak sub-
stancja magiczna.

Rycina 3. przedstawia kriostat, w ktorym przecho-
wuje si¢ nadciekty hel i wykonuje réznego rodzaju
doswiadczenia z jego udziatem. Kriostat jest super-
termosem, ktory jest w stanie utrzyma¢ w swoim
srodku bardzo niskg temperature (ponizej 2K), mimo
iz na zewnatrz temperatura otoczenia jest kilkaset
stopni wyzsza (zazwyczaj okoto 300K). Goérny ob-
raz z ryciny 3 przedstawia sam kriostat, ktory na co
dzien uzywany jest w laboratorium kriogeniki TE

w CERN, natomiast dolny obraz przedstawia wnetrze
kriostatu wraz z instrumentami shuzacymi do prezen-
tacji wlasciwos$ci nadcieklego helu.

Ryc. 3. Gorny obraz: kriostat, dolny obraz: wnetrze kriostatu wraz
z instrumentami stuzacymi do demonstracji wiasciwosci nadciektego
helu. Dzigki uprzejmosci TE, CERN.

Kriostat ten jest szczegolnie interesujacy, gdyz
cze$¢ jego obudowy jest przezroczysta, dzigki czemu
mozna obserwowac nadciekty hel bezposrednio. Jest
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to substancja przezroczysta, z wygladu bardzo podob-
na do wody, ale blizsza analiza wzrokowa pozwala
zauwazy¢ znaczace roznice w sposobie jej ptynigcia.
Jej obserwacja moze wzbudza¢ nawet pewien niepo-
koj, gdyz porusza si¢ niezwykle dynamicznie, troche
jak woda na przyspieszonym filmie, a przy tym zdaje
si¢ duzo bardziej przezroczysta.

Jednym z eksperymentéw obrazujacych nadcie-
klo$¢ jest prezentacja zasady naczyn potaczonych,
ktora w przypadku substancji nadcieklej ma bardzo
zaskakujace konsekwencje. W przypadku cieczy rze-
czywistej wiadome jest, ze gdy naczynia wypelnione
cieczg sg potaczone, w kazdym z tych naczyn wyso-
ko$¢ cieczy jest taka sama. W przypadku helu nad-
cieklego sytuacja jest podobna, z tym, Ze naczynia
nie muszg by¢ potaczone... Schematycznie jest to po-
kazane na rycinie 4. Substancja w stanie nadciektym
znajduje si¢ w naczyniu, ktore czgsciowo znajduje si¢
w wiekszym naczyniu, takze wypelionym substan-
cja nadciekta. Mimo iz naczynia te nie sg potaczone,
znajdujacy si¢ w tym systemie hel nadciekty ,,wie”,
ze poziomy cieczy w poszczegélnych naczyniach
nie sg rowne 1 wspinajac si¢ po $ciankach, dazy do
wyroéwnania tych pozioméw. To niecodzienne zacho-
wanie zwigzane jest z kwantowg naturg nadcieklosci,

ktora przeczy naszej codziennej intuicji.
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Ryc. 4. Schemat zjawiska wyrownywania poziomu helu nadcieklego,
mimo iz naczynia nie sa potaczone. Hel wspina si¢ po $ciankach dazac do
wyréwnania poziomow w obu naczyniach.

Spektakularne zastosowania helu nadcieklego

Olbrzymia przewodno$¢ cieplna nadciektego helu
zostala wykorzystana mi¢dzy innymi do otrzymywa-
nia ogromnych pol magnetycznych w supermagne-
sach. Bylo to mozliwe dzigki wykorzystaniu zjawi-
ska nadprzewodnosci, ktore zazwyczaj jest osiaggane
w bardzo niskich temperaturach. Dla stabilnej i bez-
piecznej pracy takich magnesow konieczne jest nieza-
ktécone i bardzo efektywne odbieranie wytwarzanego

w nich ciepta. Idealnym kandydatem okazat si¢ nad-
ciekty hel, ktory bedac substancjg nielepka, moze
z tatwoscia penetrowaé nawet mikroskopijne szcze-
liny oraz z niemal nieskonczong szybkoscia przeka-
zywac ciepto od zrodta jego powstawania do miejsca
jego neutralizacji.

Spektakulamnym osiagnigciem, ktore korzysta
z tej technologii, jest najwickszy na $wiecie akcelera-
tor czastek LHC (Wielki Zderzacz Hadronow), znaj-
dujacy sie¢ w CERN. Jest to najwicksze urzadzenie
eksperymentalne na §wiecie, mierzace blisko 27 kilo-
metrow. Rycina 5 przedstawia kabel nadprzewodza-
cy, uzywany w zwojach cewek magnesow w CERN,
wraz z nawini¢tg izolacja elektryczng. Izolacja jest
konieczna, aby zapobiec zwarciu, ale jej dzialanie
jest niekorzystne ze wzglgdu na ograniczong moz-
liwo$¢ odbioru ciepta z kabli. Okazuje si¢ jednak,
mimo iz izolacja jest szczelnie nawinigta, nadciekty
hel moze bez wigkszych przeszkdéd penetrowaé mi-
kroszczeliny pomigdzy poszczegdlnymi warstwami
izolacji i chlodzi¢ kable. Rzecz zupetnie niemozliwa
w przypadku cieczy rzeczywistych, posiadajacych
nawet bardzo matg lepko$¢. Niemniej jednak pomysl-
ne wykorzystanie wlasciwo$ci nadcieklego helu jest
bardzo wyzywajacym zadaniem i pewne sytuacje sg
wcigz trudne do przewidzenia, doprowadzajac do
niebezpiecznych sytuacji [2, 3, 4].

Nadprzewodnik
NbTi

Wielowarstwowa
izolacja kaptonowa

Ryc. 5. Schemat nawijania izolacji elektrycznej na kabel nadprzewodzacy
stosowany w magnesach w CERN. Nadciekly hel moze penetrowaé mikrosz-
czeliny znajdujace si¢ miedzy poszczegdlnymi warstwami izolacji [6].

Nadzwyczajne wtasciwosci cieplno-przeplywowe
zwigzane z nadciektoscig beda takze podstawa budo-
Wy magnesOw nowej generacji, gdzie rozwaza si¢ re-
zygnacje z bezposredniej penetracji nadcieklego helu
przez uzwojenia magnesu na rzecz systemu mikroka-
nalow znajdujacych si¢ w rdzeniu magnesu (Ryc. 6.)

Superprzewodno$¢ nadcieklego helu gwarantuje
niezaktocony odbior ciepta, przez co hel znajdujacy
si¢ w mikrokanatach nie musi ptyna¢, ale moze by¢
nieruchomy i nie musi by¢ bezposrednio potaczony
z zewnetrznym zrodtem nadciektego helu.

W powyzszym artykule zostaty przedstawione tyl-
ko niektore wlasciwosci nadcieklosci i wigzacych sie
z tym konsekwencji. Autor zacheca do pogtebienia
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. , tego tematu we wiasnym zakresie, gdyz kryje si¢ za
delnzna o nim cala gama niezwyklych cech naszego $wiata,
g (% ktoére sa niewidoczne ,,gotym” okiem. Czesto przecza
naszej codziennej logice, dajac mozliwos$¢ na znacza-
ce poszerzenie swoich horyzontow myslowych.

mikrokanal z Ha 1l

Ryc. 6. Schemat magnesu nowej generacji. Cieplo jest odbierane przez
nieruchomy hel nadciekty znajdujacy si¢ w mikrokanatach [1].
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POSTEP W POMIARACH
BIALEK NIEUSTRUKTURYZOWANYCH

Bartosz Rozycki (Warszawa)

Streszczenie

Komorki biologiczne zbudowane sg z rozmaitych makroczasteczek — bialek, lipidéw, kwasoéw nukleino-
wych, polisacharydow, etc. Wyznaczenie struktury przestrzennej danej makroczasteczki prowadzi zwykle do
wyjasnienia tego, w jaki sposob wykonuje ona swoje funkcje biologiczne. Zajmuje si¢ tym biologia struktu-
ralna. Wérod makroczasteczek stanowigcych obecnie najwigksze wyzwania dla biologii strukturalnej sg biatka
pozbawione struktury trzeciorzgdowej, a w szczegolnosci te z nich, ktore zbudowane sa z kilku odrebnych do-
men polaczonych dtugimi, nieustrukturyzowanymi odcinkami tancucha polipeptydowego. Biatka tego rodzaju
sg powszechne i pelnig wazne funkcje biologiczne. Okazuja si¢ one jednak wyjatkowo trudne do zbadania za
pomoca standardowych metod wspodtczesnej biologii strukturalnej — tzn. rentgenografii strukturalnej i spek-
troskopii NMR. Natomiast rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego pod matlymi katami uzupehia te
metody i daje mozliwo$¢ charakterystyki strukturalnej tego rodzaju biatek.

Stowa Kluczowe: biofizyka molekularna, biologia strukturalna, biatka pozbawione struktury trzeciorzgdowej,
rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego pod matymi katami (SAXS)
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Abstract

Biological cells are built of various macromolecules, including proteins, lipids, nucleic acids and polysac-
charides. Determination of the atomic structure of a macromolecule can often lead to the understanding of how
the given molecule performs its biological functions. It is the structural biology that takes such an approach.
Among the macromolecules that pose the most difficult problems to contemporary structural biology are in-
trinsically disordered proteins, and in particular those of them which have several large domains connected
by long, unstructured polypeptide segments. Such proteins are abundant and critically important in biological
cells. However, they turn out to be very difficult to study using standard methods of structural biology, i.e.,
X-ray crystallography and NMR spectroscopy. Importantly, small angle X-ray scattering supplements these
high-resolution methods and enables structural characterization of such proteins.

Wstep

Bialka stanowig ogromng rodzin¢ zwigzkoéw orga-
nicznych. Wystepuja we wszystkich organizmach zy-
wych oraz wirusach. Zaangazowane sg bezposrednio
w praktycznie wszystkie funkcje komorek biologicz-
nych. Powszechnie znane przyktady to metabolizm,
sygnalizacja, transport, nadawanie ksztattu komor-
kom, a przede wszystkim replikacja, transkrypcja
i translacja kodu genetycznego. Zdumiewajacy wy-
daje si¢ fakt, ze podstawa tej ogromnej roznorodno-
$ci 1 ztozonosci funkcji pelnionych przez bialka jest
sekwencja aminokwasowa.

Niektore biatka posrednicza w transdukcji sygnatu,
tzn. kontroli fancuchdw reakcji biochemicznych, kto-
re pozwalaja komodrce reagowaé na zmiany w swoim
srodowisku. Inne biatka petnig funkcje metaboliczne.
Sa nimi enzymy wykorzystujgce substancje odzyw-
cze do produkgc;ji energii, ktora shuzy do podtrzymania
procesow zyciowych w komorkach. Komorki uzywa-
ja biatek takze jako materialu budulcowego. Cytosz-
kielet — czyli molekularne ,,rusztowanie” nadajace
ksztatlt komoérkom eukariotycznym — zbudowany
jest catkowicie z biatek. Biatka stuzg rowniez jako
pompy 1 kanatly w btonach komoérkowych. Mozna
stwierdzi¢, iz czasteczki biatek odpowiadajg za zde-
cydowang wigkszos$¢ dziatan kazdej zywej komorki.
Dlatego zrozumienie podstaw zycia wymaga dogteb-
nego poznania fizycznych i chemicznych wlasnosci
czasteczek biatek.

Pionierskie prace Johna Kendrew i Maxa Perut-
za (Nagroda Nobla w dziedzinie chemii przyznana
w roku 1962 za okreslenie pierwszej atomowej struk-
tury bialek za pomoca rentgenografii strukturalnej)
doprowadzity do przelomowego odkrycia — dane
biatko wykonuje swoje funkcje dzieki temu, iz po-
siada $cisle okreslong strukture przestrzenna, ktora
zwana jest strukturg natywna. Wyznaczenie struktury
natywnej danej makroczasteczki prowadzi zwykle do

wyjasnienia tego, w jaki sposéb wykonuje ona swoje
funkcje biologiczne. Znanym przyktadem jest struk-
tura podwojnej helisy DNA, ktorej odkrycie natych-
miast wyjasnito mechanizm replikacji DNA.

Rosngca che¢ poznania podstawowych procesow
zyciowych na poziomie molekularnym doprowadzita
w latach pigcdziesiatych i szes¢dziesigtych XX wie-
ku do wyodrgbnienia nowej dziedziny biologii — tzw.
biologii strukturalnej — ktora zajmuje si¢ badaniem
struktur makroczasteczek, a w szczegdlnosci biatek
1 ich kompleksow, w celu szczegdlowego zrozumie-
nia zasad ich dziatania. Do najwigkszych (dostownie)
sukcesow biologii strukturalnej ostatnich lat mozna
zaliczy¢ wyznaczenie struktur wirusow, takich jak
enterowirus 71, ktore pomoglty wyjasni¢ mechani-
zmy infekcji komorki i daly podstawe do racjonal-
nego tworzenia lekow [11]. Znakomitym przyktadem
racjonalnego projektowania lekow sg niedawne prace
Balbasa [1]. Wykorzystano w nich zaré6wno meto-
dy wspotczesnej biologii strukturalnej, jak i techni-
ki bioinformatyczne, dzigki czemu zidentyfikowano
zwigzki chemiczne hamujgce wzrost odpornych na
leki komorek raka prostaty. Wydaje sig, ze wykorzy-
stanie metod biologii strukturalnej do racjonalnego
projektowania lekéw bedzie odgrywato coraz waz-
niejsza rolg w medycynie.

Czasteczka nawet matego biatka zbudowana jest
z tysiecy atomow potgczonych wzajemnie przez roz-
norodne wigzania kowalencyjne i niekowalencyjne.
Dlatego w opisie struktury przestrzennej biatka po-
mocne jest wyrdznienie kilku poziomoéw organiza-
cji (Ryc. 1). Sekwencja (kolejno$¢) aminokwaséw
w tancuchu polipeptydowym to tzw. struktura pierw-
szorzedowa (Ryc. 1A). Okreslenie odcinkoéw tancu-
cha polipeptydowego tworzacych helisy a (Ryc. 1B)
1 harmonijki f (Ryc. 1C) stanowi tzw. strukture dru-
gorzedowg. Natomiast pelng strukture przestrzenna,
ktéra przyjmuje pofatdowany tancuch polipeptydo-
wy, nazywa si¢ strukturg trzeciorzedowa (Ryc. 1D).
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W opisie struktury i funkcji biatka pomocne moze
by¢ takze wyrdznienie jego domen. Domeng tworzy
czes¢ tancucha polipeptydowego (zwykle od 50 to
350 aminokwasow) zwini¢ta w upakowang, stabil-
ng i funkcjonalng strukture¢ przestrzenna. Domeny
zawierajag zwykle kilka helis o i/lub harmonijek P
i stanowiag element sktadowy wielu duzych biatek.
Zazwyczaj rozne domeny danego biatka wykonuja
roézne funkcje.
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trzeciorzgdowa jest niezbedna dla prawidlowego
funkcjonowania biatka w organizmie. Przekonanie to
zostato zakwestionowane w pierwszych latach XIX
wieku przez odkrycie biatek natywne pozbawionych
struktury trzeciorzedowej, ktére pomimo braku sta-
bilnej struktury w warunkach fizjologicznych, pozo-
stajg w pelni funkcjonalne. Stanem natywnym biatka
tego rodzaju jest zespot roznorodnych konformacji
(konformacja to uklad przestrzenny atomow w danej

Ryc. 1. Poziomy organizacji czasteczki biatka. (A) Budowa chemiczna przykladowego fragmentu peptydu. Wiazania peptydowe migdzy polarnymi
grupami N-H oraz C=0 (obramowane na rysunku linig przerywana) tacza sasiadujace w tancuchu aminokwasy. Aminokwasy tworzace przedstawiony
fragment peptydu to — od lewej — fenyloalanina (Phe), seryna (Ser), kwas glutaminowy (Glu) oraz lizyna (Lys). Sekwencja aminokwaséw tworzacych
czasteczke biatka, tzn. ich kolejno$¢ podawana od konica N do konca C, to struktura pierwszorzedowa. (B) Struktura przyktadowej helisy a. Lancuchy
boczne aminokwasoéw tworzacych t¢ helis¢ przedstawione sg jako ,,patyczki”. Kolor czerwony, niebieski i cyjan reprezentuje odpowiednio atomy tle-
nu, azotu i wegla. (C) Struktura przyktadowej harmonijki . Helisy o i harmonijki B to struktury drugorzedowe. Sa one stabilizowane przez wigzania
niekowalencyjne — gtéwnie wigzania wodorowe. (D) Ilustracja struktury trzeciorzgdowej i czwartorzedowej przyktadowego kompleksu biatkowego
(na podstawie wpisu nr IOHZ do bazy danych PDB). Podjednostka oznaczona na pomaranczowo ma struktur¢ helikalng. Podjednostka oznaczona na

zielono zbudowana jest z harmonijek .

Wiazania niekowalencyjne, ktore powodujg fat-
dowanie biatka do okre$lonej struktury przestrzen-
nej, pozwalaja réwniez biatkom wigza¢ si¢ ze soba,
co prowadzi do powstania wickszych struktur biat-
kowych, czyli tzw. kompleksow biatkowych. Kazdy
fanicuch polipeptydowy w kompleksie biatkowym
zwany jest podjednostka. Jesli czasteczka biatka jest
kompleksem sktadajacym si¢ z wiecej niz jednego
fancucha polipeptydowego, to wyrdznia si¢ jeszcze
jeden poziom organizacji — tzw. struktur¢ czwartorze-
dowa, czyli wzajemnie potozenie przestrzenne jego
podjednostek (Ryc. 1D).

Poczatkowo wsrod biologdéw strukturalnych pano-
wato przekonanie, Ze $cile okreslona, stabilna struktura

czasteczce chemicznej). Biatka natywne pozbawione
struktury trzeciorzedowej zwane sg takze inherentnie
nieuporzadkowanymi (IDP od ang. Intrinsically Di-
sordered Protein).

Wazna klasg biatek typu IDP sg biatka wielodome-
nowe, w ktorych odrebne, ustrukturyzowane domeny
polaczone sa nieustrukturyzowanymi odcinkami tan-
cucha polipeptydowego. Chociaz s3 one powszechne
1 petnig wiele istotnych funkcji w komodrkach biolo-
gicznych, bialka takie okazujg si¢ czesto bardzo trud-
ne do zbadania za pomocg konwencjonalnych metod
biologii strukturalnej. Ot6z nie mogg by¢ one zbada-
ne calosciowo metodami rentgenografii struktural-
nej ze wzgledu na obecnos¢ nieustrukturyzowanych
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tacznikow miedzydomenowych (moga by¢ wyzna-
czone tylko struktury poszczegoélnych, ustruktury-
zowanych domen). Nie moga by¢ takze zbadane
metodami magnetycznego rezonansu jadrowego ze
wzgledu na duze rozmiary (zwykle rzedu kilkuset
kDa). Dlatego do badan tego typu biatek uzywa sie
coraz czgsciej metod komplementarnych, a w szcze-
golnosci rozpraszania promieniowania rentgenow-
skiego pod matymi katami (SAXS od ang. Small
Angle X-ray Scattering). Gtéwnym celem niniejszej
pracy jest przedstawienie metody SAXS i opisanie
jej przydatnosci w badaniach strukturalnych biatek
wielodomenowych, biatek typu IDP oraz ich kom-
pleksow.

Klasyczne metody biologii strukturalnej

Rentgenografia strukturalna i magnetyczny rezo-
nans jadrowy (NMR od ang. Nuclear Magnetic Reso-
nance) uwazane sa obecnie za gldéwna sile napedowa
biologii strukturalnej. Metody te umozliwiaja tworze-
nie modeli opisujacych przestrzenne rozmieszczenie
poszczegblnych atomow w badanych makroczastecz-
kach. Takie trojwymiarowe modele sa zwykle bardzo
ztozone, gdyz czasteczki typowych biatek zbudowa-
ne s3 z setek aminokwasow. Zaréwno rentgenogra-
fia strukturalna, jak i NMR s3 uwazane za metody
o wysokiej rozdzielczosci, poniewaz zwykle pozwa-
laja one wyznaczy¢ potozenia atomoéw w badanych
makroczasteczkach z doktadnoscig do paru Angstro-
mow, a czasem nawet wicksza.

Od niedawna takze kriogeniczna mikroskopia
elektronowa (cryoEM od ang. Cryo-Electron Micro-
scopy) jest uzywana do tworzenia atomowych modeli
makroczasteczek. Jednakze makroczgsteczki badane
metodg mikroskopii cryoEM musza zazwyczaj posia-
da¢ pewne szczegolne wlasciwosci, takie jak wyso-
ka symetria, aby mozliwe byto osiagnigcie rozdziel-
czo$ci atomowej. Dlatego np. ikozahedralne otoczki
wiruséw sa idealnymi uktadami do badan metodami
cryoEM [6]. Dopiero niedawno — dzigki osiggnigeciom
technicznym, takim jak wprowadzenie kamer termo-
wizyjnych bezposredniego wykrywania — w ekspe-
rymentach wykorzystujacych mikroskopie cryoEM
udalo si¢ wyznaczy¢ struktury niesymetrycznych
makroczasteczek z rozdzielczoscig atomowa. Bardzo
dobry zwigzly przeglad postgpow w dziedzinie krio-
genicznej mikroskopii elektronowej mozna znalezé
w artykule Smitha i Rubinsteina [14].

Wyzej wymienione metody biologii strukturalnej
(rentgenografia, NMR, cryoEM) zostang omodwione
w kolejnych akapitach bardzo fragmentarycznie — gtow-
nie w kontekscie ich mocnych i stabych stron — gdyz

istnieje wiele doskonalych podrecznikdéw na ich temat.
Nie zostang w szczegodlnosci przedstawione ich podsta-
wy fizyczne, lecz jedynie ich gtéwne zastosowania we
wspotczesnej biologii strukturalnej. Takie ogoélne przed-
stawienie podstawowych metod biologii strukturalnej
postuzy jako wstep do omoéwienia metody SAXS, kto-
ra coraz czesciej wykorzystywana jest do strukturalne;
charakteryzacji biatek wielodomenowych, biatek typu
IDP oraz komplekséw biatkowych.

Do przeprowadzenia do§wiadczen metodami bio-
logii strukturalnej konieczne sa czyste i jednorodne
probki biatka w odpowiedniej ilosci (Ryc. 2). Ponie-
waz zawartos¢ badanych biatek w komoérkach bio-
logicznych bywa czgsto bardzo niewielka, obecnie
uzywa sie niemal wylacznie biatek produkowanych
metodami inzynierii genetycznej — wybrane geny klo-
nowane s3 do odpowiednich plazmidow (Ryc. 2A),
a biatka sa zwykle uzyskiwane poprzez nadekspre-
sje w paleczkach okreznicy (Escherichia Coli),
drozdzach lub w komorkach owadow lub ssakow
(Ryc. 2B). Mimo tego, ze w niektdrych przypadkach
oczyszczanie biatka moze by¢ trudne i zmudne, za-
zwyczaj rutynowe metody biochemiczne sg do tego
celu wystarczajace (Ryc. 2C).

