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Wstep

Cytoszkielet aktynowy zbudowany jest z filamentow aktynowych, o $rednicy okoto 6
nm, ktore dzigki ich zdolnosci do interakcji z wieloma biatkami strukturalnymi i
funkcjonalnymi tworzy w komorkach ztozone uklady przestrzenne, takie jak kortykalna sie¢
aktynowa, witokna napr¢zeniowe wewnatrz cytoplazmy, pierScien kurczliwy formowany
podczas cytokinezy, a takze wypustki powierzchniowe (lamellipodia, filopodia i
pofaldowania bton). Dynamiczny cytoszkielet aktynowy uczestniczy w szeregu funkcji
komorkowych, w tym endo- i egzocytozie, migracji, skurczu, wreszcie w cytokinezie. Ciagle
rearanzacje jego architektury kontrolowane sg przez ztozone szlaki biochemiczne, przy czym
nadrzedng role w kontroli tych zjawisk przypisuje si¢ biatkom z rodziny Rho, nalezacej do
nadrodziny matych biatek G.

Ze wzgledu na swoje wlasciwosci powszechnie uzywanym narzgdziem w badaniach
wpltywu organizacji cytoszkieletu aktynowego na podstawowe funkcje komorek, w tym ich
ruchliwo$¢ i transport wewnatrzkomoérkowy sa niektdre substancje z grupy mykotoksyn, czyli
toksyn wytwarzanych przez niektore gatunki grzybow (plesni). Zaliczy¢ do nich mozna
czynniki z grupy cytochalazyn, izolowanych z grzybéw z rodziny Metarrhizium, oraz
falloidyne - alkaloid wytwarzany przez muchomora sromotnikowego (Amanita phalloides)
oraz muchomora jadowitego (Amanita virosa), wspotdecydujacy o silnie toksycznych
wiasnos$ciach tych grzyboéw po ich spozyciu.

Cytochalazyny (oznaczane kolejnymi literami alfabetu od A do J) to grupa
organicznych zwigzkéw chemicznych o podobnej strukturze, ktore wykazujac plejotropowe
dziatanie na komorki, oddziatujg przede wszystkim z cytoszkieletem aktynowym. Wigkszo$¢
cytochalazyn (miedzy innymi cytochalazyna D wyizolowana z Metarrhizium anisopliae)
wigze si¢ z F-aktyng na koncu ,,+” filamentu , blokujac dotgczanie nowych monomerow
aktynowych do filamentu, co w konsekwencji prowadzi do rozpadu juz istniejacych
mikrofilamentow. Cytochalazyna D moze rowniez wigza¢ si¢ z monomerami i dimerami
aktynowymi, podczas gdy cytochalazyna B fragmentuje juz powstate mikrofilamenty.
Cytochalazyny sa zwigzkami przechodzacymi przez btony plazmatyczne i wptywajacymi
roéwniez na wlasciwosci tych blon oraz na wiele procesow wewnatrzkomorkowych, a
szczegolnie wywotuja enukleacje komorek in vitro. Ponadto wykazano, ze np. cytochalazyny
A 1 B hamujg transport monosacharydow przez btong komorkowa, cytochalazyna D hamuje
syntezg¢ biatek. Z kolei falloidyna jest to organiczny zwigzek chemiczny, nalezacy do grupy
fallotoksyn wystepujacych w grzybach z rodzaju (Amanita sp.). Wiaze si¢ ona zaréwno in
vivo jak i in vitro z aktyng powodujac stabilizacj¢ F-aktyny, takze we wigzkach
mikrofilamentéw tworzacych wtokna naprezeniowe. Falloidyna ma takie samo
powinowactwo do krotkich jak i dlugich mikrofilamentéw. Poniewaz falloidyna wiaze si¢ z
aktyng w stosunku stechiometrycznym 1:1 (1 czasteczka falloidyny na 1 czasteczke aktyny
w filamencie aktynowym) w mig$niach, jak i w komorkach niemig$niowych analizy te stuzy¢
mogg do ilo$§ciowych pomiaréw zawartosci F-aktyny w komdrkach, w tym tych traktowancyh
cytochalazynami. Cecha ta zostala wykorzystana w mikroskopii fluorescencyjnej, gdzie
specjalnie znakowana falloidyna (zazwyczaj koniugowana z fluorochromem) jest zwigzkiem
uzywanym powszechnie do wizualizacji organizacji cytoszkieletu aktynowego w komorkach
w hodowli in vitro oraz na skrawkach tkankowych.

Cel ¢wiczenia:

- wizualizacja cytoszkieletu aktynowego w roznych typach komoérek zwierzecych z hodowli
invitro (komorki prawidtowe i nowotworowe)
- wykazanie roli cytoszkieletu aktynowego w utrzymaniu wielkosci i ksztattu komorki;
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Metodyka:

W tym celu nalezy w wybranych komorkach hodowanych in vitro w standardowych
warunkach (odpowiednia pozywka, temperatura 37° C, 5% CO, ) oraz w komdrkach
hodowanych w takich samych warunkach, ale inkubowanych w pozywce z dodatkiem
cytochalazyny D, wybarwi¢ filamenty aktynowe znakowana fluorescencyjnie falloidyna.
Tak wybarwione komorki mozna nastepnie obserwowaé w mikroskopie kontrastowo-
fazowym z przystawka do epifluorescencji i porownac:

- organizacj¢ filamentow aktynowych w roznych typach komoérek zwierzgcych
- morfologi¢ i organizacje¢ cytoszkieletu aktynowego w komorkach inkubowanych w
standardowej pozywce hodowlanej i w pozywce z cytochalazyng D.

