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Przyzyciowe barwienia organelli Biotechnologia
wewnatrzkomorkowych

Wstep

Komorki eukariotyczne, w odréznieniu od komorek prokariotycznych posiadaja wysoce
skomplikowang struktur¢ wewnetrzng. Eukarionty majag bowiem jadro komorkowe
ograniczone otoczka jadrowa, zawierajagce DNA z  histonami upakowanymi
w chromosomy, skomplikowany system organelli btonowych: siateczke srodplazmatyczng
gtadka (SER) i szorstka (RER), aparat Golgiego, endosomy oraz lizosomy, ktére razem
tworza szlak wydzielniczy komorki oraz mitochondria, plastydy (komorka roslinna)
1 peroksysomy. Dzigki obecnos$ci systemu wewnatrzkomorkowych bton biologicznych, ktory
warunkuje istnienie odrebnych przedziatow wewnatrzkomoérkowych (tzw. kompartmentacje)
komorka eukariotyczna posiada zdolno$¢ prowadzenia duzej liczby odmiennych (czgsto
przeciwstawnych) proceséw biochemicznych, w bliskim sgsiedztwie 1 w tym samym czasie.

Zastosowanie klasycznego mikroskopu $wietlnego ze wzgledu na jego mata zdolnos¢
rozdzielcza (0,2 pm) ogranicza mozliwos¢ dokladne; obserwacji struktur wewnatrz-
komorkowych, dlatego tez w tego typu badaniach bardzo czgsto wykorzystuje si¢
mikroskopi¢ elektronowa, ktorej zdolno$¢ rozdzielcza na poziomie 0,2 nm niesie ze sobg
znacznie wicksze mozliwo$ci poznania  ultrastruktury organelli komodrkowych.

Alternatywa dla tej ztozonej techniki pozostaja reakcje immunocytochemiczne, bazujace
na swoistej reakcji antygen-przeciwcialo, ktorych cecha charakterystyczna jest wysoka
czuto$¢ umozliwiajagca detekcje sygnatu ponizej zdolnosci rozdzielczej klasycznego
mikroskopu $wietlnego. Wykorzystanie réznorakich fluorochroméw sprz¢zonych z przeciw-
cialami umozliwia zastosowanie w tego typu badaniach mikroskopii fluorescencyjnej. Takie
analizy mozliwe s3 po utrwaleniu badanych komodrek i ich do$¢ zlozonej obrobce.
Zagadnienia te omawiane sg szczegdlowo na kursach realizowanych przez nasz Zaklad:
Praktikum z biologii komorki — (Wbt-106) oraz Praktikum z cytochemii — (BCH-395).

W ostatnich latach uzyskano szereg fluorochromow, ktére z jednej strony wiaza si¢
specyficznie do okres$lonych struktur komodrkowych, co pozwala na okreslenie ich
ewentualnego potozenia w komorce, z drugiej za$ nadajg si¢ do barwien przyzyciowych.
Wsrdd nich wyrdzni¢ mozna barwniki wiazace si¢ do:

e Dblon aparatu Golgiego,

- barwniki BODIPY FL  C5-ceramide, BODIPY TR  C5-ceramide
Sa sfingolipidami z grupy ceramidéw wyznakowanymi fluorescencyjnie fluoroforami
BODIPY FL (wzbudzenie - 505 nm; emisja zielona - ~511 nm
i czerwona — ~620 nm); oraz BODIPY TR (wzbudzenie — 589 nm; emisja czerwona -
~617 nm). Fluorescencyjne analogi ceramidow jakimi sg barwniki z tej grupy
akumulujg si¢ i specyficznie wigza do aparatu Golgiego.

thg::?tggls.thermoﬁ sher.com/content/sfs/manuals/mp01154.pdf

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22854569

e mitochondriow:
- Mito-Tracker
Wigcej na: https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/mp07510.pdf
- Rodamina 123 - jako silnie kationowy barwnik posiada zdolno$¢ przytaczania si¢ do
ujemnie naladowanych przedzialow komodrki takich jak wewngtrzna blona
mitochondridow, dzigki czemu pozwala na lokalizacj¢ tych organelli w komorce, oraz
Sledzenie zmian w ich wlasciwosciach, w tym potencjale transmembranowym.
Wigcej na:

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/r8004?lang=pl&region=PL
http://ac.els-cdn.com/S0005272803001105/1-s2.0-S0005272803001 105-main.pdf?_tid=ccd52bda-9093-11e6-ac9c-