Jedna z zasadniczych réznic migdzy rentgenografia
strukturalng a metodami NMR jest to, ze rentgenogra-
fia umozliwia wyznaczenie struktury biatka jedynie
w krysztale, a wigc w uktadzie nie wystepujacym zwy-
kle w organizmach zywych, natomiast NMR pozwala
uzyskiwaé struktury biatek w roztworach wodnych,
a wiec w Srodowisku zblizonym do naturalnego. Dlatego
struktury danego biatka uzyskane tymi dwiema meto-
dami r6znig si¢ zwykle do pewnego stopnia.

Gtowna trudnoscia wspoélczesnej rentgenografii
strukturalnej jest uzyskiwanie monokrysztalow biatl-
ka (Ryc. 2D). Problem sprowadza si¢ do znalezienia
odpowiednich warunkéw, w ktorych czasteczki ba-
danego biatka beda samoorganizowac si¢ w idealne
krysztaty (Ryc. 2E). Na proces krystalizacji maja
wptyw czynniki fizyczne (np. temperatura, ci$nienie,
lepkos¢ roztworu biatka, a nawet zanieczyszczenia
probki, ktére moga sie¢ sta¢ jadrami krystalizacji),
chemiczne (np. pH, sita jonowa i skiad chemiczny
buforu, w ktérym rozpuszczone jest biatko) i bio-
chemiczne (np. czystos¢ i jednorodnos¢ probki, mo-
dyfikacje potranslacyjne biatka, obecno$¢ ligandow
i wiele innych). Niemozliwe jest przewidzenie, jakie
czynniki moga doprowadzi¢ do utworzenia kryszta-
16w konkretnego biatka. Dlatego najbardziej efek-
tywne wydaja si¢ obecnie testy przesiewowe — wraz
z wprowadzeniem robotow do krystalizacji biatek,
mozliwe stato si¢ testowanie tysiecy warunkow kry-
stalizacji badanego biatka.
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Po wyhodowaniu odpowiedniego krysztalu biatka
(Ryc. 2E) przeprowadza sig na nim do$wiadczenie
dyfrakcyjne. Krysztat naswietla si¢ silng, monochro-
matyczng wigzka promieniowania rentgenowskie-
go, zmieniajgc stopniowo kat jej padania na krysz-
tal (poprzez jego obrot) i rejestrujac zmiany obrazu
dyfrakcyjnego po przejsciu promieni przez krysztat
(Ryc. 2F). W dzisiejszych czasach do$wiadczenia
dyfrakcyjne na krysztatach biatka wykonuje si¢ zwy-
kle w synchrotronach. Na podstawie danych dyfrak-
cyjnych wyznacza si¢ trojwymiarowa mape gestosci
elektronowej w komorce elementarnej krysztatu. Nu-
meryczna analiza tej mapy umozliwia wyznaczenie
wspotrzednych poszczegdlnych atomoéw badanej ma-
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samoorganizacja makroczgsteczek w identyczne, po-
wtarzajace si¢ ,,bloki”, czyli tzw. komorki elementar-
ne krysztatu. W konsekwencji praktycznie wszystkie
makroczasteczki w krysztale — lub zestawy makro-
czasteczek, jezeli jest ich wigcej niz jedna w komorce
elementarnej — musza przyjmowac identyczng kon-
formacje. Stanowi to pewien problem, poniewaz bial-
ko w warunkach fizjologicznych nie musi przybiera¢
tylko jednej, niezmiennej struktury, a dziatanie wielu
biatek (np. kataliza enzymatyczna) jest skutkiem ich
zmian strukturalnych. Co wigcej, biatka pozbawione
struktury trzeciorzedowej przypominajg raczej tan-
cuch elastycznego polimeru i moga przyjmowac
okreslong strukture przestrzenng tylko w szczegol-
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Ryec. 2. Schemat kolejnych czynnosci i doswiadczen prowadzacych do wyznaczenia struktury biatka metodami rentgenografii strukturalnej. (A) Geny
kodujace badane biatka klonowane sa do odpowiednich plazmidow. (B) Biatka uzyskiwane sa poprzez nadekspresje w E. coli. (C) Po lizie komorek E.
Coli biatka oczyszczane s3 metodami chromatografii. (D) Monokrysztaly biatka uzyskiwane sa np. metoda wiszacej kropli. (E) Wyhodowane krysztaty
wybiera si¢ na podstawie ich rozmiaréw i ksztaltow. (F) Na wybranych krysztatach przeprowadza si¢ doswiadczenie dyfrakcyjne. Obraz dyfrakcyjny
sktada si¢ z wielu plamek, ktorych rozmieszczenie zmienia sig, gdy krysztat jest obracany wzgledem padajacej wiazki promieniowania rentgenowskie-
£0. (G) Na podstawie obrazoéw dyfrakcyjnych wyznacza si¢ trojwymiarowa mapg gestosci elektronowej w komorce elementarnej krysztatu. Numerycz-
na analiza tej mapy umozliwia wyznaczenie struktury atomowej badanego biatka.

kroczasteczki (Ryc. 2G). Dzigki rozwojowi specja-
listycznego oprogramowania do analizy danych dy-
frakcyjnych wyznaczenie struktury biatka sprowadza
si¢ czesto do zaledwie kilku kliknig¢ [7].

Warunkiem koniecznym utworzenia monokryszta-
1ow, ktore daja dobrej jakosci obraz dyfrakcyjny, jest

nych warunkach, gdy na przyktad zwiaza si¢ z inny-
mi, $cisle okreslonymi czgsteczkami biologicznymi.
Metoda jadrowego rezonansu magnetycznego opie-
ra si¢ na catkowicie odmiennych zasadach fizycznych
niz rentgenografia strukturalna. Ma ona jednak analo-
gicznie zastosowanie w biologii strukturalnej — jest
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powszechnie uzywana do badania struktur makromo-
lekut z rozdzielczo$cig atomowa. Zasadniczg roznica
jest to, ze wykorzystanie rentgenografii strukturalnej
wymaga uprzedniego wyhodowania krysztatow biat-
ka, natomiast do§wiadczenia NMR sg przeprowadza-
ne na ciektym roztworze badanego biatka. Ponadto,
na potrzeby pomiaréow technikg NMR, biatka musza
by¢ znakowane stabilnymi izotopami (zwykle "“C
1 ®N), co moze by¢ trudne w przypadku ekspresji bia-
fek w komorkach owaddéw lub ssakoéw. Znakowane
biatko musi by¢ stabilne w czasie pomiarow NMR,
ktore trwa¢ mogg nawet do dwoch tygodni. Musi by¢
takze stosunkowo niewielkie, gdyz rozdzielczo$¢ me-
tody NMR znacznie si¢ pogarsza dla biatek o masie
przekraczajacej okoto 50 kDa. Glowng przyczyna
tego ograniczenia jest fakt, iz duze biatka w $rodo-
wisku wodnym — na skutek bezustannych zderzen
termicznych z innymi czasteczkami — wykonuja sto-
sunkowo powolne ruchy obrotowe, co prowadzi do
szybkiego zaniku sygnatu NMR. Nalezy jednak za-
znaczy¢, ze w dziedzinie NMR nastgpuje ciagly po-
step, przez co mozliwe stajg si¢ badania strukturalne
coraz wickszych biatek [5].

Nalezy zwroci¢ uwage na jeszcze jedng wazng
roéznic¢ migdzy rentgenografia a metodami NMR. Za
pomocg metod rentgenografii strukturalnej wyznacza
si¢ statyczny model opisujacy polozenia poszcze-
golnych atomow biatka w krysztale. Male drgania
pojedynczych atoméw wokot polozenia rownowagi
opisywane sa przez tzw. czynniki temperaturowe.
Natomiast NMR umozliwia badanie dynamiki bia-
fek w roztworach cieklych. Ot6z, na skutek zderzen
z innymi czasteczkami, biatka w $rodowisku wod-
nym pozostaja w bezustannym ruchu. Sg to mig¢dzy
innymi ruchy obrotowe i postgpowe catych czaste-
czek biatka. Moga tez wystgpowac ruchy polegajace
na znacznych zmianach wzglednych potozen atomow
w czasteczce biatka. Ruchy tego rodzaju nazwane sa
zmianami konformacyjnymi. Na podstawie widm
NMR wyznacza si¢ zwykle grupe okoto 20 modeli
przestrzennych, ktora reprezentuje typowe konfor-
macje badanego biatka w $§rodowisku wodnym. Dla-
tego metody NMR doskonale nadaja si¢ do badania
matych biatek typu IDP.

Metoda rozpraszania promieniowania rentgenow-
skiego pod malymi katami

Jak juz wspomniano, metody biologii strukturalne;
wysokiej rozdzielczo$ci maja swoje ograniczenia.
Rentgenografia strukturalna optymalnie nadaje si¢ do
badania makroczasteczek ,,nieelastycznych”, tzn. ta-
kich, ktére w warunkach zblizonych dofizjologicznych

przyjmuja jedna, stabilna, dobrze okreslong strukture
przestrzenng. Natomiast obecne metody NMR sto-
sowalne sa do badan strukturalnych makroczaste-
czek o masach nie przekraczajacych okoto 50 kDa.
Metoda SAXS nie podlega tym ograniczeniom i daje
dodatkowa mozliwo$¢ charakterystyki strukturalnej
biatek i innych makroczasteczek w srodowisku wod-
nym [3]. Po pierwsze, w przeciwienstwie do rent-
genografii strukturalnej, metoda SAXS nie wymaga
hodowli krysztatow. Doswiadczenia SAXS zawsze
dostarczaja danych rozproszeniowych, gdyz ma-
kroczasteczki w ciektym roztworze zawsze rozpra-
szaja promieniowanie rentgenowskie — niezaleznie
od stopnia ich ustrukturyzowania lub elastycznosci.
Dlatego moze by¢ ona stosowana np. do badania
bialek pozbawionych struktury trzeciorzgdowej. Po
drugie, w przeciwienstwie do NMR, metoda SAXS
nie jest ograniczona przez rozmiar badanych makro-
molekut. Moze by¢ ona stosowana zaréwno do ba-
dania duzych kompleksoéw biatkowych, jak i matych
biatek lub peptydéw (uzupehiajac np. informacje
z pomiarow NMR). Jakos$¢ krzywych rozproszenio-
wych otrzymywanych z do§wiadczen SAXS nie zale-
zy bezposrednio ani od rozmiaru ani od ,,migkkosci”
badanych makromolekul w srodowisku wodnym. Co
wiecej, metoda SAXS moze by¢ stosowana do bada-
nia ciektych roztworéw makroczasteczek w szerokim
zakresie stezen, temperatur, pH, sit jonowych, itd.
SAXS powszechnie uwazana jest za metod¢ o ni-
skiej rozdzielczosci, poniewaz w dos$wiadczeniach
SAXS rejestrowane jest promieniowanie rentgenow-
skie rozproszone jedynie pod matymi katami wzgle-
dem kierunku wiazki padajacej (Ryc.3A). Co wigcej,
w przeciwienstwie do krystalografii rentgenowskiej,
doswiadczenia SAXS dostarczajg ,,sferycznie usred-
nionych” informacji o strukturach badanych makro-
molekul, co dodatkowo obniza doktadnos¢ tej metody.
Oto6z gdy promieniowanie rentgenowskie rozprasza-
ne jest na krysztale, to obraz dyfrakcyjny sktada si¢
z wielu rozmieszczonych symetrycznie plamek, ktore
zmieniajg si¢, gdy krysztat jest obracany wzgledem
wigzki padajacej (Ryc. 2F). Natomiast gdy promienio-
wanie rentgenowskie pada na roztwor ciekty, to jest
ono rozpraszane na czasteczkach majacych réznorakie
orientacje przestrzenne wzgledem wiazki padajace;j,
wskutek czego obraz dyfrakcyjny sklada si¢ ze
wspotsrodkowych pierscieni. W tym przypadku obra-
canie probki wzgledem wiazki padajacej nie zmienia
obrazu dyfrakcyjnego. Wynikiem takiego doswiad-
czenia jest wigc jedynie jednowymiarowa krzywa,
tzn. natg¢zenie promieniowania rentgenowskiego
w funkcji kata rozproszenia (Ryc. 3B). Czg$¢ informacji
o strukturze badanych makroczgsteczek zostaje




Wszechswiat, t. 117, nr 10—12/2016

ARTYKULY

zatem utracona, gdy doswiadczenie rozproszeniowe
przeprowadza si¢ na roztworze cieklym, a nie na mo-
nokrysztatach. Mozna powiedzie¢, ze skomplikowa-
na, trojwymiarowa struktura makroczasteczki zostaje
w doswiadczeniach SAXS zredukowana do jednowy-
miarowej krzywej rozproszeniowej. Jednak pomimo
utraty informacji, analiza i interpretacja krzywych
rozproszeniowych z do$wiadczen SAXS moze pro-
wadzi¢ do waznych obserwacji na temat relacji struk-
turalno-funkcjonalnych badanych makroczasteczek.

A

zrodto

promieni
Rentgena

wigzka padajaca wiaZ
>

Niewatpliwg zaleta wykorzystania krzywych roz-
proszeniowych do modelowania biatek jest to, ze do-
$wiadczenia SAXS sg przeprowadzane na roztworach
ciektych i w zwiazku z tym dostarczaja informacji
o stanie termodynamicznym biatek w naturalnym
srodowisku wodnym. Jednak aby z pomiarow SAXS
uzyskac rzetelne informacje o strukturze biatek, nale-
zy zadba¢ o wiele niuansow, wsrod ktorych dwa opi-
sane ponizej wydaja si¢ najistotniejsze. Po pierwsze,
krzywa rozproszeniowa jest wyznaczana jako roznica

-
-
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Ryc. 3. Rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego pod matymi katami na czasteczkach biatka w srodowisku wodnym. (A) Schemat uktadu do-
$wiadczalnego. Kat rozproszenia oznaczony jest przez 0. Doswiadczenia przeprowadza si¢ zwykle w synchrotronach. (B) Przyktad krzywej rozprosze-
niowej, tzn. zaleznosci zarejestrowanego nat¢zenia promieniowania rentgenowskiego w funkcji kata rozproszenia 6. (C) Rozktad odlegtosci pomigdzy
wszystkimi parami atoméw w badanym bialku. Rozktad ten otrzymuje si¢ z transformaty Fouriera krzywej rozproszeniowej z Ryc. 3B. (D) Obwied-
nia molekularna reprezentujaca przestrzen zajmowana przez czasteczke badanego biatka. Obwiednie molekularne dostarczajg informacji o ksztattach
i rozmiarach badanego biatka. Otrzymuje si¢ je na podstawie rozktadu odleglosci par atoméw z Ryc. 3C oraz sekwencji aminokwasowej

badanego biatka.
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natgzen promieniowania rozproszonego na probce
biatka w buforze a probce samego buforu. Jesli od-
jecie tych dwoch sygnatow zostanie wykonane nie-
wlasciwie lub niedoktadnie, to wyznaczona krzywa
rozproszeniowa moze by¢ obarczona duzym bledem
pomiarowym, a wyznaczone na jej podstawie modele
strukturalne beda mylne. Po drugie, przy modelowa-
niu bialek na podstawie danych z do§wiadczen SAXS
nalezy wzia¢ pod uwage tzw. powloke hydratacyjna
na powierzchni biatka. Jest to zadanie obliczeniowo
ztozone 1 niejednoznaczne. Rézne programy do obli-
czen krzywych rozproszeniowych na podstawie mo-
deli strukturalnych (np. CRYSOL [15] lub AquaSAXS
[12]) r6znig sie sposobem modelowania powlok hy-
dratacyjnych, co moze naktada¢ dodatkowa niepew-
nos$¢ na struktury biatek wyznaczone metodg SAXS.
Metoda SAXS jest standardowo uzywana do wy-
znaczania charakterystycznych rozmiaréw i ksztal-
tow biatek [3]. Pomijajac pewne aspekty techniczne,
procedura jest nastgpujaca. Z doswiadczen SAXS
(Ryc. 3A) otrzymuje si¢ krzywe rozproszeniowe
(Ryc. 3B). Odwrotna transformata Fouriera krzywej
rozproszeniowej daje rozklad odleglosci pomiedzy
wszystkimi mozliwymi parami atomow w badanym
biatku (Ryc. 3C). Na podstawie tego rozkladu i se-
kwencji aminokwasowej biatka (oraz przy uprasz-
czajacym zatozeniu rownomiernego roztozenia masy
w czasteczce bialka) wyznacza si¢ tzw. obwiedni¢
molekularna, ktéra reprezentuje przestrzen zajmo-
wang przez czgsteczke biatka (Ryc. 3D). Do obliczen
tych uzywa si¢ specjalistycznego oprogramowania
komputerowego [9]. Obwiednie molekularne dostar-
czaja informacji o charakterystycznych rozmiarach
badanego biatka i pozwalaja zwizualizowac jego
ksztalt. Jednak nie pozwalaja one okresli¢ atomowej
struktury biatka i dlatego SAXS jest powszechnie
uznawana za metode biologii strukturalnej niskiej roz-
dzielczosci. Jednak jesli dane z doswiadczen SAXS
zostang uzupetnione o pewne dodatkowe informacje
strukturalne o badanym biatku, to moga by¢ one wy-
korzystane w duzo bardziej wydajny sposob. Przy-
ktadowo SAXS moze stuzy¢ do okreslenia struktury
kompleksu biatkowego, jesli znane sg struktury ato-
mowe poszczegolnych biatek lub domen biatkowych
tworzacych dany kompleks. Uzywane jest do tego
celu specjalistyczne oprogramowanie [9,10]. Mo-
delowanie tego typu przebiega zwykle nastgpujaco.
Generowana jest najpierw duzy zbidr zréznicowa-
nych modeli strukturalnych badanego kompleksu
bialkowego (zwykle dziesiatki tysigcy rozmaitych
modeli przestrzennych). Aby proces ten byl efektyw-
ny i niezbyt czasochtonny, struktury poszczegolnych
bialek lub domen biatkowych wchodzacych w skiad

badanego kompleksu reprezentowane sg przez bryty
sztywne. Mozna to porownac do taczenia kilku kloc-
kéw Lego na wiele roznych sposobdw. Nastepnie dla
kazdego z wygenerowanych modeli strukturalnych
obliczana jest teoretyczna krzywa rozproszeniowa,
ktora jest porownywana z krzywa rozproszeniowg
otrzymang z do§wiadczenia SAXS na badanym kom-
pleksie biatkowym. Zgodnos¢ krzywej teoretycznej
z do$wiadczalng oznacza, ze dany model struktural-
ny moze reprezentowac rzeczywistg struktur¢ kom-
pleksu biatkowego w $rodowisku wodnym. Tak wigc
z wygenerowanej puli modeli wybierane sg te, ktore
najlepiej zgadzaja si¢ z krzywa rozproszeniowg z do-
$wiadczenia SAXS. Dzigki tego typu modelowaniu
mozna okresli¢, w jaki sposob grupa danych biatek
jest wzajemnie potaczona w kompleks. Mozliwe jest
wigc wskazanie powierzchni, ktorymi te biatka od-
dziatuja ze soba.

Rentgenografia strukturalna jest coraz czgsciej
uzupetniana przez SAXS w celu okreslenia struktur
bialek wielodomenowych oraz kompleksow biat-
kowych. Natomiast metody laczace NMR i SAXS
pozwalaja wyznacza¢ atomowe struktury biatek
w $rodowisku wodnym. Takie potaczenie wydaje
si¢ szczegblnie skuteczne, poniewaz NMR i SAXS
dostarczajag komplementarnych informacji struktu-
ralnych. Mianowicie pomiary NMR naktadajg ,,lo-
kalne” ograniczenia na odlegtosci migdzy atomami
lub na katy dwuscienne mig¢dzy plaszczyznami wig-
zan chemicznych w badanym biatku, natomiast dane
z do$wiadczen SAXS dostarczajg ,,globalnych” in-
formacji o rozmiarze i ksztatcie tego biatka.

Jak zostato to opisane wczesniej, dane z doswiad-
czen SAXS wykorzystywane s3 czesto do wyzna-
czania tzw. obwiedni molekularnych, ktore repre-
zentujg ksztalty biatek (Ryc. 3D). Jednak jesli biatko
w warunkach fizjologicznych jest elastyczne, tzn. nie
posiada stabilnej struktury trzeciorzedowej, to po-
jedyncza obwiednia molekularna nie moze oczywi-
$cie przedstawi¢ jego ksztattu. Dlatego modelowanie
tego typu biatlek wymaga innej strategii, ktora daje
mozliwo$¢ opisu zespotu konformacyjnego, a nie
pojedynczej struktury. W podej$ciu tym stan natyw-
ny bialka reprezentowany jest przez grupe modeli
strukturalnych, ktora jako cato$¢ musi by¢ zgodna
z wynikami do$wiadczen. Powstato wiele sposobow
modelowania zespolow konformacyjnych biatek
w oparciu o dane SAXS [2,8,13]. Wszystkie te po-
dejscia wymagajg na poczatek wygenerowania duzej
puli modeli przestrzennych badanego biatka. Moze
by¢ ona otrzymana przy uzyciu, na przyktad, algoryt-
moéw uwzgledniajacych jedynie efekty wykluczonej
objetosci [2] Iub symulacji typu Monte Carlo [13]
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lub symulacji dynamiki molekularnej [8]. Po wygene-
rowaniu dostatecznie duzej i zréznicowanej puli mo-
deli strukturalnych, zwykle wykorzystywane sg pewne
algorytmy heurystyczne do okreslenia, ktéra kombi-
nacja struktur jest najbardziej zgodna z wynikami
doswiadczen SAXS. Z puli wybierana jest w ten spo-
sob waska grupa modeli, ktora reprezentuje zespot
konformacyjny badanego biatka. Natomiast metoda
o nazwie EROS (od ang. Ensemble Refinement of
SAXS) wykorzystuje inng strategi¢, ktora polega na
tym, ze pula struktur otrzymanych z symulacji jest
zmieniana mozliwie tagodnie, a jednoczesnie w taki
sposob, aby uzyskac jej zgodnosci z krzywa rozpro-
szeniowa SAXS [13]. Do osiagnigcia tego celu wyko-
rzystywana jest zasada maksymalnej entropii. Metoda
EROS zostala poszerzona i udoskonalona — obecnie
umozliwia modelowanie zespotow konformacyjnych
biatek na podstawie wynikow doswiadczen SAXS,
elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR
od ang. Electron Paramagnetic Resonance) 1 Forste-
rowskiego rezonansowego przekazu energii (FRET
od ang. Forster Resonance Energy Transfer) [4].

