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Cytobiochemiczne metody przyzyciowej analizy wybranych struktur subkomérkowych
i homeostazy komorki w czasie rzeczywistym

Mikroskopia fluorescencyjna jest powszechnie stosowang technika pozwalajaca na
lokalizacje w komorce dowolnych jej skladnikéw jesli tylko posiadamy mozliwosé
wczesniejszego  wyznakowania ich  fluorochromem o okreSlonych wiasciwo$ciach.
Fluorescencja preparatu moze mie¢ rowniez pochodzenie naturalne (np. chlorofil, celuloza,
porfiryny), jednakze w zdecydowanej wigkszosci przypadkow stosowane sg fluorochromy
zewnetrzne.

Szczegdlng grupe fluorochroméw stanowig barwniki stosowane do obserwacji
przyzyciowych i pomiaréw ilosciowych, ktore zmieniaja swoje wihasciwosci spektralne po
zwigzaniu badanej substancji. Do tej grupy fluorochroméw zaliczamy na przykiad
niskoczasteczkowe zwigzki syntetyzowane chemicznie — np. wskazniki zmian st¢zenia jonow
wapnia w komorce, takie jak Fluo-4 czy Fluo-3 oraz sondy ratiometryczne — Fura-2. Innymi
coraz czesciej stosowanymi barwnikami sg sondy umozliwiajace wizualizacjg m.in. zmian
stezenia jonow potasu, reaktywnych form tlenu oraz pH we wnetrzu komorek.

Powszechne zastosowanie znajdujg rowniez biatka fluoryzujace, w szczego6lnosci
biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein, GFP). W praktyce czgsto
wykorzystywane w badaniach wydajnosci transfekcji komorek, jako czasteczka reporterowa
oraz jako biatko fuzyjne (zlozone z GFP i badanego bialka) do przyzyciowych badan zmian
lokalizacji biatek W komoérce w czasie réznych proceséw np. zmian zachodzacych w
cytoszkielecie komorek. Biatka fluoryzujace sa rowniez wykorzystywane do projektowania
wskaznikow biatkowych stezenia jonéw w komodrce m.in. jonow wapnia. Dzigki
zastosowaniu metod inzynierii genetycznej stworzono fuzje GFP i biatek pokrewnych np.
YFP (ang. yellow fluorescent protein) oraz CFP (ang. cyan fluorescent protein) z fragmentami
biatek wiagzacych jony wapnia — kalmoduliny lub troponiny C. Sondy sa skonstruowane tak,
aby zmieniaty si¢ ich wlasciwosci fluorescencyjne w odpowiedzi na zmiang st¢zenia jonow
wapnia.

W  badaniach wykorzystujagcych wskazniki fluorescencyjne stezenia jonéw W
komorkach najczgsciej stosowane sg odwrocone mikroskopy fluorescencyjne szerokiego pola
z o$wietleniem episkopowym. Wykorzystywane sg jednak rowniez fluorescencyjne czytniki
plytek wielodotkowych, mikroskopy konfokalne (m.in. obrazowanie tkanek) oraz mikroskopy
dwufotonowe (badania in vivo).

Cel éwiczenia:

Celem c¢wiczenia jest przeprowadzenie w trakcie ¢wiczen obserwacji w zywych
komorkach. Studenci bedg $ledzi¢ zmiany w organizacji struktur subkomodrkowych
(cytoszkielet aktynowy) oraz dynamike zmian st¢zenia jonOwW wapnia we wngtrzu komorek z
wykorzystaniem barwnikéw Fluo-4 i Fura-2.
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Procedura wykorzystania barwnika Fluo-4:

1. Ogladna¢ (w mikroskopie odwrdoconym) komorki wysiane na szkietkach w szalkach
hodowlanych:
» komorki prawidtowe — linia embrionalnych ludzkich komorek nerki (HEK-293)
» komorki nowotworowe — linia komoérek ludzkiego raka prostaty (DU145)
2. Przygotowac¢ 1,5 ml medium do hodowli komoérek z dodatkiem 1 uM barwnika Fluo-4
(wyjsciowe stezenie — 1 mM).
3. Zmieni¢ pozywke w szalkach hodowlanych:
- zla¢ pozywke znad komorek
- zala¢ komorki medium z dodatkiem barwnika Fluo-4
- opisac szalke!
Inkubowa¢ komorki w inkubatorze (temp. 37°C, w obecnosci 5% CO>), przez 60 min
Usung¢ medium z dodatkiem barwnika z szalki.
Zala¢ komorki medium bez czerwieni fenolowe;.
Zamkna¢ szalke i zabezpieczy¢ jej brzegi za pomoca parafilmu.
Tak przygotowane szalki uzy¢é do obserwacji mikroskopowej w mikroskopie
fluoresencyjnym przy odpowiednim zestawie filtrow wzbudzenia i emisji:
- $wiatto wzbudzajace: $wiatlo niebieskie (488 nm)
- emisja - swiatto zielone (520 nm)

N gk

Procedura wykorzystania barwnika Fura-2:

1. Ogladna¢ (w mikroskopie odwroconym) komorki wysiane na szkietkach w szalkach
hodowlanych:
» komorki prawidlowe — linia embrionalnych ludzkich komorek nerki (HEK-293)
» komorki nowotworowe — linia komorek ludzkiego raka prostaty (DU145)
2. Przygotowa¢ 1,5 ml medium do hodowli komoérek z dodatkiem 5 pM barwnika Fura-2
(wyjsciowe stezenie — 5 mM).
3. Zmieni¢ pozywke w szalkach hodowlanych:
- zla¢ pozywke znad komorek
- zala¢ komorki medium z dodatkiem barwnika Fura-2
- opisac szalke!
Inkubowa¢ komorki w inkubatorze (temp. 37°C, w obecnosci 5% CO3), przez 30 min
Usung¢ medium z dodatkiem barwnika z szalki.
Zala¢ komorki medium bez czerwieni fenolowe;.
Inkubowa¢ komorki w inkubatorze (temp. 37°C, w obecnosci 5% COy), przez 30 min
Zabezpieczy¢ brzegi szalki za pomocg parafilmu.
Tak przygotowane szalki uzy¢ do obserwacji mikroskopowej w mikroskopie
fluoresencyjnym przy odpowiednim zestawie filtrow wzbudzenia i emisji:
- $wiatlo wzbudzajace: swiatto UV (340/387 nm)
- emisja - swiatto zielone (510 nm)
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Zagadnienia:

— Zjawisko fluorescencji

— Budowa i zasada dziatania mikroskopu fluorescencyjnego oraz kamer CCD
— Podstawowe zasady przyzyciowego obrazowania komorek

— Podstawy wykorzystania barwnikdéw ratiometrycznych
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—  Wyktady z kursu ,,Praktikum z cytochemii” (wyktady poprzedzajace ¢wiczenie)
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