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PRZYZYCIOWE BADANIA NAD FUNKCJONOWANIEM
MOZGU PRZY UZYCIU MIKROSKOPII SPIM
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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

Wszechswiat, t. 117, nr 10—12/2016

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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