Podsumowanie

Wsrod biatek najtrudniejszych do scharakteryzo-
wania strukturalnego sa obecnie te, ktore zbudowane

sa z wielu domen polaczonych dtugimi, elastycznymi
Tacznikami. Mimo tego, ze biatka tego rodzaju cze-
sto wystepuja w komorkach biologicznych i pelnia
w nich wiele waznych funkcji, to stanowig one biatg
plam¢ w dziedzinie biologii strukturalnej. Ich znacz-
ny rozmiar oraz elastycznos¢ strukturalna sa powo-
dem tego, Zze nie ma obecnie jednej, uniwersalnej
metody badawczej, ktora moglaby dostarczy¢ infor-
macji o strukturach tego rodzaju biatek. Jednak jesli
wyniki pomiaré6w przeprowadzonych kilkoma réz-
nymi, uzupehiajacymi si¢ metodami — tj. krystalo-
grafia, NMR, cryoEM, SAXS, EPR, FRET — zostana
potaczone przy pomocy zaawansowanych narzedzi
obliczeniowych, to wyznaczenie reprezentatywnych
konformacji tego typu biatek staje si¢ mozliwe. Po-
dejscie takie zostalo zastosowane np. do wyznaczenia
zespotow konformacyjnych kompleksow biatkowych
ESCRT [4] (od ang. Endosomal Sorting Complex Re-
quired for Transport). W przysztosci analogiczne me-
tody moga by¢ zastosowane do innych komplekséw
biatkowych zaangazowanych w transport wewnatrz-
komoérkowy.
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NOWY CODZIENNY UPORCZYWY BOL GLOWY —
W 30. ROCZNICE PIERWSZEGO OPISU CHOROBY

Michat M. Skoczylas, Sara Trieu, Saskia Wiacek, Anna Walecka (Szczecin)

Streszczenie

Od trzydziestu lat trwajg badania nad symptomatologia, patogeneza i etiologia nowego codziennego upo-
rczywego bolu glowy. Obecnie jest on uznawany za samoistny bol glowy, lecz u czgsci chorych udaje si¢ zna-
lez¢ jego prawdopodobne przyczyny, do ktorych zalicza si¢ m.in. infekcje i udar cieplny. Zgodnie z prawami
biologii i medycyny nalezy zalozy¢, ze okreslenie czynnikow wywotujacych ten rodzaj bolu gtowy pozwoli
opracowac leczenie przyczynowe. Przeglad literatury na ten temat upamietnia 30. rocznicg pierwszego opisu
choroby autorstwa Waltera Vanasta z 1986 roku.

Abstract

Studies on symptomatology, pathogenesis and etiology of new daily persistent headache last thirty years.
Currently, it is considered to be spontaneous headache but in some patients it is possible to find its probable
causes, which include, among others, infections and heat stroke. According to the laws of biology and medi-
cine it should be assumed that the determination of the factors that cause this type of the headache will give
the opportunity to develop a causal treatment. Review of the literature on this topic commemorates the 30th

anniversary of the first description of the disease by Walter Vanast in 1986.

Bole glowy tradycyjnie dzieli si¢ na bole samo-
istne (pierwotne, idiopatyczne) i objawowe, czy-
li wtorne do rozpoznanych procesow chorobowych
i bedace ich objawami [9]. O ile przyczyne objawo-
wych bolow glowy udaje si¢ poniekad wyjasnic,
o tyle bole samoistne stanowig ogromne wyzwanie
diagnostyczne i terapeutyczne. Do najmniej pozna-
nych pierwotnych boléw glowy nalezy nowy co-
dzienny uporczywy bél glowy (new daily persistent
headache, NDPH), opisany po raz pierwszy przez
Waltera Vanasta w 1986 roku w czasopismie ,,He-
adache”. Jest to bol o silnym poczatku i przewlektym
charakterze. Wystepuje rzadko, czesciej u kobiet niz
umezezyzn. Jego przyczyny udaje sie okresli¢ u okoto
potowy pacjentdéw [1, 11]. Zostana one przedstawione
w dalszej czgsci opracowania. W aktualnej (trzeciej)
Migdzynarodowej Klasyfikacji Bolow Glowy (The
International Classification of Headache Disorders 3rd
edition, beta version; ICHD-3 beta) nowy codzienny
uporczywy bol gtowy oznaczono symbolem 4.10 i wy-
roézniono cztery kryteria diagnostyczne:

A.  Uporczywy bol glowy wypehiajacy kryteria BiC

B.  Wyrazny bdl o dobrze zapamietanym poczat-
ku, stajacy sie ciaglym i nieprzerwanym w cia-
gu 24 godzin

C.  Obecny powyzej 3 miesiecy
D. Nie uwzgledniony $cislej w zadnym innym
rozpoznaniu klasyfikacji [CHD-3.

Klasyfikacja uwzglednia pacjentow z wcze-
$niejszym bolem glowy (migrena lub bol glowy
typu napieciowego), ktérym mozna rozpoznaé ten
rodzaj bolu, lecz pod warunkiem, Ze nie podaja
oni wzrastajacej czestosci bolu glowy przed jego
wystapieniem. Wylacza si¢ przy tym pacjentéw
z wczesniejszym bolem glowy zaostrzonym nastepnie
w wyniku naduzywania lekow.

Kryteria te nalezy odnie$¢ do dyskusji nad przy-
porzadkowaniem wtasciwego rozpoznania pacjentom
z NDPH i wigcej niz jednym objawem charaktery-
stycznym dla migreny. Istotny glos w dyskusji nad
tym problemem nalezy do brazylijskich badaczy
Paulo Hélio Monzillo i Patricia Homsi Nemoto z Sao
Paulo, ktérzy w roku 2011 opublikowali wyniki ba-
dan nad 1348 pacjentami, regularnie leczonymi z po-
wodu bolow glowy w tamtejszej Klinice Neurologii
(Departamento de Neurologia da Santa Casa de Sao
Paulo). W grupie tej stwierdzono 62 pacjentow zgla-
szajacych codzienny i uporczywy bol gtowy, ale tyl-
ko u 21 z nich mozliwe bylto rozpoznanie wedtug kry-
teriow Miedzynarodowej Klasyfikacji Bolow Glowy
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ICHD z 2004 roku. U pozostatych 41 osob wystapity
dwa lub wigcej objawow zwigzanych z atakiem mi-
grenowym, jak: mdtosci, Swiatlowstret, fonofobia
i wymioty (w r6znych kombinacjach). Autorzy zapro-
ponowali mozliwo$¢ rozpoznania nowego codzienne-
go uporczywego bolu gtowy z cechami migreny i bez
cech migreny, co daje mozliwo$¢ wzigcia pod uwage
wszystkich 0sob speliajacych kryteria NDPH [6].

Autor pierwszego opisu NDPH, doktor Va-
nast, pracowal w Zakladzie Neuronauki Klinicznej
w Szpitalu Ogdélnym Edmonton Uniwersytetu Alber-
ty w Edmonton (Kanada). W roku 1987 trzyosobo-
wy zespol z udziatem Vanasta (Diaz-Mitoma, Vanast,
Tyrrell) wykazal, Ze czestos¢ aktywnych infekcji wy-
wolanych przez wirusa Epsteina-Barr (EBV) jest
podwyzszona u os6b z NDPH, a — przeciwnie — od-
rodzenie si¢ infekcji EBV nie jest czgste u chorych
z innymi przewleklymi bolami gtowy [3]. Nowe od-
krycie dawalo §wiatto na mozliwo$¢ wyjasnienia bio-
medycznych uwarunkowan pierwotnego bolu glowy
u czesci chorych. Wyniki prac Vanasta poruszyly nie
tylko srodowisko naukowe, lecz réwniez dotarty do
mediow bulwarowych. 27 czerwca 1995 roku w ame-
rykanskim tygodniku ,,Weekly World News” pojawita
si¢ ciekawostka pt. ,,Headache virus plagues millions
of Americans!” (thum. aut. ,,Wirus bolu glowy negka
miliony Amerykanoéw!”). Autorzy tego doniesienia
pisza, iz potowa wszystkich nowych przewlektych
bolow glowy byla 6wczesnie spowodowana przez
EBYV, a ponadto bol tego rodzaju nie mijat po podaniu
srodkow przeciwbolowych. Wobec tego nieoczeki-
wanego faktu mozna byto zrezygnowac ze stosowania
$rodkow przeciwbolowych u chorych z NDPH wy-
wolanych wirusem EBYV, bowiem zazywanie ich
w zbyt duzych dawkach powoduje liczne dzialania
niepozadane (m.in. jak po kwasie acetylosalicylo-
wym, indometacynie lub ibuprofenie).

W 1991 roku zesp6t z Uniwersytetu Kanazawa (Ja-
ponia) rowniez zglebial problem zwigzku uporczywego
bolu glowy z infekcjg EBV na przyktadzie 45-letniej ko-
biety z bolem lewostronnym. Z obserwacji wiadomo, ze
w leczeniu bolu uzyteczna moze by¢ karbamazepina [4].
Jest to lek psychotropowy i przeciwdrgawkowy, hamu-
jacy kanaty sodowe bramkowane napigciem, co skutku-
je hamowaniem uwalniania glutaminianu w centralnym
uktadzie nerwowym. Nie jest lekiem przeciwbolowym,
lecz usmierza nerwobdle poprzez hamowanie przewod-
nictwa czuciowego [12].

Wobec wielu niewiadomych o istocie NDPH, istot-
nych informacji moze dostarczy¢ analiza poszcze-
golnych przypadkéw klinicznych. Zespdt badaczy
wloskich opisat w 2009 roku wystapienie NDPH
u 45-letniej kobiety, ktora przebyla epizod utraty

przytomnosci w czasie intensywnego wysitku fizycz-
nego (trekking), w potudnie w bardzo goracy letni
dzien. Jak glebokie zaburzenia homeostazy wystapity
u tej chorej dowodzg stwierdzone w oddziale ratun-
kowym hipertermia, niedoci$nienie, kwasica mlecza-
nowg, zasadowica oddechowa i zaburzenia réwno-
wagi elektrolitowej. Rozpoznano wysitkowy udar
cieplny i zastosowano leczenie przez chtodzenie
1 nawadnianie, ktore jednak nie zabezpieczylo przed
powiklaniem w postaci NDPH i przej$ciowymi zabu-
rzeniami koordynacji ruchowej [2].

W 2015 roku w Szpitalu Uniwersyteckim Soon-
chunhyang w Seulu (Korea Potudniowa) opisano
10-letniego chlopca i 11-letnig dziewczynke z NDPH
— oboje odczuwali przewlekty ciagly bol glowy i pa-
migtali date jego rozpoczgcia. U chiopca odnotowano
tepy charakter bolu i ucisk w obu okolicach ciemie-
niowych, a takze podwojne widzenie i §wiatlowstret
jako objawy towarzyszace. U dziewczynki pulsujacy
bol lokalizowat si¢ wokot oczu i w okolicach skronio-
wych, a nasilat si¢ podczas ruchow glowy. Poza tym
u obu pacjentdw nie stwierdzono innych zaburzen.
Wykluczono m.in. zaburzenia czynno$ci tarczycy,
zakazenie wirusowe (w tym wirusem Epsteina-Barr),
zmiany morfologiczne krwi i podwyzszenie stgzen
wyktadnikéw stanu zapalnego. Stosowane leki —
u chlopca niesteroidowe leki przeciwzapalne (wzmian-
kowane wyzej) i topiramat (lek przeciwpadaczkowy
0 nie w pelni znanym mechanizmie dzialania, bloku-
jacy kanaly sodowe zalezne od napigcia blonowego
1 zwigkszajacy aktywno$¢ receptorow wiazacych kwas
y-aminomastowy — GABA), a u dziewczynki niestero-
idowe leki przeciwzapalne 1 amitryptylina (lek prze-
ciwdepresyjny hamujacy zwrotny wychwyt noradre-
naliny 1 serotoniny w synapsach) — byly nieskuteczne.
Za przyczyne bolu gtowy uznano zapalenie zatoki kli-
nowej — u chlopca prawej, a u dziewczynki lewej. Sa
to najglebiej polozone zatoki przynosowe. Rozpozna-
nie postawiono na podstawie badania glowy metoda
rezonansu magnetycznego. W obrazach T2 rezonansu
magnetycznego (relaksacja spin-spin) stwierdzono
hiperintensywny sygnal ze $cian zatok klinowych.
U obojga dzieci zastosowano antybiotykoterapi¢ do-
ustng, a bol glowy wycofat si¢ catkowicie w ciggu
czterech tygodni [5, 12].

Jak dowodza scharakteryzowane opisy przypad-
kow i serii przypadkow, poznanie przyczyny choroby
daje mozliwos$¢ skutecznego leczenia. Z analizy 108
przypadkéw NDPH w Santo Domingo (Dominikana)
z 1993 roku wynika, ze w badaniach nad etiologia
nalezy wzia¢ pod uwage pozaczaszkowe i ogolno-
ustrojowe zakazZenia wirusami EBV, Herpes Zo-
ster i adenowirusami oraz bakteriami Salmonella,
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Streptococcus, Proteus, a takze zakazenie uktadu
moczowego Escherichia coli i zarazenie Tokso-
plasma [10]. Z powodu znacznego zrdéznicowania
powyzszych prawdopodobnych przyczyn NDPH
te wstgpne wyniki powinny by¢ zweryfikowane w
wigkszych grupach pacjentow z zakazeniami wywo-
lanymi przez poszczegodlne patogeny.

W 2010 roku w Indiach zaobserwowano ustapienie
poinfekcyjnego codziennego uporczywego bolu gto-
wy w okresie od 2 do 5 dni stosowania metylopred-
nizolonu podawanego droga dozylng u 9 pacjentéw
[8]. Lek ten nalezy do glikokortykosteroidow, ktore
wygaszaja procesy zapalne, m.in. poprzez hamowa-
nie mediatoro6w zapalenia i podzialow limfocytow
T [7]. Metyloprednizolon wykazuje silne dzialanie
przeciwzapalne oraz immunosupresyjne, przy czym
w niewielkim stopniu wplywa na gospodarke elek-
trolitowa (jest pozbawiony dziatania mineralokorty-
koidowego) [12].

Na podstawie przedstawionych opisow badan
mozna stwierdzi¢, ze infekcje, hipertermia i zapale-
nie zatok przynosowych moga powodowac¢ nowy co-
dzienny uporczywy bol gtowy, jednak tylko u czgsci
chorych znane sg jego przyczyny. Wymienione na po-
czatku artykutu kryterium D otwiera mozliwos$¢ roz-
poznania NDPH u chorych, u ktoérych nie okreslono
jego przyczyn, i nadania bolowi statusu bolu samo-
istnego. Co wigcej, system klasyfikacji ICHD-3 beta
jest ,,podwojnie” otwarty na problem niedookreslo-
nos$ci patogenezy na aktualnym etapie stanu wiedzy

medykow dzieki wyrdznieniu prawdopodobnego no-
wego codziennego uporczywego boélu glowy (oryg.
probable new daily persistent headache z symbo-
lem 4.10.1). Kryteria diagnostyczne dla tej kategorii
s nastepujace:
A.  Uporczywy bol glowy wypehiajacy kryteria BiC
B.  Wpyrazny bol o dobrze zapamigtanym poczat-
ku, stajacy si¢ ciagltym i nieprzerwanym w cig-
gu 24 godzin
C.  Trwajacy mniej niz 3 miesiace
D.  Nieuwzgledniony lepiej w zadnym innym roz-
poznaniu klasyfikacji ICHD-3
E.  Nie przypisany do innego zaburzenia z ICHD-3.
Autorzy wyrazaja nadziej¢, ze dalsze badania wy-
jasnia, jakie sa przyczyny NDPH. Aktualnie jest on
klasyfikowany jako rodzaj samoistnego bolu gltowy.
Z okazji 30. rocznicy pierwszego opisu tej choroby
na konferencji popularnonaukowej ,, Tydzien Mézgu
w Szczecinie 2016, 15 marca 2016 roku, przedsta-
wiono prac¢ pt. ,,Badania nad etiologia i patogene-
73 nowego codziennego uporczywego bolu gtowy —
w 30. rocznicg pierwszego opisu choroby” (,,Studies
on etiology and pathogenesis of new daily persistent
headache — on the 30th anniversary of the first de-
scription of the disease”) (autorzy wystgpienia: Mi-
chal Skoczylas, Sara Trieu, Kathleen ria Saliendra,
Saskia Wiacek i Anna Walecka, http://www.hbpl.

ptpk.org/).
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BYC KOBIETA, BYC KOBIETA -
WPLYW ESTROGENOW NA FUNKCJONOWANIE
UKLADU ODPORNOSCIOWEGO

Magdalena Maciuszek (Krakow)

Streszczenie

Uktad odpornosciowy wspotpracuje z dwoma innymi uktadami: endokrynnym i nerwowym, tworzac skom-
plikowang sie¢ komunikacyjng w ludzkim organizmie, ktéra umozliwia utrzymanie w nim stanu réwnowagi
(homeostazy). Okazuje si¢, ze interakcje immunoendokrynne w kobiecym organizmie sg o wiele bardziej
zawile, niz jak si¢ do tej pory wydawato. U kobiet cigza, menopauza, a nawet cykliczne zmiany poziomu
hormonow podczas cyklu menstruacyjnego powoduja wielokierunkowe zmiany w funkcjonowaniu uktadu
odpornosciowego, poprawiajac odpowiedz na patogeny, ale takze wpltywajac na nadaktywnos$¢ kobiecego
uktadu odpornosciowego, co w konsekwencji przyczynia si¢ do zwigkszonej zapadalnosci na choroby auto-
immunologiczne.
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Abstract

The immune system cooperate with endocrine and nervous systems in creating a complicated network of
communication in human body, which allows homeostasis maintaining. The immuno-neuroendocrine inter-
actions in the female body are much more complicated than it was seemed previously. In women, pregnancy,
menopause, and even cyclic changes in hormone levels during menstrual cycle cause multidirectional changes
in the functioning of immune system. They improve the immune response against pathogens, but also evoke
over-reactivity of the immune system, what contributes to the increased incidence of autoimmune diseases.

Oczywiste jest, ze kobiety i m¢zczyzni rdznig si¢
budowg uktadu rozrodczego, a takze poziomem hor-
mondéw plciowych. Kazdy zapewne styszat o ,,pici
mozgu” i zwigzanych z nig ré6znicach w odczuwaniu
bodzcow czy w zachowaniu, ale czy istnieje co$ ta-
kiego jak ,,pte¢ odpornosci”?

Co sklada sie na uklad odpornoS$ciowy i jak dziala
sodpornos¢” ?

Podstawowg funkcja ukladu odpornosciowego
jest obrona organizmu przed patogenami, zwal-
czanie ich oraz usuwanie starych badz zmienio-
nych nowotworowo komoérek naszego organizmu.
U wszystkich zwierzat krggowych istniejg dwie ga-
lezie odpowiedzi immunologicznej — wrodzona oraz
nabyta. Odporno$¢ wrodzona jest pierwszg linig obro-
ny przeciwko patogenom, charakteryzujacg si¢ szyb-
ka odpowiedzia bez specyficznej pamigci. Gtownymi
komorkami tej odpowiedzi sg monocyty/makrofagi,
neutrofile oraz komorki NK (ang. natural killers).
W odpowiedzi na patogeny potrafig one sfagocytowac
1 zniszczy¢ patogen. Natomiast gldéwnymi komorka-
mi odpowiedzi nabytej sg limfocyty B oraz T. Jest to
odpowiedz dlugotrwata charakteryzujaca si¢ wysoka
specyficznoscig i pamigcig, co oznacza, ze ponowny
kontakt z tym samym patogenem wywoluje szybsza
1 bardziej efektywna reakcje immunologiczng. Lim-
focyty T dzielg si¢ na trzy subpopulacje: limfocyty
cytotoksyczne (Tc); pomocnicze (Th, ang. helper)
oraz limfocyty regulatorowe (Treg). Ta ostatnia po-
pulacja generalnie odpowiedzialna jest za hamowa-
nie reakcji odpornosciowej. W obrebie odpowiedzi
nabytej wyrdzniamy reakcje komoérkowa i humoral-
na. W odpowiedzi komodrkowej zostaje zwickszona
produkcja limfocytow Thl, ktére aktywuja limfocyty
Tc do wydzielania ziaren cytolitycznych, co powo-
duje usmiercenie komoérek zakazonych patogenem,
gtéwnie wirusami. Odpowiedz humoralna jest z kolei
w glownej mierze kojarzona z produkcjg przeciw-
ciat przez limfocyty B, a reakcja ta jest wspomaga-
na przez limfocyty Th2 (Ryc.1). W obregbie uktadu
odpornosciowego mozemy spotkac¢ krazace we krwi

i limfie leukocyty. Komorki te moga takze skupiac si¢
w narzadach limfatycznych, takich jak szpik kostny,
grasica, $ledziona i wezty limfatyczne, a takze wyste-
powaé w postaci roznorakich skupisk, np. w obrebie
tkanek zwigzanych z btonami sluzowymi [4].

ODPORNOSC
WRODAONA NABYTA
J KOMORKOWA HUMORALMNA
® Makrofag Lim 1 !
. Amfocyty Limfocyty B
» NE / \ ’,‘ 1
& Meutrofile T|1\ o S
Treg 1 Th, Preeciweiala

_Th,
Te "

Ryc. 1. Komorki uktadu odporno$ciowego uczestniczace w odpowiedzi
wrodzonej i nabytej: limfocyty T regulatorowe (Treg), limfocyty
T cytotoksyczne (Tc), limfocyty T pomocnicze (Th). Odpowiedz
komorkowa zwigzana jest z aktywacjg limfocytow Th, ktére wzmagajg
proliferacj¢ limfocytow Tc. Odpowiedz humoralna zwigzana jest
z aktywacja limfocytow Th,, zwigkszajac proliferacje limfocytow B
i wydzielanie przeciwciat [4; zmodyfikowane].