00000aacb35e&acdnat=1476287695 8597cc8a79820c8a609e90ad0e0f42¢3
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e siateczki Srodplazmatycznej:
- barwnik DiOCs (3,3’-heksylokarbocyjanian jodowy) jest uzywany do barwienia

wewnetrznych bton w komorce — np. do wizualizacji siateczki $rodplazmatyczne;.
Wigcej na: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9408585
- ER-Tracker™ Green (BODIPY® FL Glibenclamide) — jest barwnikiem bardziej

specyficznym dla siateczki $rédplazmatycznej i rzadziej wybarwia mitochondria (od
powszechnie uzywanego DiOC6 (3)), a takze jest mniej toksyczny dla komorek, co
pozwala na dluzsze obserwacje przyzyciowe. Glibenklamid (wykorzystywany do$¢
powszechnie jako lek przeciwcukrzycowy), z ktérym sprzezony jest fluorochrom
wigze si¢ do receptora sulfonylomocznika — podjednostki ATP-zaleznych kanatow
potasowych, ktore s3 zazwyczaj obecne w duzej liczbie na siateczce
endoplazmatycznej. Niska ekspresja receptoréw sulfonylomocznika w komorkach

réznego typu moze jednak stanowi¢ przeszkode¢ w procedurze barwienia.
Wigcej na: https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/mp12353.pdf
e lizosomow

Lyso-Tracker — fluorescencyjne zwigzki acidofilne
Wigcej na: https:/tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/mp07525.pdf
e blony komorkowej

barwnik DilC;s (1,1’-dioctadecyl-3,3,3°3 -tetrametylindokarbocyjanian perchloru)
krotka inkubacja np. 10-15 min

e przedzialow endosomow
barwnik DilC;s (1,1’-dioctadecyl-3,3,3’3’-tetrametylindokarbocyjanian perchloru)
kilkugodzinna inkubacja

Do wizualizacji DNA w komorkach zywych stosuje si¢ barwniki zdolne do penetracji bton
komoérkowych i wigzace si¢ bezposrednio z DNA:

Hoechst 33342 oraz Hoechst 33258 — zawierajace uklad bis-benzimidazolowy —
wigzace si¢ bardzo $cisle z DNA poprzez interkalacje w matym rowku (bruzdzie) helisy
DNA. Hoechst 33342, zawiera dodatkowa grupe etylowa, przez co jest bardziej lipofilny,
w zwigzku z czym lepiej przenika przez nienaruszone btony biologiczne. Z kolei Hoechst
33258 ma znaczaco mniejszg zdolnos¢ penetracji btony komorkowej, wiec jest czesciej
uzywany do barwien komorek utrwalonych, gdzie blona komoérkowa zostata naruszona.
Obydwa barwniki wzbudzane sg $wiattem UV (przy diugosci fali $wietlnej okoto
345 nm), maximum fluorescencji to ok. 485 nm (kolor niebiesko-fioletowy)

DAPI (4°,6-diamidinodihydrochloran-2-fenylindonu) - aromatyczna, heterocykliczna
amina stosowana jako barwnik fluorescencyjny silnie wigzacy si¢ do dwuniciowego
DNA poprzez interkalacje. DAPI jest wzbudzany $§wiatlem UV (max. absorpcji: 358 nm),
1 zwigzany do DNA ma maksimum emisji przy 461 nm (kolor niebiesko-fioletowy).
DAPI wiagze si¢ takze do RNA, jednak stabiej, a maksimum emisji DAPI zwigzanego
z RNA jest przesuni¢te do okoto 400 nm.

DRAQ5S™

1, 5— bis{[ 2-( di- methylamino) ethyl] amino}- 4, 8-dihydroxyanthracene-9, 10-dione —
barwnik o czerwonej fluorescencji wigzacy si¢ z DNA zywych, badz utrwalonych
komorek, 0 silnie zredukowanym efekcie fotoblaknigcia
http://www.cardoso-lab.org/publications/Martin_2005.pdf
http://www.abcam.com/ps/products/108/ab108410/documents/ab108410%20DRAQ5%2
0v2%20(Web).pdf
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Cel ¢wiczenia:
zapoznanie z budowg 1 zasadg dziatania mikroskopu fluorescencyjnego oraz
wykorzystaniem fluorescencji w badaniach biologii komorki;
praktyczne zapoznanie z metodami wizualizacji organelli w Zywych komoérkach
(w komorkach zwierzecych z hodowli in vitro) z wykorzystaniem barwnikow
fluorescencyjnych

Materialy:

Hodowle in vitro ssaczych komorek:

# prawidlowych (np. ludzkich fibroblastow skory (HSFs), ludzkich fibroblastow ptuc
(HLFs), komoérek nablonkowych ptuc (BEAS) ludzkich komérek nablonkowych
prostaty (PNT2), mysich fibroblastow (3T3))

# nowotworowych (np. komorek raka prostaty (DU-145); komorek szczurzego
migsakoraka (XC); mysich komoérek melanoma (B16)

Komorki zostaty wysiane na szkietka umieszczone w szalkach Petriego i rosng w
standardowych warunkach hodowli (odpowiednia pozywka, temp. 37°C, 5% CO,);