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Ogladna¢, w mikroskopie odwroconym, komorki wysiane na szkietkach w szalkach
hodowlanych:
fibroblasty skory ludzkiej lub ludzkie fibroblasty ptucne - komorki prawidtowe
komorki mysiego czerniaka B16 (melanoma B16) lub komorki szczurzego migsaka
XC (sarkoma XC) - komorki nowotworowe

2. Do wykonania ¢wiczenia wybrac¢ 2 szalki z takimi samymi komaérkami

3. Przygotowac po 2 ml pozywki do hodowli komorek:
a) MEM z 10% FCS
b) MEM z 10% FCS z dodatkiem 1 pg/ml cytochalazyny D
4. Zmieni¢ pozywki w szalkach hodowlanych:
- zla¢ pozywke znad komorek
- w jednej szalce zala¢ komorki pozywka MEM z 10% FCS
- w drugiej szalce zala¢ komorki pozywka MEM z 10% FCS z dodatkiem cytochalazyny;
szalki opisac!
5. Inkubowaé komérki w inkubatorze (w temp. 37°C, w obecnos$ci 5% CO,), przez 30 min
[ czas na REFERAT]
6. Wyjac szalki z inkubatora. Zla¢ pozywke znad komorek 1 przeptuka¢ kazde szkietko 3
razy roztworem PBS bez jonéw Ca*?i Mg*?, o temp. 37°C.
7. Zala¢ komorki 3,7% roztworem formaldehydu w PBS o temp.37°C
i utrwala¢ je przez 10 min w cieplarce.
8. Zla¢ utrwalacz znad komorek 1 przeplukaé kazde szkietko 3 razy roztworem PBS.
9. Zala¢ komérki 0.1% roztworem Tritonu X-100 i pozostawié¢ na 5 min w temp. pokojowe;j.
10. Zla¢ Triton X-100 znad komorek 1 przeptukaé kazde szkietko 3 razy H,O destylowana.
11. Wyja¢ szkielka z szalek i przetozy¢ na suche wieczka (pami¢tajac, aby komorki
znajdowaly si¢ na gorze szkietek) 1 osuszy¢ brzegi kazdego szkietka bibula.

12. Na kazde szkietko nakropi¢ 20l roztworu falloidyny znakowane;j
TRITC(izotiocyjanianem rodaminy) o stezeniu 500ng/ml lub falloidyny-AlexaFluor 546
(1 jedn/200 pl).
Barwi¢ komorki 30 min, w ciemnosci , w temperaturze pokojowej, w szalkach
wylozonych wilgotng wata, aby krople barwnika nie wysychaty.

[ czas na REFERAT]
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13. Mikropipeta zdja¢ krople barwnika ze szkietek i starannie przeptukac kazde szkietko 3 razy
H,O destylowana.

14. Wyczyscic¢ szkietko podstawowe i nakropié¢ na nie 2 razy po 20ul HO destylowaneyj.
Na kazdg krople wody natozy¢ 1 szkietko z wybarwionymi komoérkami (komérkami do
dotu), osuszy¢ brzegi kazdego szkietka bibulg 1 oklei¢ je lakierem do paznokei.
Pamigtac o opisaniu preparatu.

15. Tak przygotowane preparaty ogladng¢ w mikroskopie fluorescencyjnym
- $wiatlo wzbudzajace: max 554 nm, a emisja: max 576 nm

16.W mikroskopie kontrastowo- fazowym poréwnaé obrazy morfologii komérek
inkubowanych w standardowej pozywce hodowlanej bez i z dodatkiem cytochalazyny D
1 wyciagna¢ wnioski.

17. W mikroskopie fluorescencyjnym poréwnaé obrazy organizacji cytoszkieletu
aktynowego komorek inkubowanych w pozywce hodowlanej bez ( kontrola) 1 z
dodatkiem cytochalazyny D i wyciagna¢ wnioski.

18.Poréwnaé organizacje filamentéw aktynowych w réznych typach komorek
(oglgdajqc preparaty przygotowane przez kolegow z innych zespotow).

Zakres materiatu, ktory nalezy przygotowac¢ do ¢wiczen:

Budowa i funkcje cytoszkieletu aktynowego w komorkach eukariotycznych:

Aktyny 1 biatka wigzace aktyng

Organizacja cytoszkieletu aktynowego w migs$niach 1 komorkach niemigsniowych.
Rola matych biatek G w regulacji funkcji cytoszkieletu aktynowego

Biatka motoryczne zwigzane z filamentami aktynowymi

Funkcje cytoszkieletu aktynowego w komorkach niemig¢$niowych

Mechanizm skurczu migéni prgzkowanych
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Tematy referatow do przygotowania 1 wygloszenia na tych ¢wiczeniach:

1. Organizacja cytoszkieletu aktynowego w komoérkach niemigsniowych
2. Rola biatek Rho w regulacji cytoszkieletu
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