Uktad odpornosciowy, aby moc sprawnie bro-
ni¢ nasz organizm i wspotuczestniczy¢ w utrzyma-
niu jego réwnowagi (homeostazy), wspOlpracuje
z dwoma innymi uktadami — uktadem endokrynnym
(hormonalnym) oraz uktadem nerwowym. Komuniku-
ja sie one na zréznicowanych poziomach — za pomoca
neuroprzekaznikow (uktad nerwowy), za pomoca hor-
monéw (uktad endokrynny) oraz za pomoca cytokin
wytwarzanych przez leukocyty (uklad odpornoscio-
wy) (Ryc. 2). Uklady te wzajemnie rozumieja ,,swo-
je jezyki”, poniewaz na komodrkach je budujacych

UELAD ODPORKOSCIOWY

CYTORINY
/ HO .\IEDSTAZA\

UKLEAD NEROWOWY

UKLAD ENDOKRYNNY [
KEUROPREZEEALNIKI

HORMONY

Ryec. 2. Oddziatywania pomigdzy uktadami odpornosciowym, endokryn-
nym i nerwowym warunkuja homeostaze [4; zmodyfikowane].
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wystepuja receptory wigzace te substancje. Przyktado-
wo na leukocytach stwierdzono ekspresje receptoréw
dla takich hormonow jak melatonina, prolaktyna, hor-
mon wzrostu, a takze wewnatrzkomorkowych recep-
torow dla estrogenéw czy androgenow. Ponadto leu-
kocyty sa zdolne do lokalnej produkcji hormonow [1].

Hormony plciowe

Waznym, jesli nie najwazniejszym czynnikiem wa-
runkujacym nasza ptec jest stezenie hormonéw picio-
wych. Typowymi hormonami ptciowymi sg androge-
ny (glownie testosteron — T) oraz estrogeny (glownie
17B-estardiol — E2). Hormony te wystgpuja zarowno
u me¢zezyzn, jak i u kobiet, jednak obie picie r6znig
si¢ w zasadniczy sposob stezeniem tych hormonow.

Testosteron jest produkowany glownie przez jadra,
a jego produkcja jest kontrolowana przez o$ pod-
wzgorze-przysadka-gonady (HPG, ang. hypothala-
mic—pituitary—gonads). Podwzgorze kontroluje przy-
sadke poprzez wydzielanie gonadoliberyny (GnRH,
ang. gonadotropin-releasing hormone), ktéra na-
stepnie kontroluje wydzielanie z przysadki hormonu
folikulotropowego (FSH, ang. follicle-stimulating
hormone) oraz hormonu luteinizujacego (LH, ang.
luteinizing hormone) (Ryc. 3). FSH wplywa na pro-
dukcje spermy, natomiast LH kontroluje produkcje

PODWZGORZE

GnRH

PRZYSADKA
FSH | 15|

GONADY

estrogeny androgeny

Ryc. 3. Regulacja powstawania hormonoéw piciowych kontrolowana przez
0§ podwzgorze-przysadka-gonady. GnRH - gonadoliberyna; FSH - hormon
folikulotropowy; LH - hormon luteinizujacy [9; zmodyfikowane].

1 wydzielanie testosteronu. Testosteron wptywa na
wyksztatcenie plci i1 cech plciowych w zyciu ptodo-
wym, wyksztalcenie drugo- i trzeciorzgdowych cech
ptciowych oraz na spermatogeneze¢. U mezczyzn ste-
zenie testosteronu jest stale do 60 roku zycia, nastgp-
nie nieznacznie spada (o okolo 1% rocznie). Pomimo
tego, ze testosteron jest typowym meskim hormonem,
jego dziatanie w organizmie jest plejotropowe. Wpty-
wa na takie cechy jak agresja, dominacja, pewno$¢
siebie, porost wlosow, a takze zwigkszong synteze
bialek i wyzsze tempo spalania thuszczy.

Hormonem plciowym zenskim jest 17beta-estra-
diol - E2. E2 powstaje z testosteronu pod wptywem
enzymu aromatazy cytochromu P450, a jego synte-
za i1 wydzielanie kontrolowane jest podobnie, jak
w przypadku testosteronu przez o§ HPG (Ryc. 3).
Hormon LH odpowiedzialny jest glownie za kon-
wersje glownego substratu estrogenow — cholesterolu
do pregnenolonu, a FSH za powstanie z androgenow
— estrogenow poprzez zwickszenie procesu aromaty-
zacji odpowiedzialnej za przeksztalcenie testosteronu
do estradiolu. Produkcja estrogenow w najwickszym
stopniu odbywa si¢ w jajnikach, lozysku, macicy,
tkance thuszczowej i w kosciach [6]. U kobiet waha-
nia hormonéw plciowych sg zalezne od stanu dojrza-
losci, ale oczywiscie wahaja si¢ tez w trakcie cyklu
miesi¢cznego. Drastycznymi okresami zmian pozio-
mu hormonoéw piciowych u kobiet jest okres cigzy
1 oczywiScie menopauza, kiedy poziom estrogenow
raptownie spada o okoto 80 %.

Podczas cyklu menstruacyjnego dochodzi do cy-
klicznych (co okoto 28 dni) zmian w poziomach hor-
monow takich jak: estrogen i progesteron, FSH i LH.
Pod wptywem FSH dochodzi do dojrzewania i roz-
woju pecherzykow jajnikowych, a takze stymulacji
produkcji estrogenu. W fazie pecherzykowej gltow-
ng rol¢ odgrywa estrogen, ktory wplywa na rozrost
btony $luzowej macicy i tworzenie nowych naczyn
krwionosnych. Jego wzrastajace stgzenie powoduje
nasilenie uwalniania gonadotropiny i w konsekwen-
cji owulacje pecherzyka Graafa (dojrzalego peche-
rzyka jajnikowego) i uwolnienie oocytu. Po owulacji
rozpoczyna si¢ faza lutealna, pecherzyk przeksztatca
si¢ w ciatko zotte, ktore petni role gruczotu dokrew-
nego, produkujac estrogen i progesteron, istotne dla
implantacji zaptodnionej komorki 1 zmian czynnos$ci
wydzielniczych. Gdy nie dojdzie do zaptodnienia,
ciatko zolte ulega luteolizie i przeksztatca si¢ w ciat-
ko biatawe, a poziom hormonoéw znacznie spada, da-
jac sygnatl do rozpoczgcia menstruacji (Ryc. 4).

Co oczywiste, odmiennym stanem fizjologicz-
nym jest cigza, gdzie hormony piciowe sa na stale
wysokim poziomie. Jes$li po owulacji dochodzi do
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zaplodnienia komorki, w organizmie kobiety silnie
wzrasta poziom gonadotropiny kosmowkowej (hCG,
ang. human chorionic gonadotropin), co podtrzymu-
je produkcje progesteronu przez ciatko zétte. Poziom
estrogenu i progesteronu z kazdym miesigcem cigzy
jest coraz wyzszy. Po porodzie dochodzi za§ do rap-
townego spadku poziomu tych hormondéw, co moze
prowadzi¢ do depresji poporodowe;j.

owalscja

etragen
pregesterom - "5
Lt e 1
FSH | i

EBoamexcka 1
Komexcki B
K

Makirafagi

Mrtitrafike

Ryc. 4. Zmiany poziomu hormonoéw i liczby poszczeg6lnych typow leuko-
cytow w endometrium w trakcie cyklu miesigczkowego; -/- sprzeczne dane
literaturowe; - (0 %), + (1-2 %), ++ (3-5%),+++ (6-15 %) calkowitej liczby
komorek [5; zmodyfikowanel].

Gloéwna funkcja estrogenow jest regulacja uktadu
rozrodczego zenskiego, wyksztatcenie drugo- i trze-
ciorzedowych cech plciowych, a takze regulacja cy-
klu menstruacyjnego. E2 wplywa rowniez na uktad
sercowo-naczyniowy, zwickszajgc ilo§¢ substancji
(prostaglandyn i tlenku azotu) powodujacych roz-
szerzenie naczyn wiencowych. Estrogeny wplywaja
réwniez na mineralizacj¢ ko$ci oraz utrzymujg pra-
widlowy poziom wapnia, jednoczesnie zapobiegajac
osteoporozie. Estrogeny pelnia wazng rolg w cen-
tralnym ukladzie nerwowym poprzez zwigkszenie
synaptogenezy, regulacj¢ zmiany nastroju, a takze
poprawiaja funkcjonowanie hipokampu — regionu
odpowiadajacego za pami¢é, koncentracje i orienta-
cj¢ przestrzenng [6].

Nasuwa si¢ pytanie czy te roznice hormonalne
moga rowniez powodowa¢ odmienne dziatanie ukta-
du odpornosciowego kobiet i mezczyzn?

»Pleé¢ odpornosci”

Dymorfizm plciowy uktadu odpornosciowego
jest zjawiskiem odmiennego reagowania organizmu
na patogeny w zaleznos$ci od pici i srodowiska hor-
monalnego organizmu. Pierwsze historyczne donie-
sienia na ten temat pojawily si¢ w roku 1898, kiedy
zaobserwowano, ze wykastrowane kroliki posiadaja
wigksza mase grasicy niz kroliki w petni sprawne re-
produkcyjnie. Badania te powtérzono na szczurach

i wysunieto wnioski, ze hormony piciowe meskie
dziataja hamujaco na uktad odpornosciowy. Kolejne
badania wykazaty rowniez, Zze osobniki zenskie maja
lepiej funkcjonujacy uktad odpornos$ciowy [2].

Jak si¢ okazuje, kobiecy organizm lepiej radzi so-
bie z infekcjami bakteryjnymi, wirusowymi, a takze
pasozytniczymi niz organizm mezczyzny. U kobiet
zaobserwowano zwigkszona liczbe limfocytow Tc,
uczestniczacych w odpowiedzi komorkowej i lepsza
odpowiedz humoralng, co wynika z wyzszego pozio-
mu limfocytow Th2, odpowiadajacych za regulacje
tworzenia przeciwciat (glownie IgG i IgM) przez
limfocyty B. Mechanizm ten odpowiedzialny jest za
obserwowang u kobiet lepsza odpowiedz na szczepie-
nia. Takze odpowiedz wrodzona jest u kobiet bardziej
efektywna, poniewaz ich fagocyty wykazuja wicksza
aktywno$¢ zerna.

U mezczyzn natomiast zaobserwowano zwigk-
szong aktywnos$¢ komorek NK oraz przesunigcie od-
powiedzi immunologicznej w kierunku odpowiedzi
komorkowej zaleznej od limfocytow Thl — niezwig-
zanej z wytwarzaniem przeciwciat [1].

Nie mozna jednak zapomina¢, ze poza dobroczyn-
nym dziataniem uktadu odpornosciowego, polegaja-
cym na zwalczaniu patogenow i innych zagrozen ma
on tez drugie, negatywne oblicze zwigzane z niepo-
zadanymi reakcjami uszkadzajgcymi tkanki gospoda-
rza, tak jak ma to miejsce w przypadku choréb auto-
immunologicznych. To wlasnie kobiety, w zwigzku
z opisang wczesniej zwigkszong ,,czuloscig” 1 aktyw-
no$cig uktadu odpornosciowego, czgsciej zapadaja
na choroby autoimmunologiczne. Wedlug danych
opracowanych przez National Institute of Health Au-
toimmune Diseases Coordinating Committee az 80%
chorych na choroby autoimmunologiczne to kobiety
(Tab. 1) [1].

Tab. 1. Poréwnanie czgstotliwosci wystepowania kilku choréb autoimmu-
nologicznych u kobiet (?) i mezczyzn (3) [3; zmodyfikowane].

Ukladowy toczen rumieniowaty (SLE) 9:1
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u kobiet niz u mezczyzn, ale rowniez obserwowang
u nich zwigkszong produkcja prolaktyny i hormonu
wzrostu. U mezczyzn natomiast hamujaco na uktad
odpornosciowy dziataja androgeny, fizjologicznie ni-
ski poziom estrogenéw i prolaktyny.

Wplyw estrogendw i testosteronu na odpornos$é

Estradiol oddziatuje zaréwno na odpowiedz wrodzo-
ng, jak i nabyta, co jednak ciekawe, kierunek dziatania
estrogenow bardzo silnie zalezy od ich st¢zenia. I tak
w przypadku niskich stgzen estrogenow (np. u mez-
czyzn lub u kobiet w trakcie menstruacji czy w czasie
menopauzy) dochodzi do stymulacji i produkcji cyto-
kin prozapalnych, prowadzacych do wzmocnienia od-
powiedzi komoérkowej. U kobiet podczas menopauzy
znacznie spada liczba limfocytow Th2 i B, a zwigksza
si¢ liczba limfocytow Tc, a zastosowanie hormonalnej
terapii zastgpczej powoduje odwrocenie tego zjawiska.
Z kolei wysoki poziom estrogenow, np. taki, jaki jest
obserwowany u kobiet w czasie owulacji i w ciazy, po-
woduje zwigkszong produkcje przeciwciat i wzmoc-
nienie, zaleznej od limfocytow Th2, odpowiedzi hu-
moralnej oraz zwigkszone uwalnianie limfocytow
Treg. Estrogeny dziataja rowniez hamujgco na komorki
NK, a takze powodujg zmniejszenie naptywu neutrofili
i monocytow, hamujac ich chemotaksje 1 migracje do
ogniska zapalnego, ochraniajgc organizm przed dhu-
gotrwalym stanem zapalnym. Co ciekawe estrogeny
wplywajg stymulujaco na rozrost widokien kolageno-
wych i przyspieszajg gojenie ran [3].

U mezczyzn z kolei stwierdzono czgstsze wyste-
powanie nowotworow (ryzyko ich wystapienia jest
o okoto 30 % wyzsze u m¢zczyzn niz u kobiet). Testo-
steron dzialajac hamujgco na komorki uktadu odpor-
nos$ciowego, zmniejsza ich liczbg oraz wrazliwos¢ na
komorki zmienione nowotworowo i obniza infiltracje
nowotworéw przez leukocyty. Testosteron ostabia
takze aktywno$¢ makrofagow poprzez zmniejszenie
wydzielania tlenku azotu, a takze wydzielania cyto-
kin prozapalnych.

Oczywiscie, zeby estrogeny i androgeny mogtly
bezposrednio wptywaé na funkcjonowanie uktadu
odpornosciowego, leukocyty muszg posiada¢ od-
powiednie receptory. Obecno$¢ receptorow estro-
genowych (ER) stwierdzono do tej pory nie tylko
w narzadach rozrodczych, ale réwniez w komoérkach
uktadu odpornosciowego, np. w/na limfocytach B,
limfocytach Th i Tc, NK, monocytach, makrofagach
i komorkach dendrytycznych. Z kolei wystgpowanie
receptorow androgenowych stwierdzono w limfocy-
tach B i T, monocytach/makrofagach, neutrofilach,
komorkach dendrytycznych i mastocytach [1].

Zmiany odpornoSci
w trakcie cyklu miesiaczkowego

Tak jak wcze$niej pisano, u kobiet dochodzi do
cyklicznych zmian hormonalnych. Jak si¢ okazuje ta-
kie zmiany w poziomach hormonéw oddziatujg ple-
jotropowo na organizm kobiety. Wplywaja miedzy
innymi na ,,legendarne” zmiany nastroju czy sposobu
zachowania. Jesli chodzi natomiast o obserwowane
podczas cyklu miesiaczkowego zmiany w odpowie-
dzi immunologicznej to zaobserwowano, ze podczas
fazy folikularnej dochodzi do zwigkszonej produkcji
limfocytow Treg oraz zwigkszenia liczby monocy-
tow, co jest zapewne zwigzane z podniesionym pozio-
mem prozapalnej interleukiny 18 (IL-1p). Przed sama
owulacja dochodzi natomiast do zwigkszenia liczby
limfocytow B. W fazie lutealnej spada liczba limfo-
cytow Treg i Tc, ro$nie natomiast liczba monocytow
i makrofagdw oraz poziom cytokin prozapalnych. Jak
si¢ okazuje, podczas miesigczki mamy do czynienia
z silng odpowiedzig wrodzona, charakteryzujacg si¢
podniesiong liczbg makrofagdéw i neutrofili (Ryc. 4).
Pomimo wielu badan istniejg sprzeczne doniesie-
nia na temat zwigzanych z cyklem menstruacyjnym
zmian w liczbie i w aktywno$ci komorek NK.

Co cickawe, obserwowane w roéznych fazach cy-
klu menstruacyjnego zmiany w uktadzie odporno-
sciowym powoduja, ze wiele objawdw chorobowych
ulega pogorszeniu podczas fazy lutealnej. I tak na
przyktad, w tej fazie obserwuje si¢ pogorszenie sta-
nu zdrowia pacjentek cierpiagcych na astme, cukrzyce
czy choroby uktadu krazenia, np. arytmie [5].

Zmiany odpornoSci w ciazy

Ciaza dla organizmu kobiety jest wielkim wyzwa-
niem — z jednej strony musi chroni¢ siebie i organizm
dziecka przed infekcjami i zarazkami, a z drugiej
strony musi wykaza¢ tolerancje w stosunku do ob-
cych (ojcowskich) antygenow obecnych w tkankach
ptodu. Dotychczas do$¢ czgsto cigza okreslana byta
jako czas immunosupresji, to znaczy zahamowania
odpowiedzi immunologicznej. W ostatnich latach
odchodzi si¢ jednak od tego pojecia, a o okresie cig-
zy mowi si¢ jako o czasie immunomodulacji, czyli
o okresie, w ktorym dochodzi do zmiany sposobu
oddzialywania uktadu odporno$ciowego. Kluczowe
dla utrzymania cigzy jest osiggni¢cie przez organizm
matki wlasciwego stosunku limfocytow Thl i Th2.
Zbyt wysoka liczba lub zbyt duza aktywno$¢ limfo-
cytow Thl moze bowiem spowodowaé poronienie.
W literaturze potwierdzono, ze aby doszto do rozwo-
ju prawidlowej cigzy musi doj$¢ do takiej sytuacji,
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gdy limfocyty Th2 przewazaja nad limfocytami Thl.
Bardzo wazna rol¢ w utrzymaniu cigzy pelnia takze
limfocyty Treg, ktore powoduja supresj¢ odpowiedzi
komoérkowej. Przykltadowo myszy, ktore wykazuja
niedobory limfocytow Treg, sa nieptodne lub maja
zwigkszony wskaznik poronien.

Przygotowanie organizmu kobiety do cigzy zacho-
dzi juz w poczatkowej fazie lutealnej, kiedy dochodzi
do zwigkszenia liczby limfocytow Thl i poziomu cy-
tokin prozapalnych, odpowiedzialnych za zapoczatko-
wanie stanu zapalnego, ktory jest niezbedny do pra-
widtowej implantacji zarodka. Lokalny stan zapalny,
spowodowany zwigkszona odpowiedziag komorkowa
zalezng od limfocytéw Thl na samym poczatku cia-
zy jest konieczny do prawidtowej implantacji zarodka,
zwigkszenia angiogenezy (tworzenie nowych naczyn
krwiono$nych) i zwiekszenia immunotolerancji dla
antygenow ojcowskich. Nastepnie, na skutek podnie-
sionego stezenia hCG 1 progesteronu, dochodzi do
zwigkszonej produkcji cytokin przeciwzapalnych, np.
transformujacego czynnika wzrostu TGFb (ang. trans-
forming growth factor ), powodujacych zwigkszong
proliferacj¢ limfocytow Th2, hamujacych wydzielanie
cytokin prozapalnych i proliferacj¢ limfocytow Thl.
Cytokiny te biorg udzial w utrzymaniu stanu immu-
nosupresji w kolejnych miesigcach cigzy. Oczywiscie
obserwowana na pdzniejszych etapach cigzy immu-
nosupresja ma na celu ochron¢ plodu, ale nie pozo-
staje bez wplywu na organizm matki [6]. U kobiet w
okresie cigzy, z uwagi na przesuni¢cie odpornosci w
kierunku tej mediowanej przez limfocyty Th2, moze
doj$¢ do zwigkszenia podatno$ci na infekcje, szcze-
golnie te wirusowe, a w przypadku pacjentek chorych
na choroby autoimmunologiczne czgsto obserwuje si¢
ztagodzenia lub zaostrzenia objawow choroby. Kieru-
nek tej reakcji zwigzany jest z typem schorzenia. I tak
w przypadku choréb autoimmunologicznych zalez-
nych od limfocytow Thl dochodzi do remisji, nato-
miast w przypadku chorob angazujacych limfocyty
Th2 w trakcie cigzy dochodzi do zaostrzenia objawow
choroby (Tab. 2). Przyktadowo u kobiet chorujacych
na stwardnienie rozsiane badz reumatoidalne zapalenie
stawOw najczesciej w drugim i w trzecim trymestrze
cigzy dochodzi do zlagodzenia objawow zwigzanych

Tab. 2. Klasyfikacja choréb autoimmunologicznych w zaleznosci od typu
odpowiedzi immunologicznej [7; zmienione].

Cukrzyea typu | Ukladowy toczen ramieniowaty (SLE)
Steardnicnie rorsiane (MS)

Choroba Hashinso

Mergiczne eapalenia skiry

Twardxina

Choroba Gravesa-Basedowa Astima
Luszczyea Alergia
ZLespol Sjogrena Nowotwor

Renmaoidalpe zapalenia stawdw (RAY Wyprysk stopowy skiry

z tymi chorobami. Niestety po porodzie, do okoto
3 miesigcy, nastepuje ostry nawrdt choroby. Z kolei
w przypadku kobiet chorujacych na uktadowy toczen
rumieniowaty, zajscie w cigz¢ wigze si¢ z zaostrzeniem
objawow choroby. Dochodzi u nich takze do powiktan
potozniczych takich jak: przedwczesny pordd, obumar-
cie ptodu, samoistne poronienie, wewnatrzmaciczne za-
hamowanie wzrostu ptodu, stan przedrzucawkowy, czy
do wczesniejszego pekniecia bton ptodowych [5].

Préby terapii hormonalnych w schorzeniach
autoimmunologicznych

Opisane powyzej obserwacje w sposob oczywisty
sugeruja wykorzystanie terapii hormonalnych w tago-
dzeniu objawow/leczeniu choréb autoimmunologicz-
nych. Proby takich dziatan sa podejmowane na przy-
ktad w przypadku stwardnienia rozsianego. Warto
W tym miejscu przypomnieé, ze stwardnienie rozsia-
ne — SM (tac. sclerosis multiplex) jest choroba auto-
immunologiczng atakujaca osrodkowy uktad nerwo-
wy, w ktérej w wyniku nieprawidlowego dziatania
leukocytoéw, dochodzi do demielinizacji wtokien ner-
wowych. W konsekwencji prowadzi to do zwyrod-
nienia i uszkodzenie aksonow i do trwatego kalectwa.

U pacjentek z SM probowano migdzy innymi pro-
wadzi¢ dwufazowa terapi¢ hormonalng. W pierwszej
fazie przez 6 miesiecy kobietom cierpigcym na SM
podawano doustnie estriol (8 mg/dzien). W tym okre-
sie, co miesigc dokumentowano zmiany chorobowe
w mozgu pacjentek przez zastosowanie metody ob-
razowania rezonansem magnetycznym. Nastepnie
przez 6 miesigcy kobiety nie otrzymywaty hormonu,
aby ponowi¢ jego podawanie przez kolejne 4 mie-
sigce. Warto nadmieni¢, ze w badaniu uczestniczyly
kobiety z tzw. postaciag nawracajgco—remitujaca SM
(RRMS), czyli takie, u ktérych rzuty choroby przepla-
tane sg okresami remisji i takie, u ktory stwierdzono
postepujaco-nawracajaca postac tej choroby (PRMS).
W tym wypadku méwimy o bardzo ostrym przebiegu
choroby od poczatku bez okresow remisji. Wykazano,
ze podczas traktowania estriolem zmniejszyla si¢ ilos¢
lezji obserwowanych w moézgu pacjentek. Natomiast
w czasie, kiedy nie podawano estriolu, nastapity na-
wroty lezji w uszkodzonej czgsci moézgu, w stosunku
do okresu, kiedy hormon byl podawany. Polepszenie
wykazano jednak tylko u kobiet z RRMS. Podczas po-
dawania hormonu zaobserwowano ponadto zwigkszo-
ne wydzielanie przeciwzapalnych cytokin IL-5 1 IL-10
oraz zmniejszony poziom limfocytow Tc i czynnika
martwicy nowotworow (ang. fumor necrosis factor,
TNFa). Wyniki te $wiadczg o przesunigciu odpowiedzi
immunologicznej w kierunku odpowiedzi humoralnej
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zaleznej od limfocytow Th2, a takze o zmniejszeniu
reakcji prozapalnej na rzecz reakcji przeciwzapalnej.
Druga faza badan obejmowata kobiety tylko z postacig
RRMS. Biorace w niej udziat pacjentki podzielono na
dwie grupy: i) placebo, grupa kontrolna (otrzymujaca
tabletki ,,cukrowe” i i1) grupe badang, gdzie podawano
estriol doustnie w dawce 8 mg/dzien przez 24 miesia-
ce. W tym wypadku u kobiet poddanych terapii hor-
monalnej obserwowano zmniejszong ilos¢ uszkodzen
mozgu, polepszenie samopoczucia, zmniejszong ilos¢
i ostro$¢ nawrotow choroby, a takze zwickszenie licz-
by limfocytow Th2 [10].

Kolejng chorobg autoimmunologiczna, w ktorej
proébowano stosowac terapi¢ hormonalng, byt ukta-
dowy toczen rumieniowaty (SLE, ang. systemic lu-
pus erythematosus). Jest to przewlekta choroba tkan-
ki tacznej (z grupy kolagenoz), charakteryzujaca si¢
zmianami w wielu narzadach i tkankach. Doktadna
przyczyna SLE nie jest do konca poznana, moga
wplywacé na nig czynniki genetyczne, srodowiskowe,
hormonalne i immunologiczne. Do rozpoznania cho-
roby oraz oceny jej aktywnosci stuzy migdzy innymi
test badajgcy obecnosé tzw. przeciwceial przeciwjadro-
wych (ang. antinuclear antibody — ANA). Choroba ta
charakteryzuje si¢ wielopostaciowos$cig. U pacjentow
spotyka si¢ np. rumien na twarzy, rumien wedrujacy,
zaburzenia hematologiczne, zmiany w uktadzie ner-
wowym, zapalenie stawdéw. Poniewaz w przypadku
SLE pogorszenie stanu pacjentek obserwuje si¢ u ko-
biet podczas cigzy i w trakcie fazy lutealnej podczas

Wszechswiat, t. 117, nr 10—12/2016

cyklu miesigczkowego, podjeto probe zastosowania
terapii hormonalnej takze w tym wypadku. Bada-
nia polegaty na codziennym podawaniu estrogenu
1 progesteronu w dawce 0,625 mg/dzien przez 2 lata
kobietom chorym na SLE w wieku menopauzalnym.
Grupe kontrolng stanowity réwniez kobiety w wieku
menopauzalnym ze diagnozowanym SLE, ale nie-
otrzymujgce hormonow. W przeciwienstwie jednak
do zmian obserwowanych u pacjentek z SM, w tym
wypadku nie wykazano znaczacych réznic pomigdzy
przebiegiem SLE w obydwu badanych grupach [8].

Podsumowanie

Wszystkie powyzej zacytowane wyniki obserwa-
cji 1 badan pozwalajg stwierdzi¢, ze mozemy mowic
0 ,,ptci odpornosci” i1 kaza si¢ zastanowi¢ nad indy-
widualnym dobieraniem terapii immunologicznych
uwzgledniajgcym ple¢ pacjenta i jego aktualny po-
ziom hormonalny.
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SPOTKANIE Z PRZEZIERNIKIEM

Przezierniki to motyle z przezroczystymi skrzy-
dlami nalezace do rodziny przeziernikowatych
(Sesiidae). Cho¢ sa pospolite, to jednak przez
swoja skryta biologi¢ trudne do zaobserwowania
w terenie. Gasienice tych motyli sa endofagiczne, zy-
wig si¢ tkankami budujacymi korzenie i pedy drzew,
krzewow 1 roslin zielnych. Poszczegdlne gatunki

obwiedzione, ciemny tutéw z 2 zoéttawymi bocznymi
pionowymi przepaskami i jedng przepaska srodkowa.
Ciemny odwlok ozdabiajg biate waskie przepaski po-
przeczne i rzad biatozoltych plamek na segmentach.
Szczoteczka odwlokowa ma barwe ciemnozotty. Jak
na motyla bedacego symbolem pigkna, przeziernik
uroda nie zadziwia.

Ryc. 1. Pyropteron triannuliformis na koszyczku zlocienia wiasciwego. Fot. M. Olszowska.

przeziernikow obraty na rosling zywicielskg dla swo-
ich larw okreslony gatunek roslin. Ma to odzwiercie-
dlenie w nazwie gatunku motyla. Na przyktad larwy
przeziernika malinowca (Pennisetia hylaeiformis)
zerujg wewnatrz tkanek malin, za§ przeziernika ol-
chowca (Synanthedon spheciformis) wewnatrz tka-
nek olszy. Dwa gatunki przeziernikow nie majg pol-
skich nazw. Jest to Pyropteron muscaeformis, ktorego
rosling zywicielska jest zawciag pospolity(Armeria
maritima) 1 Pyropteron triannuliformis, ktorego lar-
wy zywia si¢ korzeniami roslin z rodzaju szczaw
(Rumex). Doroste motyle zywig si¢ nektarem kwiato-
wym i niekiedy mozna spotka¢ pojedyncze osobniki
ucztujgce na roslinach tgkowych.

W czerwcu ubiegtego roku (2015) zaobserwowa-
tam Pyropteron triannuliformis na tace w Mragowie,
gdy zerowat na koszyczku kwiatowym zlocienia wta-
sciwego (Leucanthemum vulgare). Motyl ma skrzydia
o rozpigtosci 14-20 mm, przezroczyste, leciutko zotto

Ryc. 2. Motyl wysysajacy nektar kwiatowy. Fot. M. Olszowska.

mgr Maria Olszowska
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STWIERDZENIE MARTWICY WAPIENNEJ
W GMINIE STOPNICA (WOJ. SWIETOKRZYSKIE)

Martwice wapienne to skaty osadowe zbudowane
z kalcytu (weglanu wapnia), ktory wytraca si¢ z roz-
tworu zazwyczaj w §rodowisku wod ptynacych, np.
przy zrodlach i w korytach ciekéw. Przyczyna tego
wytracania jest gtéwnie ulatnianie si¢ z wody dwu-
tlenku wegla (niezbgdnego sktadnika wodnych roz-
tworow zawierajacych weglany), powodowane przez
ruch turbulencyjny wody, zmiany ci$nienia czastecz-
kowego, zmiany temperatury lub procesy bioche-
miczne (zwigzane z obecnos$cig roslin lub szczatkow
roslinnych). Kalcyt, i rzadziej, inne mineraty osadzaja
si¢ na podiozu i przedmiotach znajdujacych si¢ w wo-
dzie. Ze wzgledu na czas powstawania martwic moz-

Opisane miejsce tworzenia si¢ martwicy znajduje
si¢ w okolicach wsi Skrobaczéw (gmina Stopnica),
w korycie niewielkiego cieku Skrobaczowka, nale-
zacego do zlewni Czarnej Staszowskiej. W korycie
Skrobaczoéwki martwica wapienna obrasta warstew-
kami o roznej grubosci (do okolo 2 cm) zanurzone
w wodzie oraz lezace na dnie przedmioty, takie jak
galezie i1 korzenie drzew (Ryc. 1 1 2). Wystgpowanie
takich naro$li obserwuje si¢ na okoto 700 metro-
wym odcinku cieku ponizej wsi Skrobaczow (wspot-
rzgdne skrajnych punktow odcinka: 50.462923°N;
20.918352°E — 50.464448°N; 20.926848°E). W tym
miejscu rzeka jest mocno zacieniona i ptynie natural-

Ryc. 1. Fragment martwicy wydobytej z dna Skrobaczowki (Fot. M. Bonk).

na je podzieli¢ na kopalne, ktorych przyktadem jest
tzw. martwica karniowicka, powstata w permie oraz
wspotczesne, ktorych tworzenie si¢ mozna obserwo-
wac np. przy zrodle blogostawionego Wincentego Ka-
dtubka w Karwowie koto Opatowa. W Polsce $rodko-
wej 1 ponocnej wystapienia martwic sg stosunkowo
rzadkie. Niniejsza notatka jest wstepna informacja
0 jednym z takich stanowisk wystgpowania wspot-
czesnej martwicy na terenie Niecki Nidzianskiej,
w potudniowej czgsci wojewodztwa §wigtokrzyskie-
go. Informacje o stanowisku nie byly dotad publiko-
wane poza wzmianka internetowg (Male rzeki — blog
przyrodniczy. Maciej Bonk 2015).

30 mm

nym korytem (Ryc. 3). Poza wskazanym odcinkiem
nie stwierdzono martwic podczas punktowych ogle-
dzin innych fragmentdw cieku (na wysokosci zabudo-
wy Skrobaczowa i w miejscowosci Prusy). Niemniej
nie mozna wykluczy¢ punktowego wystgpowania
martwic na innych odcinkach Skrobaczowki.

Ze wzgledu na rzadko$¢ wystgpowania martwic
w tej cze$ci Polski oraz dydaktyczny charakter (moz-
liwos¢ obserwowania wspotczesnie rozwijajacych
si¢ ,,zywych” procesow geologicznych) opisane sta-
nowisko powinno zosta¢ objete ochrong w postaci
rezerwatu lub stanowiska dokumentacyjnego.
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W kontekscie ochrony martwic w okolicach Stop-  Melioracji 1 Urzadzen Wodnych zaktadajace ,,udroz-
nicy niepokojace sa plany Swigtokrzyskiego Zarzadu nienie” rzeki w celu ochrony potozonych przy niej

Ryc. 2. Martwice rozwijajace si¢ na dnie Skrobaczowki (Fot. M. Bonk).

miejscowosci przed podtopieniami. Takie prace na
ogo6t wiaza sie z usuwaniem osadow w rzece, likwi-
dacja elementéw spowalniajacych przeptyw (np. ru-
moszu drzewnego), a czesto rOwniez prostowaniem
koryta i umacnianie brzegéw. Warto zauwazyc¢, ze
bezposrednie otoczenie Skrobaczowki, poza nielicz-
nymi wyjatkami, jest niemal pozbawione zabudowy,
a na znacznej dlugos$ci w bezposrednim sgsiedztwie
rzeki znajduja si¢ taki, ugory i zadrzewienia, co pod-
waza sens dziatan przeciwpowodziowych. Natomiast
ingerencja w koryto moze nie tylko doprowadzi¢ do
zniszczenia juz istniejacych martwic, ale tez zmieni¢
warunki fizykochemiczne wody, trwale likwidujac
mozliwo$¢ wystapienia tego interesujgcego zjawiska.
Dlatego nalezy ewentualne prace hydrotechniczne
ograniczy¢ do absolutnego minimum i prowadzi¢ je
tak, aby nie miaty one wptywu na parametry przepty-
wu wody i uksztattowanie koryta, nie tylko na od-
cinku, gdzie stwierdzono powstawanie martwic, ale
réwniez w gornych czgsciach potoku oraz bezposred-
nio ponizej przedstawionego stanowiska.

Maciej Bonk

_ bonk.maciej@gmail.com
Ryc. 3. Uksztattowanie koryta Skrobaczéwki w miejscu wystgpowania .. . . ;.
martwic (Fot. M. Bonk). Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellonski




L. Pasteur. By Nadar - Copied from Portraits from the Dibner Library of
the History of Science and Technology (reworked), Domena publiczna,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=886344

Do doswiadczen w tym kierunku popchnety Pa-
steura, o ile z przedstawien, czynionych Akademii
nauk wnosi¢ mozna, nietylko uprzednie proby i do-
Swiadczenia nad wlasnoscig zarazkow karbunkufu
(waglika) i cholery kurzéj, ale nadto spostrzezenia,
nieco przypadkowe, nad odpornem zachowaniem
sig psow niektorych przeciw naturalnie lub sztucz-
nie im udzielanéj wsciekliznie. Trafial on niekie-
dy na psy, ktore mimo pokgsan lub trepanacyyj, ze
szczepieniem polgczonych, nie dostawaty wsciekli-
zny, co wzbudzilo podejrzenie w Pasteurze, Ze przy-
czyng odpornosci co do owych szczegolnych psow
sq uprzednie doswiadczenia, ze zbyt stabemi przed-
sigbrane zarazkami.

Niewdajqgc si¢ tu w blizszqg oceng rozumowan,
ktore poprowadzily znakomitego badacza na te
droge, podajemy tylko, na czem si¢ zasadzaly

doswiadczenia ostatniéj, zupetnem powodzeniem
zakonczonéj seryi.

Codziennie przygotowywano i sktadano do flasz-
ki szczelnéj swiezo wyjety i odpreparowany rdzen
pacierzowy krolika, dotknigtego objawami silnéj,
przez siedem dni tylko utajonéj wscieklizny. Ka-
watek rdzenia, oddawna juz przechowywanego,
a o ktorym doswiadczenie uczy, ze nie jest juz za-
bojczym ani nawet wyraznie zdrowemu zwierze-
ciu szkodliwym, wprowadzano na czas krotki do
wyjatowionego bulijonu (naparu migsnego) i za-
strzykiwano danemu psu pod skoreg peing, strzy-
kawke Pravaza takiego rostworu. Nastgpnego dnia
poddaje si¢ tegoz psa podobnéj zupelnie operacyi,
lecz bierze sig¢ juz rdzen mnié¢j dawno preparowa-
ny, nie tak stary. Kolejno przechodzi si¢ do coraz
Swiezszych preparatow, az wreszcie uzywa sig¢ do
zastrzykiwan rdzeni zupetnie Swiezych, ktore przed
dwoma dniami lub poprzedniego dnia z wsciektego
krolika wyjetemi dopiero zostaly. Pies, ktory stop-
niowo przeszedl przez podobny szereg zastrzykan
i otrzymat w koncu dawke z rdzenia jedno lub dwu-
dniowego, zabespieczonym jest skutecznie przeciw
chorobie i niezdolnym do przyjecia wscieklizny-
Nietylko wstrzykiwac¢ mu mozna beskarnie najbar-
dzi¢j zjadliwe jady z psow, Smiertelnie wscieklizng,
razonych, lecz nawet trepanacyja i wprowadzenie
najsilniejszego jadu wprost do mozgowia, nie pro-
wadzq bynajmniéj do rozwinigcia sig¢ wscieklizny.
Pies taki posiada, jak mowi Pasteur, bezwarunko-
waq przeciw téj chorobie odpornosc.

Jeszcze w Maju 1884 roku zaproponowat Pa-
steur Akademii ustanowienie komisyi celem zbada-
nia metody ochronnego szczepienia i zapewnienia
odpornosci psom. Lecz metoda, wowczas znacznie
diuzsza i zmudniéjsza od téj, jak opisana powyzéj
w krotkiem naszkicowaniu, nie byla jeszcze do-
statecznie wyprobowang; zdarzato sie wiec, ze na
dwadziescia operowanych dla sprawdzenia psow,
zamierzona do osiggniecia odpornoS¢ na czterech
lub pieciu zawodzita. Dopiero w ciggu roku 1885
zdotal Pasteur otrzymac czyste i dobre preparaty
z rdzeni kroliczych i obecnie, wedtug wiasnych jego
stow przynajmniej, metoda jest niezawodngq. i nie-
wzruszong.

Metoda ta stosowanq byta z powodzeniem nie-
tylko u psow zdrowych jako Srodek zabespieczenia
przeciw chorobie, ale i u psow pokgsanych, u kto-
rych wstrzykiwanie stopniowo coraz to silniejszych
jadow z rdzenia kroliczego, sprowadzato blogie
skutki i zapobiegato przyjeciu si¢ choroby, wszcze-
pionéj przez pokgsanie.



Gdy juz tak daleko posunietemi byly doswiad-
czenia nad ochronnem zabespieczeniem psow od
wodowstretu, nadarzyta sie Pasteurowi niebawem
sposobnos¢ do wykonania prob szczepienia nad po-
kgsanymi ludzmi, ktorzy sie do niego o pomoc zwro-
cili. Pierwszym, przez Pasteura do leczenia przyje-
tym cztowiekiem, byt dziewiecioletni Jozef Meister
z Alzacyi, ktory pokgsanym bedgc przez mocno
wsciektego psa w dniu 4 Lipca r. z., rano, opatrzony
na miejscu przez lekarzy po uptywie godzin 12-tu
od chwili ukgszenia, przywiezionym zostat do pra-
cowni Pasteura w dniu 6 Lipca z licznemi na ciele
(14-tu) ranami. Jak zeznawata matka dziecka, pies
rzucit je na ziemig, gdy zas zdotano je z pod zwie-
rzecia wydobyc, cialo pokrytem byto piang, i bro-
czyto we krwi. Wieczorem, w dniu 6 Lipca, chorego
Meistera oglgdali tqcznie z Pasteurem stynni klini-
cysci jak dr Vulpian i Grancher; przy ogledzinach
tych skonstatowano stopien pokgsania dziecka
i uznano rodzaj zadanych ran jako tez wscieklizny
psa, ktory pokgsal, za tak niebespieczne, ze Pasteur,
biorgc pod uwage prawdopodobng smier¢ chio-
paczka, zdecydowat sie przystqpic¢ nad tem biednem
dzieckiem do prob w tym samym kierunku, w jakim
poprzednio z powodzeniem wykonywat wielokrotne
doswiadczenia i proby na psach, tak zdrowych jak
i pokgsanych.

temu Meisterowi podskornie niewielkqg stosunkowo
ilos¢ (bo potowe pryskawki Pravaza), bulijonu, za-
prawionego wysuszonym rdzeniem kroliczym, ktory
w dniu 21 Czerwca, a wigc przed 15 dniami zostat
odpreparowany z razonego mocng. wscieklizng, kro-
lika. Nastepnie, do dnia 16 powtarzano zastrzykiwa-
nia z coraz mocniejszemi preparatami zarazkowemi,
najpierw po dwa razy dziennie, pozniéj raz na dobe,
przechodzqgc od pigtnastodniowych rdzeni do Swie-
zych, w przeddzien dopiero wydobytych.

Razem w dziesieciu dniach dokonano trzynastu
zastrzyknigé, po pot Pravazowskiéj pryskawki za
kazdym razem. Za kazdq operacyjq zastrzykiwania,
z kazdego preparatu, jakiego uzyto, wstrzykiwano
Jjednoczesnie odpowiedniq porcyjq krolikom, ce-
lem kontroli i nalezytego przeswiadczenia sig, czy
zastrzykniety chtopcu ptyn byt i do jakiego stopnia
mianowicie byt zjadliwym, wzbudzajgcym wsciekli-
zne. W ciggu pierwszych pieciu dni preparaty byty
nieszkodliwe, bo kroliki pozostawaly zdrowemi,
nastepnie jednak kroliki, brane do porownawczych
doswiadczen, ulegaly wodowstretowi, a widocznie
zjadliwos¢ wstrzykiwanych ptynow zwigkszata sie
ciggle, gdyz objawy wscieklizny w krolikach, kolej-
no do kontroli stuzqcych, w coraz krotszych termi-
nach wystepowaty.

Nastepujqgca tabliczka, wedlug kalendarza doswiadczen utozona wykaze najlepiej rezultaty:
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Szostego Lipca tedy, wieczorem o 8-€éj, po szesc-
dziesieciu godzinach od ukgszenia, zastrzyknigto ma-

Wszystkie te wstrzykniecia przetrzymat Jozef Me-
ister znakomicie, bez Zadnych oznak wscieklizny,



czyto w czasie doswiadczen, czytez pozniéj,
w ciggu najblizszych miesiecy (do d. 26 Paz-
dziernika v. z.). Nietylko wiec nie wystgpila wcale
choroba, udzielona mu wedtug wszelkich uzasadnio-
nych przypuszczen przez pokgsanie pierwotne z d. 4
Lipca, lecz nadto zniost on beskarnie, silne i mocno
zjadliwe preparaty sztucznéj wscieklizny, ktore u kro-
lika wzniecaty najsilniejszq, juz po siedmiu dniach
ujawniajgcq sie, chorobe, a ktore Pasteur uwaza z
tego powodu za bardziéj zjadliwe od naturalnego,
przez pokgsanie psa wscieklego wszczepionego wo-
dowstretu. Wedtug twierdzen Pasteura, Meister, sko-
ro przeniost bez uszczerbku dla siebie wstrzykiwania
kolejno coraz zjadliwszych, az do najmocniejszych
Jjadow wscieklizny, moze stawic czoto wszelkiej - bez
wzgledu na ilos¢ i na jakos¢é - wsciekliznie.

Na téj odosobnionéj probie z dziewigcioletnim
chtopcem, ktory zwyciesko wyszedt z podwdjnego,
bo naturalnego i sztucznego niebespieczenstwa
wscieklizny, ograniczajq si¢ dotqd fakty naukowe
z dziedziny leczenia wscieklizny u ludzi, o ile one
do publicznéj wiadomosci przez uczonego cztonka
Akademii Paryskiéj podanemi dotychczas zostaty.
Wedtug dziennikarskich wiadomosci, posiada Pa-
steur obecnie bardzo znaczng liczbe pokgsanych
i leczqcych sie w jego pracowni ludzi. Faktow tych
jednak bez zastrzezen przyjmowac niepodobna;
w kazdym zas razie nic zupetnie wiarogodnego po-
nad powyzisze, Jozefa Meisnera dotyczgce dane,
niewiadomo.

Jesli zas krytycznie zastanowic sig zechcemy nad
doniostosciqg doswiadczen, takiem uwienczonych
powodzeniem, lecz odosobnionych jeszcze i — za-
strzedz nalezy — bynajmniej nie zamknietych, to
rozmaite nasuwajq sie tu watpliwosci i mozliwe
zarzuty. Nietylko bowiem faktem jest, ze u nie-
bespiecznie pokgsanych ludzi wscieklizna — bez
wszelkich Srodkow ratunkowych nawet — niekiedy
sie nie przyjmuje i nie rozwija, nietylko mozliwos¢
podobnego wypadku moze by¢ przypuszczong i dla
sztucznéj, dla krolika nawet bezwzglednie zabojczéj
zaraz wodowstretowéj, lecz nadto, okres utajenia
przy wsciekliznie u ludzi moze by¢ niekiedy niesty-
chanie diugim; lata cale trwaé moze. Zawczesnie
przeto wyrokowac ostatecznie i przesqdzaé, ze mio-
dy Jozef Meister jest uratowany. Dzis powiedzie¢
tylko mozemy, ze ogromne jest prawdopodobien-
stwo wygranéj, ze wiec wedtug wszelkiego prawdo-
podobienstwa i inni ludzie, traktowani w wypadku
pokgsania w ten sam sposob, jak wyzéj opisany, zo-
stang wyleczonymi i — co wiecéj — skutecznie przed
wscieklizng zabespieczonymi. O ile prawdg jest, ze

za mtodym Meisterem tlum catly znalazt si¢ nasla-
dowcow, wkrotce zapewne wiadomem bedzie, o ile
wyniki Pasteurowskiéj metody noszq charakter nie-
watpliwy i najbardziej ogolny. Nalezy mieé wszakze
nadzieje, ze w pierwszym swym pacyjencie, Pasteur
nie natrafit wtasnie na wyjqgtek.

Jakkolwiek zresztq rzecz sie¢ ma z dalszq prakty-
kq i z zastosowaniem zabespieczajgcego szczepienia
wiekszéj liczbie pokgsanych przez psy wsciekte ludzi,
niewgtpliwem jest i wielce dla postepu nauki waz-
nem, ze zachecony przez powodzenie niestrudzony
Pasteur pracuje w dalszym ciggu nad zglebieniem
przyczyny wywotujqcéj stopniowe stgbniecie prze-
chowywanych w odosobnieniu, zarazonych mozgow.
Jak sie zdaje, przyczyng stopniowéj utraty zjadliwo-
Sci jest nie jakoSciowa zmiana w zarazliwéj istocie
choroby, bqgdztez wystgpowania fizyjologicznych
przemian i wplywow, tamujgcych pomysiny rozwoj
owéj specyficznéj istoty chorobowej. Dzis zawcze-
Snie jeszcze wdawac sie w rozbior nastreczajqcych
sie co do tego przypuszczen. W ostatniem swem
sprawozdaniu obiecat Pasteur Akademii nauk szcze-
gotowe w tym kierunku badania i nalezy czekac, do
Jjakiego rezultatu przyjdzie ten uczony, w téj tak waz-
néj kwestyi, t. j. we wzgledzie stabniecia zjadliwosci
organizowanych zarazkow, ktore w najscislejszym
pozostawac si¢ zdajq zwigzku z kwestyjq ochronnego
szczepienia chorob zarazliwych.

- Badania nad zarazkiem wscieklizny. W N-rze
pierwszym naszego pisma z v b. zaznaczylismy,
mowigc o pracach Pasteura nad wodowstretem,
ze zarazek wscieklizny nie jest znanym i ze po-
dejrzywa zaledwie Pasteur obecnosc jego w posta-
ci drobniutkich ziarenek, punkcikow. Zaznaczyli-
Smy zarazem, ze uczony ten nie uzywat w tych jak
i w innych swoich badaniach metod barwienia.
Otoz na posiedzeniu Akademii Paryskiéj z dnia
14 Grudnia r. z. zakomunikowang zostata zajmu-
Jjagca notatka prof. Hermana Fola z uniwersytetu
w Genewie, oznajmiajgca uczonemu swiatu ciekawy
rezultat zastosowania Srodkow barwigcych do od-
powiednio stwardniatych (macerowanych w dwu-
chromianie potasu i siarczanie miedzi) mozgow ze
zwierzqt tknietych wscieklizng. Prof. Fol stosowat
metode Weigerta, barwigc preparaty hemoksyling,
a odbarwiajqc je w alkoholu absolutnym. Skraw-
ki otrzymywane zapomocq mikrotomu brane byty
pod rozpatrzenie tylko wtedy, gdy nie przechodzity
poza 1/200 milimetra (=5u czyli mikrametrow) na
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grubosc. Na takich preparatach wida¢ tkanke ner-
wowgq, zabarwiong na kolor ciemno niebieski, gdy
otoczka (pochewka Schwana) jest wyraznie zoltq
(chamois), a migdzy temi odmiennie zabarwionemi
sktadnikami normalnemi widniejq szczegolne jak-
by punkciki, drobne okrggle ziarenka, niestychanie
nikte, bo zaledwie 0,2u (1/2000 milimetra) majgce,
zabarwione na kolor ciemno fijoletowy i rozrzuco-
ne bgdz grupami, bqdz paciorkowato srod komorek
nerwowych. Przy takiéj niktosci drobnych tych ku-
leczek, przedstawiajqcych sie jako najminimalniej-
sze mikrokoki, trzeba uzy¢ szkiel powigkszajgcych
wigecéj niz 600 razy (linijnie), aby obecnosc tych
skupien ziarnistych modz dostrzedz. Na mozgach
normalnych t. j. ze zwierzqt zdrowych, nie zdo-
tano dopatrzy¢ takich ziarn fijoletowych w zZadnym
wypadku, bez wzgledu na tozsamosé postgpowania.

JAN JAKOB ROUSSEAU JAKO BOTANIK'
(str.123—-126)
Strescit St—Dawid.

J.J. Rousseau. By Maurice Quentin de La Tour - nieznany, Domena
publiczna, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=24158

Pod takim tytutem A. Jansen wydat w Berlinie
obszerne dzielo z trescig ktorego pragniemy zapo-
znac czytelnikow Wszechswiata.

' A. Jansen. Jean Jaccjues Rousseau ais Botaniker, &°, str. 308,
Berlin, 1885.
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Autor drobiazgowo zaznajamia nas z pierwszemi
krokami filozofa genewskiego w studyjach botanicz-
nych, z dalszem ksztatceniem sig¢ w téj galezi wiedzy
i samodzielnem dopetnianiem nabytych wiadomo-
Sci i ostatecznie przychodzi do wniosku, ze Ro-
usseau w zajmowaniu si¢ Swiatem  roSlinnym
nie-tylko znajdowat pocieche w nieszczczesciu,
lecz zarazem badaniami swemi wywart staty wplyw
na postepy dalsze wiedzy botanicznéj. Zawartosé
dzieta podzielong zostata na trzy ksiegi, z ktorych
pierwsza zatytutowana: ,, Filozof i poeta”. Pierw-
szy rozdzial téj ksiegi przedstawia zarys rozwoju
botaniki w wiekach srednich i czasach nowszych
az do Linneusza, po wigkszéj czesci we wlasnych
stowach Rousseau, z ktorych poznajemy jego wstret
ku zabijajgcéj ducha sztuce owczesnego oznaczania
roslin i ku traktowaniu roslin tylko ze wzgledu na
ich ,,wlasnosci” (Tugenden), z tychze stow spoziera
na nas genijusz jego szukajqcy i znajdujgcy w bota-
nice cos wznioslejszego. Rousseau zarzuca francu-
zom szczegolniéj przecenianie Tourneforta i pogar-
dzanie wielce uwielbianym przez niego Bauchinem.
Jako prawdziwe przeciwienstwo miedzy ideatem
i rzeczywistoScig w roz. 2 mamy przedstawiong
dziatalnos¢ miodego poety w laboratoryjum aptecz-
nem pani Warens, tamto Rousseau nietylko powzigt
wstret do handlu tajemniczemi srodkami i tak zwa-
nemi trawami leczniczemi, ale raz na zawsze stracit
chec do studyjowania medycyny. Uciekiszy stam-
tqgd mogt juz na swoj sposob badaé i studyjowac na-
tureg, o czem mowa w roz. 3. W Scistym zwiqzku ze
studyjami botanicznemi Russeau znajduje sig¢ jego
poczucie pigkna natury wogole, ktore w nim dosie-
glo nadzwyczajnéj sity i z ktorem przede wszystkiem
zwracat sig ku swéj ojczyznie.

Mamy to przedstawione w jaskrawych barwach,
poczesci znowu jego wlasnemi stowami, w roz. 4,
ktory zarazem zaznajamia nas z poglgdami Rous-
seau na sztuke ogrodniczq, bezposrednio wyphywa-
Jjacemi z jego poczucia pigkna natury. Pod jego to
wplywem sztuka ogrodnicza w rozwoju swoim we-
szta na zupetnie nowe tory. Ksiega druga nosi tytut:
,,Badacz”. Dotychczas byt on botanikiem, jakim by¢
moze malarz i poeta, nieswiadomy atoli ani metod
ani celow naukowego poznawania i badania. Po-
znania tajnikow rzeczywistéj botaniki zawdzieczat
Rousseau doktorowi z Neuchdtel Janowi Antoniemu
d’Ivernois. Przykrosci jakich doznat od ludzi, zbliza-
ty go coraz wigcéj z ulubionemi roslinami i rosliny
stanowity prawie wylqczny przedmiot jego rozrywek
i korespondencyj;, wedtug sil swoich przedsigbrat
wycieczki i studyjowal dzieta botaniczne.




Pomimo wielkiego uwielbienia dla Buffona po-
zostal wiernym i Linneuszowi. Nowego nauczyciela
na miejsce zmartego d’Ivernoi znalazt w Neuhazie,
lekarzu w Neuchdtel.

Podobnez wezly tgczyly go z Dupeyron (w tem-
ze miescie) roz. 1. Przedewszystkiem oczywiscie
studyja jego tyczyly si¢ flory szwajcarskiej; flore
wyspy Saint-Pierre, gdzie diugi czas przebywal,
chcial opisaé ze swego punktu zapatrywania na
nature, tak, aby ,,ani jedno zdziebetko i ani jeden
atom roslinny nie pozostat bez analizy i doktadne-
go opisania”. Tymczasem zmuszony byt schroni¢
sie do Strasburga, skqd wkrotce udat si¢ do Anglii
(roz. 2). Tutaj poza swiatem roslin nic go nie ob-
chodzito. ,, Odkry¢ jedne tylko nowg roslinke byto
dla Rousseau sto razy przyjemniéj, niz w ciggu lat
piecdziesieciu pouczaé rodzaj ludzki”. Nalezy tu
wspomniec o jego listownéj zazytosci z lordem Gra-
nville i ksigzng Portland, jakotez, zZe poczgt wiecéj
zwracacé uwagi i na rosliny skrytokwiatowe (roz.
3). Poniewaz urojone przesladowanie wygnato go
znowu z Anglii, znalazt natychmiast goscinnosé
w zamku Trye ksiecia Conti. Tutaj porownywat on
flore potnocno-zachodniéj Francyi z florq Anglii,
zwrocit jednakze swoje pragnienie wiedzy i na ro-
Sliny poza europejskie. Gdy i tu Zycie mu si¢ sprzy-
krzylo, przedsiewzigt , pielgrzymke botaniczng”,
ktora miata sie ciggngc¢ cale dwa lata (roz. 4).
W Lyonie zabrat znajomos¢ z de la Tourette i Abbé
Rozier; w Grenobli rowniez znalazt pomoc w po-
znaniu flory miejscowéj, z liczby botanikow, z ktory-
mi pozostawal w stosunkach, nalezy jeszcze wspo-
mnie¢: dr Clappierw Grenobli, Gonauw Montpellier
i Gagnebin w La Ferriére. Zielnik Rousseau i bi-
blijoteka z czasem doszly do znacznych rozmia-
row. Z licznych wycieczek szczegolniéj wspaniale
opisat jedng na gore Pila. Po powtornym pobycie
w Lyonie udat si¢ Rousseau do Paryza, gdzie miat
sposobnos¢ osobiscie poznaé sie¢ z wielkim Buffo-
nem (Soz. 5). Tu, w Paryzu, studyjowal w Jardin
des plantes i zebrat sobie kolekcyjg nasion. Wszedt
takze z jego synowcem Antonim i odbywat z nimi
kilka ekskursyj. Jego czciciel Bernardin de Saint-
-Pierre, ktory naowczas powrdcit ze swojéj podro-
zy, miat tutaj sposobnos¢ w ciggu lat szesciu cieszy¢
sie towarzystwem swego mistrza (roz. 6). W ksiedze
3 zatytutowanéj ,, Nauczyciel” znajdujemy ogolne
Streszczenie jego prac w dziedzinie botaniki. ,, Bo-
tanik”, powiada Rousseau, ,,poznaje w roslinach
ich ksztalty zewnetrzne, ich wewnetrzng organiza-
cyjg, ich zycie i Smierc.” Co do pierwszego punktu,

to pojmuje on roslineg jako twor natury, obdarzony
zyciem i sktadajqcy sie z dwu gtownych czesci, ko-
rzenia i fodygi nadziemnéj. W anatomii wogole byt
wyznawca Malpighiego. W dziedzinie fizyjologii,
chociaz zdotat unikng¢ niektorych bledow, mniemat
atoli, Ze liscie podczas nocy pochtaniajq z powie-
trza znajdujqcq sie w niem wilgo¢ i w ciggu dnia
przyspieszajq transpiracyjq. Wspolnie z Mariottem
przyjmowat, ze rosliny pochianiajq z gruntu ziemie,
sole i Huszcze (?) nie besposrednio, ale dopiero po
wykonaniu pewnego procesu chemicznego i z Hal-
lerem, ze przewazajqgca czeS¢ substancyi roslinnéj
pochodzi z atmosfery. Jego definicyja kwiatu dhugi
czas znajdowata pochwate u fachowych uczonych,
pod kwiatem bowiem pojmowat przejsciowe tylko
stadyjum czesci wytwarzajgcych owoc (Fructifica-
tionstheile) podczas zapladniania. Przez analogijg
wiec i u skrytokwiatowych nalezato przyjmowaé
organy owocowe, chociazby te zewnetrznie nie mo-
gty by¢ zauwazone. W stosunku oddzielnych czesci
i funkcyj kwiatu posiadat Rousseau jasny poglad.
Definicyja owocu przedstawiata dlan pewne trud-
nosci, pouczat on, ze ,,stowo owoc uzywa sie w bo-
tanice dla oznaczenia zbiorowéj fabryki nasienia,
dla oznaczenia wszystkiego, co z kwiatu powstaje
wskutek zaptodnienia zalgzka.” Chociaz takie ro-
zumienie rzeczy bylto dosc Sciste, jednakowoz suche
szczelniaki (Schliessfriichte, np. ziarno, orzech)
rozpatrywat jako nasiona. Objasnienia zjawisk
dynamicznych, zachodzgcych w roslinach, sledzit
z ciekawosciqg. Sam wiele obserwowat, w przyjmo-
waniu jednakze przypuszczen innych badaczy byt
bardzo ogledny.

Rowniez wystrzegal sie przypisywac roslinom
czucie. Chociaz z przekonania wewnetrznego skta-
niat si¢ ku tak zwanéj klasyfikacyi naturalnéj, byt
atoli zwolennikiem systemu Linneuszowego, ponie-
waz ,, naturalnego systemu wogole niema i najlep-
szym zawsze bedzie ten, ktory opiera sie na najwaz-
niejszych cechach, najbardziéj statych i najtatwiéj
poddajgcych sie badaniu.” Tym warunkom odpo-
wiadat system Linneusza. W stowach, ze ,,wzajem-
ny stosunek wszystkich jestestw opieramy li tylko na
historyi ich rozwoju, ” czuc, jak powiada Jansen, po
raz pierwszy zupetnie jasno sformutowanq zasade
badania i filozofii natury w kierunku Darwina (roz.
1). Przy catem powazaniu dla Linneusza, jakie wi-
dac z jego korespondencyi z tym ostatnim, pojmowat
jednakze Rousseau, Ze daleko wazniejszq jest rze-
czq ,,poznawanie” roslin niz ich znajomosc. Wsku-
tek tego zwrocit sie ku Malpighiemu i Grew i za-
siadt do odrzuconego przez Linneusza mikroskopu.



Konstrukcyja tego instrumentu byta atoli naowczas
tak niedogodng, zZe cztowiek chcgcy go uzywac, jak
powiada Rousseau, powinienby mie¢ wilasciwie
trzy a nie dwie rece.

Naodwczas zupetnie brakowato w literaturze pe-
dagogicznéj elementarnego podrecznika botaniki.
Do napisania podobnéj ksigzki daremnie probo-
wat Rousseau namowic¢ Clappiera, Gonau i de la
Tourettea, az ostatecznie sam przedsiewzigt podob-
ng, prace. Zamiarem jego byto tylko da¢ wskazow-
ki do nauczania botaniki pani Delessert w Lyonie,
dla jéj corki; napisat wiec do niéj 8 listow, lecz te
stanowiq zwiezlq i niewielkqg catosé, ktora przed-
stawia pierwszy wzorowy podrecznik botaniki dla
miodziezy i dla samodzielnego ksztatcenia sig;
ograniczyl si¢ Rousseau roslinami tylko miejsco-
wemu O zbieraniu ich daje wskazowki w listach
do p. Maleshérbes. Projektowal rowniez, jako sro-
dek pomocniczy i pozyskujgcy botanice przyjaciol,
uktadanie zielnikow na sprzedaz. Jego Dictionna-
ire botanique, ktory chcial poczgtkowo opraco-
wacé na wspoltke z Dupeyron, a potem wzigt si¢ do
niego sam jeden, pozostat niestety nieskonczony.
W stowniku tym stworzyt on zupetng nomenklature
botaniczng francuskq na wzor tacinskiéj. W roku
1776 (75?) sprzedat Rousseau swojg biblioteke bo-
taniczng, zielnik i kolekcyjq nasion anglikowi Mal-
thus, nie przestal jednakze zbieraé¢ daléj i juz po
uptywie dziesieciu miesiecy byl w posiadaniu boga-
tego zielnika, ktory, zaopatrzony cennemi uwaga-
mi na marginesach, znajduje sie obecnie w berlin-
skiem muzeum botanicznem. I studyjowanie ksigzek
przedsiewzigt nanowo. Nadwczas wydang zostala
,,Botanika dla wszystkich” napisana przez pana
i panig Regnault; byta to ksigzka, ktoréj , trzy
czwarte czeSci wypetnione byly opisami roznych
napojow i plastrow”. W uwagach marginesowych,
w jakie zaopatrzyt dostarczony mu egzemplarz
,,Botaniki dla wszystkich”, wylal Rousseau calg
swojq ironijg nad nieuctwem i przesqdami, jakie
onego czasu panowaty we Francyi w dziedzinie bo-
taniki i tem samem zostawit Swiadectwo, o ile w tym
wzgledzie wyprzedzit wszystkich swoich wspolcze-
snych. Uwagi te potem zebrane zostaty w dziethu
p. t. Notes sur la Botanique de Regnault. Wspo-
mniane tu pisma botaniczne Rousseau wydane zo-
staly dopiero po jego smierci.

Od r. 1781 nietylko we Francyi, ale nawet i za
granicq pozyskaty sobie szerokie koto czytelnikow
we wszystkich sferach szczegdlniéj jego ,, Lettres
elementaires”. Wywolaly one reforme¢ w meto-
dach szkolnego nauczania, a dotyczyto to niemniéj

i nauk przyrodniczych, chociaz o botanice wspomina
w nich dopiero pod koniec. Wzbudzito sie ogodlne
zainteresowanie botanikq i uczeni wiele zawdzie-
czac muszq Rousseau w téj gatezi wiedzy, na dowod
czego znajdujemy liczne cytaty w ostatnim rozdzia-
le dzieta Jansena.

Wielka ilos¢ przedstawicieli panstwa roslinnego
i zwierzecego zawdziecza ubarwienie swoje ciatom
organicznym, nalezqgcym do barwnikowéj grupy
t. zw. lipochromow. Badanie ciat tych bardzo wiele
przyczynito sie do wyjasnienia niektorych zawitych
kwestyj, dotyczgcych ubarwienia organizmow. Cia-
ta te, mogq. by¢ barwy czerwonéj, pomaranczowéj,
zottéj lub zielonozoltéj, sktadajqg, sie z wegla, wo-
doru i tlenu, powstajq zas w wielu razach praw-
dopodobnie z substancyj tuszczowych, w innych
znow wypadkach tworzg, sie z barwnikow, niema-
jacych z lipochromami zadnego besposredniego
zwigzku. Te ostatnie posiadajg kilka charaktery-
stycznych wiasnosci, a mianowicie z mocnym kwa-
sem siarczanym lub azotnym dajq w stanie suchym
niebieskie zabarwienie, pod dziataniem swiatla
tracq, wlasciwg im barwe, a bedgc utleniane, ro-
sktadajq sie i dajq ciata podobne do cholesteryny’.
Jeszcze w . 1858 profesor Bogdanoff opisat jeden
z takich lipochromow, koloru czerwonego, zna-
leziony w pidrach niektorych ptakow i przezwany
zoonerytrynem. Bogdanoff podat wtedy niektore
szczegoly, tyczqcee sie rospuszczalnosci barwnika,
znanem mu rowniez bylo dziatanie nan swiatla,
o reakcyi jednak z kwasem siarczanym nic nie
wspomina. W kilkanascie lat pozniéj dr Wurm zna-
lazt rowniez u ptakow barwnik, opisany przezen
Jjako cialo dotychczas nieznane, ktore jednak oka-
zato sig identycznem z zoonerytrynem.

Wurm skonstatowat, zZe ciato w mowie bedgce,
rospuszcza sie, jakkolwiek z wielkg trudnoscig we
wrzqcéj wodzie, w zimnéj zas zupetnie jest niero-
spuszczalne; nakoniec Liebig dorzucit jeszcze fakt
rospuszczalnosci w alkoholu, eterze i siarku wegla.
Opisywany tutaj barwnik nie przedstawial w sobie
Jjednak nic osobliwego, dopoki znajdowano go tylko

2 Cholesteryna jestto ciato organiczne, bezazotowe, sktadajace
si¢ z wegla, wodoru i tlenu; znajduje si¢ ono w zotci, ciatkach
krwi, substancyi nerwowéj. Nowsze poszukiwania stwierdzity
takze obecnos¢ jéj u niektorych roslin.



u jednego typu zwierzqt, a mianowicie u ptakow,
dopiero gdy Krukenberg odkryt go takze u ggbek
i do znanych juz poprzednio faktow dodat jeszcze
jeden nowy, bardzo wazny, tyczqcy sie mianowicie
chciwego pochlaniania tlenu, wtedy czerwony lipo-
chrom zwrdcil na siebie wigkszg, uwage zoologow
i zjawila si¢ nawet hipoteza, starajgca si¢ obja-
Snic fizyjologiczng role, jakq, barwnik ten odgrywa
w organizmie zwierzecym, hipoteza ta, obmy-
Slona przez prof- Merezkowskiego (1883), ma
za Ssobg, jak to zobaczymy, argumenty bardzo
przekonywajqgcéj natury.

Dziwnym i niewyttumaczonym byt fakt, ze czer-
wony lipochrom znajdowat si¢ tylko u dwu, tak
daleko od siebie stojgcych grup, jak ggbki i ptaki;
trudno bylo przypuscié¢, aby wspomniany barwnik,
obficie znajdowany u gqbek, zatraciwszy si¢ najzu-
petniéj we wszystkich nastepnych grupach zwierze-
cych, pojawit si¢ znow az dopiero u ptakow. Jezeli
bowiem te ostatnie odziedziczyly barwnik po tak
odlegtych przodkach, jakiemi dla nich sq ggbki, to
dlaczegozby posrednie ogniwa tego pokrewienstwa
nie mogty takze posiadac¢ odziedziczonéj cechy? 1
rzeczywiscie przedsiewzigte w tym kierunku po-
szukiwania zostaly uwienczone bardzo pomysinym
rezultatem, okazato si¢ bowiem, ze czerwony lipo-
chrom, maskowany wprawdzie tu i owdzie przez
inne barwniki, znajduje sie u wszystkich prawie
zwierzqt beskregowych, z wyjgtkiem, by¢ moze,
pierwotniakow: ze wystepuje on wprawdzie w kil-
ku odmianach, lecz nieroznigcych sie od siebie tak
wlasnosciami chemicznemi jak i warunkami znaj-
dowania w organizmie zwierzecym. Czerwony li-
pochrom, bedgc wystawiony na dziatanie swiatfa,
traci barwe swojq daleko szybciéj, w przestrzeni
napetnionéj powietrzem, anizeli bez udziatu tegoz;
przypisac to nalezy obecnosci lub brakowi tlenu,
ktory dziata rosktadajgco. Ta ostatnia okolicznosé,
wraz ze wspomnianym wyzéj faktem chciwego ig-
czenia sie lipochromu z tlenem, rowniez jak i obfite
znajdowanie sig tego barwnika u zwierzqt nizszych,
naprowadzito na mysl, ze czerwony lipochrom
odgrywa takqz samgq fizyjologiczng role w orga-
nizmie zwierzqt beskregowych, jak hemoglobina
u kregowcow. Wiadomo, zZe najgtowniejsza rola he-
moglobiny, substancyi barwnikowéj, ktoréj ciatka
krwi zawdzieczajq swoj czerwony kolor, polega na
tem, ze materyja ta pochtania tlen wprowadzony do
organizmu zapomocq oddychania i ze roznosi gaz
ten do organow i tkanek, gdzie odbywa si¢ spala-
nie, przyczem hemoglobina pozbywa sie tlenu, do
tego ostatniego procesu niezbednego. Kazda wiec

zyjgca tkanka zaopatrywangq jest w tlen skutkiem
krqzenia czerwonych ciatek krwi po catym organi-
zmie. Czerwony zas lipochrom nie krqzy po ciele,
lecz jest bardziéj zlokalizowany, a jezeli ma rzeczy-
wiScie odgrywac tez samq, co hemoglobina role,
czyli pochtania¢ tlen, powinien tedy znajdowac¢ sie
w tych organach, gdzie przewaznie ma miejsce na-
gromadzanie sie tlenu. W saméj rzeczy, u bardzo
wielu zwierzqt bezkregowych u ktorych oddychanie
przez skore silnie jest rozwiniete, czerwony lipo-
chrom znajduje sie prawie wylqcznie w zewnetrz-
néj, skornéj warstwie ciata, znales¢ go zas mozna
bardziéj na wewngtrz u tych zwierzqt, u ktorych
woda, wraz z zawartym w niéj tlenem przenika
bardziéj wglqb organizmu, jak to np. ma miejsce
u ggbek. U tych zas zwierzqt, u ktorych proces od-
dychania staje si¢ funkcyjq gtownie pewnego spe-
cyjalnego organu, czerwony lipochrom znajduje sie
przewaznie w tymze organie. I tak robaki, zZyjgce
w rurkach przymocowanych (Sedentaria) i oddycha-
Jjace glownie wystajgcemi z tychze rurek skrzelami,
posiadajq organy te zabarwione przez lipochrom na
mocno czerwony lub pomaranczowy kolor. Zabar-
wienie takie napotka¢ mozna rowniez w skrzekach
migczakow, jakotez niektorych szkartupni.

Z doswiadczen p. Berta wynika, zZe ze wszystkich
tkanek miesniowa, nawet bedgc w stanie spoczyn-
ku, pochtania najwigksza ilos¢ tlenw’, nalezy wigc
oczekiwad, ze jezeli wogdle tkanki posiadajq jakies
przystosowanie, utatwiajqce im pochtanianie tego
gazu ze krwi i otaczajqcych organow, to przedew-
szystkiem powinna je posiadaé tkanka migsniowa.
Wistocie migSnie kregowcow rowniez jak i niekto-
rych bezkregowych zawierajg hemoglobing, ma-
Jjacg wielkie do tlenu powinowactwo, te ostatniq
wlasnos¢ posiada takze, jak widzielismy, czerwony
lipochrom, a Ze barwnik ten znaleziono w miesniach
niektorych Szkartupni, Mieczakow, a takze u jedne-
go gatunku ryby, z calq tez stusznoscig przypuscic¢
mozna, ze spelnia on tutaj tez samq wzgledem mie-
sni funkcyjq, co hemoglobina w miesniach innych
zwierzqt. Po tkance migsniowéj, nerwowa pochta-
nia najwiekszq ilos¢ tlenu: znajdujemy tez tutaj to
samo co w miesniach przystosowanie; i tak, niekto-
re robaki posiadajg w swych weztach nerwowych
hemoglobing, u innych zas zwierzqt, nalezgcych
do typu Mieczakow, znaleziono w tychze weztach
czerwony lipochrom.

3 P. Bert. Lecons sur la physiologie comparee de la respiration.
Paris. 1870, p. 46.



Widzimy wigc, zZe powyzéj przytoczone dowody
na poparcie hipotezy o roli, jakq posiada czerwo-
ny lipochrom w organizmie zwierzecym, oparte sq
na znajdowaniu sig tego barwnika glownie w nie-
ktorych organach lub tkankach. Istnieje atoli inna
jeszcze kategoryja faktow, hipoteze te potwierdza-
Jjacych, tyczqeych sie mianowicie znajdowania czer-
wonego lipochromu w calem panstwie zwierzecem.
Znajduje si¢ on przewaznie, prawie wylqgcznie
u bezkregowcow, ktore znow rzadko bardzo posia-
dajqg hemoglobine, tak, ze zwierzeta bezkregowe,
te ostatniq posiadajqce, stanowiq nieznaczny za-
ledwie procent w porownaniu z temi, ktore jéj sq
pozbawione; kregowce zas naodwrot, bogato sg
zaopatrzone w hemoglobine, drugi zas wspomnia-
ny barwnik daleko rzadziéj spotka¢ u nich mozna,
przyczem znaleziono go dotychczas u ryb, gadow,
poczesci tylko u ptakow, u ssqcych zas dotychczas
go nie wykryto. Widzimy wiec, ze hemoglobina
i czerwony lipochrom wylqczajq sie wzajemnie, tam
gdzie pierwsza istnieje, drugi jest nieobecny i na-
odwrot. Ze stanowiska w mowie bedqgcéj hipotezy,
fakt ten tatwo wyttumaczy¢ sie daje; jezeli bowiem
obadwa barwniki posiadajq jedne i tez same fizy-
jologiczng funkcyjq, to jest pochlanianie tlenu, to
obecnos¢ jednego z nich, jezeli tylko w dostatecz-
néj znajduje sie ilosci i odpowiednich warunkach,
wystarcza, azeby organizmowi zapewnic spelnianie
téj funkcyi. Jezeli zas obadwa barwniki znajdujq sie
jednoczesnie w jakims organizmie, to przypusci¢
nalezy, ze zapotrzebowanie tlenu jest tutaj bardzo
znaczne i ze sama hemoglobina, lub tez sam czer-
wony lipochrom, znajdujgce sie w pewnéj tylko ilo-
Sci i przytem bedgce w pewnych okreslonych wa-
runkach, podotac¢ nie mogq temu zapotrzebowaniu
i Ze dany organizm wymaga wspolnego, potgczo-
nego dziatania dwu tych barwnikow. Tak np. u ryb
znajdujemy jednoczesnie hemoglobing i czerwony
lipochrom; lecz zwierzeta te, wykonywajqgce wiele
silnych, energicznych i cigglych ruchow, potrzebujg
wielkiego zapasu tlenu; gaz ten wprawdzie dostar-
czany bywa rozmaitym tkankom zapomocq krgzenia
krwi, ilos¢ jednak téj ostatniéj jest zbyt matq, aze-
by czynita zadosy¢ wszystkim zapotrzebowaniom
organizmu. W saméj rzeczy z badan niektorych
uczonych wynika, ze ryby posiadajg stosunkowo
od 5-7 razy mniéj krwi, anizeli plazy i gady i od
8-12 razy mni¢j, anizeli zwierzeta ssqce; oprocz
tego rybia krew w porownaniu z krwiq innych kre-
gowcow, jest bardziej wodnistq, zawiera wigc mniéj

hemoglobiny, a zatem mniéj moze dostarczyc tlenu.
Wynika z tego, ze oddychanie ryb zapomocg hemo-
globiny jest nie wystarczajgcem i ze pewna jeszcze
ilos¢ tlenu wprowadzong zostaje do organizmu
ich skutkiem oddychania skornego, umozebnione-
go przez obecnoS¢ w zewnetrznéj warstwie skory
czerwonego lipochromu, majgcego wielkie do tlenu
powinowactwo. Trudniéj nieco objasni¢ znajdowa-
nie si¢ czerwonego lipochromu u ptakow, bogato
zaopatrzonych w hemoglobing; napotyka si¢ go
u istot tych gtownie w ich piorach, a znaczenie jego
tutaj dotychczas jest niewyjasnione. By¢ bardzo
moze, ze czerwony lipochrom jest u ptakow pozo-
statosScig szczqtkowq, odziedziczong po przodkach,
ktoréj dobor piciowy nadat inng role w organizmie
i wytworzyt z niéj srodek upigkszenia. Ze stanowi-
ska omawianéj tu przez nas hipotezy wielkie zna-
czenie posiada fakt, Ze w catéj klasie owadow nie
znaleziono ani jednego gatunku, ktoryby posiadat
czerwony lipochrom; jezeli bowiem barwnik ten
rzeczywiscie stuzy do oddychania przez pochiania-
nie tlenu, jest on w takim razie zupetnie niepotrzeb-
ny owadom, posiadajqgcym bardzo rozwiniety sys-
tem rurek oddechowych, czyli tak zwanych trachei,
rozgatezienia ktorych stajq sie coraz ciensze i prze-
nikajg do wszystkich organow, przynoszqc wszedzie
potrzebny tlen. Oddychanie zatem skorne, ktore
nawiasowo mowigc, utrudnionemby jeszcze byto
u owadow przez zewnetrzng warstwe chityny, po-
krywajgcqg ciato ich, jest tu zbyteczne i dlatego tez
nie znajdujemy tutaj czerwonego lipochromu, bedg-
cego wedtug hipotezy, glownym czynnikiem takie-
goz oddychania. W koncu przytoczymy jeszcze je-
den bardzo ciekawy fakt, przemawiajgcy na korzysé
hipotezy. Niektore rosliny i zwierzeta przedstawiajq
niedawno wyjasnione dopiero zjawisko tak zwanéj
symbijozy czyli wspotzycia. Zwierze i roslina zyjg
razem, przyczem druga miesci sie czesto wewngtrz
pierwszego, oboje odnoszq z tego korzysci, zwierze
bowiem pochtania tlen, wydzielony przez rosling; ta
znowu karmi sie dwutlenkiem wegla, pochodzqcym
z organizmu zwierzecia. Zwierzeta wiec, zycie takie
prowadzqce, majq w sobie samych zrodio tlenu,
potrzebnego im do oddychania i obecnos¢ jakiegos
czynnika, gaz ten pochtaniajgcego, bytaby dla nich
zbyteczng.

Fakty potwierdzajq ten wniosek, wiele bowiem
zwierzgt morskich, noszgcych w swem wnetrzu jed-
nokomorkowe wodorosty, czyli tak zwane Zolte ko-
morki, nie posiada wcale, albo tez bardzo malo
czerwonego lipochromu. Przyjqwszy jednak, ze hemo-
globina i czerwony lipochrom spetniajq w organizmie



zwierzecym role zupetnie analogiczne, Merezkow-
ski  twierdzi, zZe istnieje roznica w samym sposobie
dziatania dwu tych barwnikow. Roznica ta polega
na tem, ze hemoglobina ciggle utlenia sie i odtle-
nia, lecz sama nie ulega przytem roskladowi; przy
utlenianiu zas czerwonego lipochromu ten ostatni
rosktada sig i zamienia na bezbarwne ciato, po-
dobne do cholesteryny, ktore juz do oddychania
stuzy¢ wiecéj nie moze. A wigc zwierzeta, oddy-
chajgce za posrednictwem lipochromu, ponoszq
wielkie straty swéj energii zyciowéj, ktora idzie na
ciggle odtwarzanie nowych ilosci tego barwnika;
taki sposob wydatkowania sit jest niekorzystny dla
organizmu i nasuwa si¢ mysl, ze pojawienie sie od-
dychania zapomocg hemoglobiny uwazac¢ nalezy
za wytwor doboru naturalnego, w walce o byt usu-
wajqcy zbytnie wydatkowanie sily zyciowéj, a mysl
ta, gdyby si¢ okazala prawdziwg, bylaby zgodng
z ogolnemi prawami rozwoju fancucha ustrojow
zwierzecych. Wprawdzie pewna ilos¢ hemoglobiny
w swoim obiegu po calym organizmie ulega znisz-
czeniu, dajgc poczqtek niektorym produktom roskta-
du; rosktad ten jednak odbywa sie pod dziataniem
innych, anizeli utlenianie czynnikow, gdy tymczasem
przy oddychaniu za posrednictwem lipochromu sam
Jjuz proces utleniania wywoluje roskiad barwnika.
Oddychanie za posSrednictwem hemoglobiny z tego
Jjeszcze wzgledu jest korzystniejsze, ze przy pomocy
naczyn krwionosnych zapewnia tkankom wewnetrz-
nym fatwiejszy i szybszy dostep tlenu. Jezeli wiec roz-
wazaé bedziemy proces oddychania ze stanowiska
teoryi stopniowego rozwoju, dgigcego do zapew-
nienia organizmowi coraz to doskonalszego spetnia-
nia danéj funkcyi, to przypusci¢ mozemy, ze proces
ten przechodzit przez kilka faz. Naprzod polegat on
wprost na pochtanianiu tlenu przez bezbarwng pro-
toplazme,; taki np. sposob oddychania znajdujemy
u najnizszych zwierzqt, jako to ameb, wymoczkow,
meduz, nastepnie oddychanie stato sie bardziéj
ztozone i lepiéj mogto by¢ wykonywanem skutkiem
pojawienia si¢ czerwonego lipochromu, majgcego
wigksze do tlenu powinowactwo, anizeli bezbarw-
na protoplazma; te faze spotykamy u wielu zwierzqt
bezkregowych. Dalszy postep polegal na pojawieniu
sie hemoglobiny w tkankach wewnetrznych; w téj fa-
zie czerwony lipochrom istnieje jeszcze jednoczesnie
z hemoglobing i wspotdziala z tq ostatnig (niektore
bezkregowe, ryby, gady, ptazy), az nareszcie w fazie
najwyzszéj, wlasciwéj wyzszym kregowcom, zostaje
on zupetnie z organizmu usuniety, a pozostaje tylko
hemoglobina, ktora tez sama spetnia role czynnika,
pochianiajgcego tlen niezbedny dla zycia.

W komorce roslinnéj chlorofil jest jaknajcisléj
ztqczony z ziarnami bezbarwnéj protoplazmy. Chlo-
rofil zabarwia protoplazme, ktora sama przez si¢ nie
moze odtleniac¢ dwutlenku wegla. Chlorofil wresz-
cie nietylko nadaje wlasciwy wyglgd przewaznéj
liczbie roslin, ale co wazniejsza, jest srodkiem, przy
ktorego pomocy odbywa si¢ tajemnicza a najwaz-
niejsza w swiecie sprawa przemiany rosproszonéj
w atmosferze, nieozywionéj, gazowej materyi,
w zywe ciato rosliny, w substancjq, na ktoréj zycie
moze juz wygrywac swoje wspaniate akordy. Bez
chlorofilu zatem niema Zycia lub raczéj zZycie za-
czq¢ sie nie moze, a jakkolwiek to naczelne znacze-
nie chlorofilu umniejsza sig, traci na powadze, sko-
ro przypomnimy sobie, ze i on nawet jest bezwtadny
w nieobecnosci stonecznego promienia, to jednak
i sama rola niezbednego pomocnika téj tworczéj
sity wystarcza, zebySmy w szeregu najrozmaitszych
substancyj roslinnych zachowali dla chlorofilu
pierwsze miejsce.

Budowa  ziarn  chlorofilowych  przypomina
w pewnym wzgledzie budowe czerwonych ciatek
krwi: tutaj barwny chlorofil i bezkolorowa proto-
plazma komorki roslinnéj, tam barwna hemoglobi-
na i beskolorowa, rowniez protoplazmatycznéj na-
tury, globulina. Ale i w znaczeniu mozna dopatrzy¢
pewnego podobienstwa: tu i tam barwnik stanowi
ciato czynne, a wigksza co do ilosci czes¢ utworu,
niezabarwiona, posiada prawdopodobnie tylko
bierne znaczenie*. Hemoglobina, ktoréj znaczenie
polega na pochianianiu tlenu, dostarczanego przez
oddychanie, zachowuje swq zdolnosé i po odigcze-
niu od globuliny. Czy toz samo stosuje sie do chlo-
rofilu? Czy i on, odlgczony od swego bezbarwnego
substratu, moze wywiera¢ odtleniajqce dzialanie
na dwutlenek wegla?

Na powyzsze pytania wszystkie klasyczne dzieta
o fizyjologii roslin dajq przeczqcq odpowiedz. Ow-
szem, znajdujemy wszedzie jednozgodne zapewnie-
nie, ze koniecznym warunkiem redukcyi dwutlenku
wegla przez chlorofil, pod wplywem swiatla, jest
obecnos¢ protoplazmatycznéj zawartosci ziarnek.
Mniemanie takie powstato pod wptywem doswiad-
czen, ktore moze nie bez stusznosci nazwacby mozna

4 Por. Wszech$wiat, t. IV str. 182, 201, 279, 298.



zamato delikatnemi w porownaniu z subtelnoscig
zadania. W rzeczy saméj, autorowie opierajq sie
na znanym fakcie, ze zZyjqce zielone czesci roslin,
zanurzone w wodzie, w ktoréj rospuszczono dwu-
tlenek wegla, pod wplywem promieni stonecznych
wydzielajq tlen gazowy, a wiec widocznie przyswa-
Jjajg wegiel. Probujq tedy czy podobnego wydzie-
lenia gazowego tlenu nie da sie dostrzedz, kiedy z
wodnym rostworem dwutlenku wegla pomiesza-
my alkoholowy wycigg chlorofilu, albo zgniecione
i rostarte zielone czesci roslin, a mieszanine takq
oswietlimy promieniami stonecznemi. Ale podob-
nym doswiadczeniom zarzuci¢ wypada niewtasci-
wos¢, poniewaz tatwo przypusci¢ mozna, zZe chlo-
rofil nazewngtrz komorki roslinnéj dzielnos¢ swojq
zatrzymuje tylko przez czas pewien, o tyle krotki, zZe
nie zdgza wydzieli¢ widocznych besposrednio dla
oka ilosci tlenu gazowego, albo tez, ze dzielnosé
jego, chocby utrzymac sie mogla przez czas dtuzszy,
przeciez co do natezenia znacznie maleje. Zdaniem
p- Regnarda doswiadczenia te nalezato powtorzyc,
wprowadzajgc jednak do nich takie warunki, Zeby
najmniejsze ilosci swobodnego, wydzielonego tlenu
nie mogly ujs¢ niepostrzezenie.

W ostatnich czasach, kiedy przy doswiadczeniach
bijologicznych bardzo czesto chodzi o wykrywcie
minimalnych Sladow tlenu, zostal wprowadzony w
uzycie niestychanie czuly odczynnik chemiczny na to
ciato. Jest nim rostwor t. zw. blekitu Coupiera, od-
barwiony zapomocq podsiarkonu sodu (NaHSO,),
ktory, w razie obecnosci najmniejszego Sladu tlenu,
przyjmuje bardzo silne zabarwienie biekitne. Na-
petniwszy podobnym rostworem odpowiedni przy-
rzqd i umiesciwszy w nim kawatek zywego liscia
rosliny Potamogeton, p. Regnard przekonat sie, zZe
plyn pod dziataniem Swiatla przyjmowat nadzwy-
czaj silne zabarwienie w ciggu paru minut. Czutosé
wiec odczynnika do zamierzonego doswiadczenia
zostata wyprobowana w sposob dostateczny.

Po tych objasnieniach mozemy juz przystgpic do
wlasciwego zadania p. Regnarda. Chciat on prze-
konac sie, czy do odtlenienia dwutlenku wegla jest
niezbednem: 1. azeby chlorofil byt zamkniety w ko-
morce roslinnéj, 2. azeby byl ztgczony z bezbarwng
protoplazmgq ziarn chlorofilowych.

Na pierwsze z tych pytan odpowiedz znajdziemy
w nastepujgcem doswiadczeniu: Delikatne listki sa-
taty zostaly jaknajstarnniéj rostarte w mozdzierzu
agatowym, razem z ostrym proszkiem potluczone-
go szkla, co musiato doprowadzi¢ do zupinego zni-
weczenia ich komorkowéj budowy. Do miazgi tak
przygotowanéj dolano wody zawierajgcéj w sobie

dwutlenek wegla i przeniesiono migszaning na filtr
ze szwedzkiéj bibuly. Przechodzqcy przez bibufe
plyn, obejrzany pod mikroskopem, zawieral w so-
bie mnostwo ziarn chlorofilowych i nieco szczgtkow
porozdzieranych komorek, ale ni jedna komorka
cata nie przeszia przez bibule. Phyn przefiltrowa-
ny zostat podzielony na dwie czesci, kazdqg z nich,
z odpowiedniemi ostroznoSciami, pomigszano
z opisanym powyzej odczynnikiem na tlen, ale
jedna zostala wystawiona na dzialanie swiatla
stoneczego, druga za$ umieszczona w zupetnie
ciemnem miejscu. Pierwsza migszanina po dwu juz
godzinach przyjeta bardzo silne zabarwienie szafi-
rowe, kiedy druga nawet po dniach dziesieciu nie
zabarwila si¢ wcale.

A wiec ziarna chlorofilowe, odlgczone od komo-
rek, stanowczo przyswajajq wegiel z dwutlenku we-
gla, rospuszczonego w wodzie, czemu swiadectwo
daje zbfekitnienie odczynnika na wydzielony wspot-
czesnie tlen wolny. Sq one wtedy w takich samych
warunkach, jak wydobyte z naczynia krwionosnego
czerwone ciatka krwi, ktore spetniajg w dalszym
ciggu swq czynnos¢, jakkolwiék coraz to wolniéj.

Odpowiedzi na drugie pytanie p. Regnard szukal
w nastgpujgcem doswiadczeniu: Przygotowywat
alkoholowy lub eterowy rostwor chlorofilu i zanu-
rzat w nim paski doskonale czystego papieru, ktory
Jjak wiadomo, sktada si¢ wylgcznie z saméj celulozy
bez zadnych domieszek jakichkolwiek ciat innych,
a mianowicie protoplazmatycznych. Paski, napo-
jone roztworem chlorofilu, p. Regnard suszyt na-
Stepnie w prozni przy zwyktéj temperaturze i przy-
gotowywat takim sposobem prawdziwe sztuczne
liscie, ztozone z celulozy, chlorofilu (i ksantofilu),
lecz niezawierajqce ani sladu protoplazmy, a tem-
bardzi¢j — komorek. Te sztuczne liscie, umieszczone
w odczynniku na tlen i wystawione na dziatanie swia-
tta wywolywaty zblekitnienie plynu w ciggu paru
godzin, gdy tymczasem inna ich czesé, zostawiona
z odczynnikiem w ciemnosci, nie data Zadnéj zmiany.

Whioskiem ostatecznym z powyzszych doswiad-
czen jest, ze chlorofil sam przez sie, bez pomocy zZy-
Jjacych komorek lub ich protoplazmy, rosktada pod
wplywem Swiatla stonecznego dwutlenek wegla,
wydzielajgc z niego tlen, a przyswajajgc wegiel.

Teksty wybrali i przygotowali Maria Smialowska
i Jerzy Vetulani; pomoc techniczna Sylwia Mgdro.



KRONIKA

Wszechswiat, t. 117, nr 10—12/2016

J EDEN DZIEN FESTIWALU NAUKI R. 2016 —
REFLEKSJE I WNIOSKI

Krotka acz bogata w wydarzenia historia dnia,
o ktorym mowa nizej, wlaczonego w cigg wyda-
rzen Festiwalu Nauki w Krakowie, wydluzyla si¢
o kolejny, czwarty rok. Sam Festiwal zaistniat po raz
pierwszy w Krakowie, miescie festiwali, w 2000 r.,
aby popularyzowa¢ nauke oraz osiggnigcia krakow-
skich uczelni wyzszych 1 instytutow badawczych
PAN. Tym samym dotgczyt do ponad 100 festiwali
odbywajacych si¢ w Krakowie, z ktorych okoto po-
lowa ma znaczenie migdzynarodowe. Nie podejmuj¢
si¢ oceny rangi catego Festiwalu Nauki. Dzien, o kto-
rym mowa, ma znaczenie $cisle lokalne, wychodzac
naprzeciw potrzebom poznawczym i edukacyjnym
dzieci i mtodziezy. Wydarzenie to jest mi znane jako
wolontariuszowi-ochotnikowi.

S I PRZESTRy

Ryc. 1. Koszulka z hastem festiwalowym. Fot. Jacek H. Graff.

Instytut Ochrony Przyrody PAN wiaczyt si¢ w Fe-
stiwal Nauki w 2013 r., organizujgc odtad rokrocz-
nie jednodniowe zajecia, za kazdym razem w innym
miejscu:

. 16 maja 2013 r., w XIII edycji Festiwalu, od-
bywajacej si¢ pod hastem OBLICZA WODY,
w Parku Krakowskim i w swojej siedzibie przy
Al. Mickiewicza,

e 23maja2014r.,w XIV edycji, pod hastem Z NA-
UKAPRZEZWIEKI, nabarce,,Przystan Arkadia”
1 na bulwarach przy zakolu Wisty pod Wawelem,

e 22 maja 2015 r, w XV edycji, pod hastem
OSWIEC SIE!, w Parku Jordana i w okolicach
Kopca Kos$ciuszki,

e 20 maja 2016 r., w XVI edycji, pod hastem
CZAS 1 PRZESTRZEN, w Muzeum Przyrodni-
czym Instytutu Systematyki i Ewolucji Zwierzat
PAN w Krakowie.

Gtownym organizatorem Festiwalu byt w tym roku
Uniwersytet Pedagogiczny im. Komisji Edukacji
Narodowej w Krakowie. Tegoroczny dzien festiwa-

lowy zostal zorganizowany przez dwie krakowskie
placowki Polskiej Akademii Nauk, Instytut Ochro-
ny Przyrody oraz Instytut Systematyki i Ewolucji
Zwierzat. Odbyt si¢ po raz pierwszy w przestrzeni
Muzeum Przyrodniczego, a wigc w przestrzeni ogra-
niczonej, w przeciwienstwie do lat ubiegtych, kiedy
program festiwalowy realizowany byl w plenerach.
Zajecia i zwiedzanie prowadzone byly przez pra-
cownikow naukowych obu placéwek PAN (Instytut
Ochrony Przyrody — koordynator: dr Kamil Najberek
oraz Instytut Systematyki i Ewolucji Zwierzat — koor-
dynator: dr Natalia Sawka-Gadek). Wnetrze Muzeum
zostalo podzielone na dwie czesci, ze stanowiskami
obu placowek.

Ryc. 1. Przypinki z hastem festiwalowym. Fot. Jacek H. Graff.

Wydarzenie festiwalowe roku 2016 mozna uznaé
za udane. Lokalizacja w Muzeum z jednej strony
ograniczyla liczbe uczestnikéw, ale z drugiej po-
szerzyta mozliwosci obserwowania licznych oka-
zow zywych i1 zakonserwowanych, w rzeczywistosci
1 w przestrzeni wirtualnej (dzieki aparaturze multi-
medialnej). Przestrzen ograniczona metrazem zroézni-
cowana byla poprzez scenariusz ekspozycji i sprzy-
jajaca temu wydarzeniu zabytkowsa, ponad stuletnig
architekture wnetrza. Mtodzi adepci przyrodoznaw-
stwa wedrowali przez korytarze, schody, przesmy-
ki sztucznych jaskin, spotykali i poznawali nowych
ludzi majacych do zaoferowania swoj czas 1 zainte-
resowanie dla stawianych im pytan, pokazujacych
nieznane przedmioty, urzadzenia rejestrujgce zjawi-
ska — podswiadome nawigzanie do fantazji przemija-
jacego dziecinstwa. Uczestnicy tych zaje¢ w nowym
dla nich lub w mato znanym miejscu mogli zobaczy¢
swiat przyrody ozywionej na tle przyrody nieozywio-
nej, pelniejszy obraz procesu ewolucji §wiata ozy-
wionego, Swiat roslin i zwierzat w skali globu ziem-
skiego, organizméw wspotczesnych 1 wymartych.
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Jezeli nawet nie umieja teraz uswiadomic sobie tego
doktadnie, to majg przygotowanie i punkt wyjscia do
dalszego rozwoju intelektualnego na kolejnych eta-
pach edukacji. Pomieszczenia muzealne daly moz-
nos$¢ nowych rozwigzan organizacyjnych i kontaktu
z okazami tak utrwalonymi, jak i Zywymi, wchodza-
cymi w sktad ekspozycji muzealnej. Nowoczesne mu-
zeum przyrodnicze to nie tylko okazy zakonserwowa-
ne, ale i zywe organizmy w akwariach i wiwariach.

Ryc. 3. Duze zwierzeta. Fot. Jacek H. Graff.

Oprocz grup przedszkolnych i szkolnych pojawity
si¢ indywidualne osoby doroste, zainteresowane pro-
pozycjami festiwalowymi. Wydarzenie zmniejszyto
swoja dostgpnos¢, ale w zamian dato uczestnikom
okazje do poglegbienia strony merytorycznej kilku
dziedzin biologii, spokojniejszego ogladania zbiorow

Ryc. 4. Tropy duzych zwierzat. Fot. Jacek H. Graff.

muzealnych oraz uczestnictwa w warsztatach. Czas
zaje¢ w Muzeum byt zblizony do godzin zwiedzania
(10.00 — 15.30). Zajecia miaty forme zabaw, konkur-
sow, wyktadow edukacyjnych, warsztatow, doswiad-
czen, prezentacji metod i narz¢dzi badawczych. Byty
dopasowane do wieku i mozliwosci intelektualnych
mtodych uczestnikow. Jak co roku, tak i teraz podzi-
wiatem u prowadzacych precyzyjny i jednoczesnie
bardzo przystgpny sposéb rozmawiania z uczestni-
kami, dopasowany do ich wieku i mozliwosci. Sg to

przeciez pracownicy naukowi, nieprowadzacy na co
dzien zaje¢¢ dydaktycznych.

Zajecia festiwalowe nie byly wigc tylko zwiedza-
niem Muzeum, ale przede wszystkim warsztatami,
zajeciami laboratoryjnymi, na ktore brakuje czasu
1 mozliwosci w szkotach. Uczestnicy zaje¢ dowie-
dzieli si¢, jakimi metodami i jakim sprzg¢tem postu-
gujg si¢ przyrodnicy prowadzacy badania w terenie
1 pOzniej, w zaciszu pracowni; jak powstaje nauka,
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Ryc. 5. Wodne stwory i potwory — czyli mikrozoo. Fot. Jacek H. Graff.

a w $lad za nig 1 wiedza, ktorych uproszczonym
obrazem sg podreczniki szkolne, filmy przyrod-
nicze prezentowane w programach telewizyjnych
i w Internecie; po co si¢ to wszystko robi? jakie to
ma praktyczne znaczenie dla gospodarki narodowe;?
Mozna przypuszczaé, ze z grona dzieci 1 mtodziezy

Ryc. 6. Preparowanie motyli —nie taki diabet straszny. Fot. Jacek H. Graff.

uczestniczacych w takich wydarzeniach wyrosng
przyszli przyrodnicy. Wystarczyto obserwowa¢ dtu-
zej uczniow szkol podstawowych przebierajacych
w skupieniu brekcje kostng z jaskin czy preparuja-
cych okazy motyli pod kierunkiem specjalistow.
Tegoroczna zmiana miejsca opisywanego wyda-
rzenia, z pleneru na przestrzen muzealng, budzita
wczesniej okre$lone obawy, jak to bedzie, skoro nie
wszyscy tutaj sie zmieszcza. Okazato sig, ze bylo
w pewnym sensie lepiej. Grono uczestnikow bylo
w tym roku pomniejszone o przypadkowe osoby, kto-
rych zawsze jest sporo w warunkach plenerowych.
Imprezy masowe tego rodzaju majg swoje zalety,
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przede wszystkim mozno$¢ ukazania laikowi rzeczy-
wisto$ci niedostepnej na co dzien. W tym roku posta-
wiono na komfort uczestnikow w ukierunkowanym
poznawaniu przyrody, a wigc mniej osob, ale nie-
przypadkowych.

Nauki nie powinien raczej wycofa¢ si¢ w inne bar-
dziej spokojne miejsca, gdzie bytby wydarzeniem sa-
mym dla siebie, dla swojego oddzialywania na zain-
teresowanych, dla swojego wyjatkowego charakteru?
Sasiedztwo wszystkich innych sytuacji i wydarzen

Ryc. 7. Jak bada¢ niewidzialne? — tajemniczy $wiat nietoperzy. Fot. Jacek
H. Graff.

Na koniec refleksja dotyczaca calosci Festiwalu
Nauki jako imprezy masowej o do§¢ dtugiej tradycji
i bardzo bogatej ofercie. Jej gldwnym miejscem akcji
jest krakowski Rynek Glowny. Obok Festiwalu to-
czy si¢ tutaj zwykle zycie centrum miasta. Od ¢wier¢
wieku jest ono bardziej intensywne, pete ruchu tu-
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e

Ryec. 8. Co lezy przy drodze? — O zbieraniu mineratéw i skamieniatosci.
Fot. Jacek H. Graff.
nie sprzyja skupieniu, koncentracji uwagi, obserwa-
cjom, rozmowom na okres§lony temat. Nawet sgsiadu-
jace ze soba stoiska czy namioty roznych wydziatow
1 uczelni stajg si¢ sobie nawzajem przeszkoda.
Edycje festiwalowe przysztosci mogtyby odbywac
si¢ w miejscach niewykorzystywanych dotychczas,
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Ryc. 9. Odbior materiatéw i pamiatek przed wyjsciem z Muzeum. Fot. Jacek H. Graff.

rystycznego, imprez kulturalnych, wydarzen o cha-
rakterze spotecznym, gastronomii i handlu. Catos¢
ma swoj niepowtarzalny charakter i klimat. Pochody,
manifestacje, biegi, rajdy, wyscigi, koncerty, wyste-
py, kiermasze; kolorowo, gto$no, ludno. Czy Festiwal

nieraz mato znanych nawet krakowianom. Osoby
zainteresowane mogg liczy¢ tam na wiekszy spokdj,
a ograniczona przestrzen i wyjatkowy charakter tych
miejsc sprzyjaja takim spotkaniom ludzi z nauka.
A ktore? Na przyktad czes¢ podworza i sala




w podziemiu Patacu pod Krzysztofory, dziedziniec
Collegium Maius, Ogrod Profesorski, sala audytoryjna
w Europeum, aula bl. Jakuba Strzemig i plac przy
bazylice oo. Franciszkanow, dziedziniec Collegium
Turidicum, teren przy Collegium Broscianum, ze wy-
mieni¢ te miejsca, ktore idealnie pasuja na prezenta-
cje dyscyplin naukowych i dzialalno$ci poszczegol-
nych wydziatow i katedr.

Obserwuj¢ tez od dwoch lat dni festiwalowe or-
ganizowane na dziedzincu Collegium Nowodwor-
skiego przez Wydzial Farmaceutyczny Collegium
Medicum UlJ. Na pobliskim Rynku happening nauki,
turystyki i handlu; na dziedzincu Collegium Nowo-
dworskiego spokojniej, ciszej. ,,Koziolek” ustawiony
przy wejsciu informuje przechodniow, co dzieje sig
wewnatrz. Zainteresowani przychodzg porozmawiac

Robert W. Henderson: Natural History of
Neotropical Treeboas (genus Corallus). Edition
Chimaira, Frankfurt am Main, 2015, ISBN 978-3-
89973-438-6, s. 338, cena €68.00.

Robert W. Henderson

Natural History of
Meotropical Treeboas

(genus Corallus)

R 0
Edition Chimaira (&%

W 2002 r. Robert Henderson opublikowat $wietng
ksigzke Neotropical Treeboas — Natural History of
the Corallus hortulanus complex (Krieger Publ., Ma-
labar, Florida), w ktorej zajat si¢ 4 gatunkami: C. co-
okii, C. grenadensis, C. hortulanus i C. ruschenberge-
rii. Obecna monografia obejmuje wszystkie gatunki
z tego rodzaju, tzn. oprocz powyzszych 4 jeszcze
C. annulatus, C. batesii, C. blombergii, C. caninus
i C. cropanii. Weze te wystepujg od poludniowo-

na temat surowcow zielarskich, lekow, badan stanu
zdrowia, wykona¢ pomiary mozliwe w warunkach
,»,pod chmurka”.

Dos$wiadczenie ostatnich lat Instytutu Farmaceu-
tycznego oraz Instytutu Ochrony Przyrody wskazuje,
ze czas pomysle¢ o innej formule festiwalu. Nauka
trafita ,,pod strzechy”, ale nie wszedzie spotkata si¢
z odpowiednim zrozumieniem i przyjeciem. Niech
bedzie nadal dostepna dla wielu, ale na miar¢ obec-
nych czasow i standardow elitarna, realizowana
w bardziej odpowiednich miejscach.

Jacek H. Graff —jhg@o2.p!

mgr biologii, emerytowany nauczyciel

-wschodniej Gwatemali po potudniowo-wschodnia
Brazyli¢ oraz na kilku wyspach karaibskich. C. bate-
sii zostal wyodrebniony z C. caninus w 2005 1. przez
Vidala i in. na podstawie mitochondrialnego DNA
i w zwigzku z tym C. caninus jest ograniczony obec-
nie do Wyzyny Gujanskiej, za§ C. batesii wystepuje
w Amazonii.

Ksigzka podzielona jest na szereg rozdziatow,
a zaczyna ja prolog, w ktorym autor pisze, jak roz-
poczat badania tych wezy. W rozdziale pierwszym
(s. 13-51) krotko omawia pod katem systematycz-
nym wszystkie gatunki, zamieszcza klucz do ich
identyfikacji oraz kolorowe mapy wystgpowania,
a nastgpnie przedstawia dane morfologiczne tych du-
sicieli, ich filogenezg i biogeografi¢ (tu szczegotowo
opisuje dwa rejony wystepowania C. grenadensis,
tj. Granade 1 Grenadiny). W kolejnych rozdziatach
zajmuje si¢ ubarwieniem tych wezy (s. 53-106),
siedliskami, w ktorych wystepuja (s. 107-145), ak-
tywno$cig (s. 146-159), zdobywaniem pokarmu
(s. 161-227), zachowaniem obronnym i wrogami
(s.228-242),rozmnazaniem (s.243-254), przedstawia
rowniez informacje dotyczace populacji, tj. zagesz-
czenie, czesto$¢ wystegpowania (s. 255-275). Osobny
rozdziat poswigcony jest wptywowi ludzi na te weze
(s. 276-309). Catosc ilustrowana jest ponad 270 kolo-
rowymi zdjeciami przedstawiajacymite weze, rowniez
w czasie potykania zdobyczy. Sg tez zdjecia pokazu-
jace ich ostre zgby i postawe obronng (tu np. mozna
zobaczy¢ jak C. hortulanus atakuje twarz, pozosta-
wiajac krwawa rane). Autor cytuje ponad 400 publi-
kacji, co obrazuje stan aktualnej wiedzy na ten temat,
popartej jego 25-letnim do$wiadczeniem w badaniu
tych wezy. Niektore gatunki, jak np. C. grenadensis,
sa lepiej poznane i o nich jest najwiecej informacji.



Z kolei najmniej wiadomo o C. cropanii, znanego do
tej pory jedynie z 5 osobnikow, i ktory jest zagrozony
wygini¢gciem z powodu wycinania lasow na wybrze-
zu atlantyckim w sasiedztwie Sao Paulo w Brazylii.
Dusiciele z rodzaju Corallus sa czgsto trzymane
wogrodach zoologicznych oraz prywatnych hodowlach

i dla tej czesci czytelnikow monografia Hendersona
bedzie lektura niezwykle przydatna, ale rowniez jest
kopalnig wiedzy nie tylko dla profesjonalnych herpe-
tologow, ale rowniez wszystkich milosnikow wezy.

Piotr Sura

Neurobiologii UJ ,,Neuronus”.

Konkurs odbedzie sie¢ w dwdch etapach:
| - szkolny
Il - ogblnopolski

zawiera¢ nazwe i adres szkoty oraz adres e-mail.

2017.

Materiaty pomocne w przygotowaniu sie do konkursu:
Literatura podstawowa:

1. Longstaff "Krétkie wyktady - Neurobiologia"

z.1-3/2016, z.1-3/2015, z.1-3/2014.

Materiaty uzupetniajace:

anglojezyczne.

KONKURS WIEDZY NEUROBIOLOGICZNEJ — ,,BRAIN BEE” 2017
dla uczniéw szkét ponadgimnazjalnych

Konkurs organizowany jest przez Polskie Towarzystwo Przyrodnikéw im. Kopernika i Koto Naukowe Studentéw

W | etapie szkoty biorgce udziat w konkursie wytonig zwyciezcéw | etapu.
Szkoty, ktére zdecyduja sie uczestniczyé w konkursie, proszone sg o zgtaszanie udziatu do konkursu do korica stycznia
2017, wysytajac zgtoszenie na adres Kota Naukowego ,,Neuronus”: neuronus@uj.edu.pl . Zgtoszenia powinny

Szkoty, ktdre przestaty zgtoszenia, do 6 lutego 2017 otrzymaja na podany w zgtoszeniu adres e-mail pytania testowe
do | etapu. Zaleca sie ich wykorzystanie, ze wzgledu na podobieristwo do pytan, ktére pojawia sie w etapie Il.
Jednakze, etap | co do formy i tresci zalezy wytgcznie od opiekuna, ktéry moze zdecydowac sie na samodzielne
utozenie pytan. | etap konkursu powinien odby¢ sie w szkotach, ktére zgtosity sie do konkursu, do korca lutego

Nazwisko laureata, jego opiekuna oraz nazwa i adres szkoty wraz odpowiednimi adresami e-mail powinny by¢
przestane do 4 marca 2017 na adres neuronus@uj.edu.pl . Szkota moze wytypowac tylko jedng osobe do etapu II.

Il etap ogdlnopolski konkursu odbedzie sie 1 kwietnia 2017 w Krakowie w Instytucie Zoologii Uniwersytetu
Jagielloniskiego, ul. Gronostajowa 9 o godz. 11-tej, a powinien skoriczy¢ sie ok. godz. 16.00-17.00.

Konkurs ogdlnopolski bedzie sktadat sie z egzaminu testowego jednokrotnego wyboru i ustnego. Do egzaminu
ustnego przystapi 10 0sdb, ktdre otrzymaja najlepsze wyniki z egzaminu testowego.

Laureat konkursu ogdlnopolskiego otrzyma nagrode pieniezng w wysokosci 1000 zt, nagrody ksigzkowe i roczng
prenumerate czasopisma ,, Wszechswiat”. Ponadto, laureat bedzie miat mozliwos¢ reprezentowania Polski w
miedzynarodowym konkursie — International Brain Bee 2017, ktéry w tym roku odbedzie sie w Waszyngtonie.

Wszelkie pytania dotyczace konkursu nalezy przesytac na adres neuronus@uj.edu.pl .

2. Artykuty neurobiologiczne opublikowane w ramach , Tygodnia Mézgu” w czasopismie ,, Wszechswiat”

3. Ogdlnodostepna w internecie broszura : Neuroscience: Science of the Brain

1. Anglojezyczne witryny internetowe: www.brainfacts.org, www.thebrain.mcgill.ca

Uczestnik egzaminu ustnego Il etapu powinien wykazac sie m. in. umiejetnoscig formutowania wypowiedzi z zakresu
neurobiologii w jezyku angielskim, dlatego w przygotowaniach do konkursu nalezy uwzgledni¢ materiaty