Pozywka hodowlana (bez czerwieni obojetnej) z dodatkiem ptodowej surowicy

bydlecej (FBS 5-10%) oraz antybiotykow (penicylina, streptomycyna);

Zbuforowany roztwor soli fizjologicznej (PBS) z jonami wapnia i magnezu

Fluorochromy do barwien przyzyciowych (roztwory wyjsciowe w PBS):
DilCis (0,9 mM)

Di0OCs (0,25 mg/ml)

Rodamina 123 (0,1 mg/ml)
Lyso - Tracer 99 (0,75 uM)
Hoechst 33342 (0,1 mg/ml)

Wykonanie ¢wiczenia:

Grupa ¢wiczeniowa dzieli si¢ na trzyosobowe zespoly.

Kazdy zespot otrzymuje 3 rézne typy komorek w ktorych wybarwi jeden wskazany
przez prowadzacego typ organelli komorkowej (btong komorkowa, siateczke
endoplazmatyczng, mitochondria, lizosomy) oraz jadra komérkowe (wg protokotow
podanych ponizej).

Kazda osoba z zespotu pracuje oddzielnie i w wybranych przez siebie komorkach
wybarwia wybrany przez grupe typ organelli komorkowej oraz jadra komorkowe,
wykorzystujac barwnik Hoechst 33342 oraz barwnik przyzyciowy odpowiedni do
wizualizacji danej organelli.

W trakcie zaje¢ kazda osoba indywidualnie przygotowuje raport z wykonywanego
¢wiczenia (wg wskazowek prowadzacego).

Nalezy obejrze¢ preparaty przygotowane przez wszystkich kolegdéw z zespotu
1 poréwna¢ wyglad 1 lokalizacj¢ wizualizowanej organelli wewnatrzkomorkowej w
komorkach réznego typu.
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RETIKULUM ENDOPLAZMATYCZNE

Barwienie przyzyciowe siateczki Srodplazmatycznej barwnikiem DiOC,
oraz jader komorkowych barwnikiem Hoechst 33342

1. Przygotowa¢ 1 ml roztworu barwnikoéw DiOCs (W stezeniu 2,5 ug/ml) oraz
Hoechst 33342 (w stezeniu 1 pg/ml) w cieptej pozywce hodowlane;j
(odpowiednio rozcienczy¢ przygotowane roztwory wyjsciowe podanych
barwnikow).

2. Wybra¢ do doswiadczenia jedng szalke z komorkami wysianymi na szkietku,
ogladna¢ komorki w odwréconym mikroskopie kontrastowo-fazowym.

3. Usunag¢ pozywke hodowlang z szalki, po czym natychmiast zala¢ komoérki 1ml
pozywki (o temp. 37°C) zawierajacej mieszaning barwnikow DiOCs i Hoechst
33342.

4. Szalke z komorkami umiesci¢ na 10 min w inkubatorze (37°C, 5% CO,)

5. Po zakonczonej inkubacji zla¢ pozywke z szalki, a szkietko z komorkami
przeptuka¢ delikatnie 3 razy PBS z jonami wapnia i magnezu (o temp. 37°C).

6. Do komory do barwien przyzyciowych nakropi¢ 30 mikrolitrow pozywki i
przetozy¢ szkietko z komorkami — komorkami do dotu — do komory.

7. Przygotowany preparat obejrze¢ w mikroskopie kontrastowo-fazowym.
Zamiesci¢ w raporcie krotki opis preparatu (widoczne organelle, rysunek, opis i
podpis).

8. Przelaczy¢ mikroskop do pracy w epi-fluorescencji (zmieni¢ obiektywy,
wlaczy¢ odpowiedni zestaw filtrow).

9. Obejrzec¢ preparat przy wzbudzeniu UV oraz §wiattem niebieskim. Porownaé
obrazy komorek w kontrascie-faz i w epi-fluorescencji. Okresli¢ % komorek
dzielacych si¢ oraz dokona¢ obserwacji komorek w roznych fazach mitozy.

10. Obserwacje oraz wszelkie uwagi do przygotowanych preparatéw (czyli tzw.
,»-dyskusje wynikow”) opisa¢ w raporcie z ¢wiczen.

11. Obejrze¢ preparaty przygotowane przez kolegdw z innych zespotéw wykonane
na komorkach tego samego typu, w ktorych wybarwiono inne organelle
komoérkowe.
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BLONA KOMORKOWA

Barwienie przyzyciowe blony komorkowej barwnikiem DilC,s
oraz jader komorkowych barwnikiem Hoechst 33342

. Przygotowa¢ 1 ml roztworu barwnika DilC;s o stezeniu 9uM, przez
rozcienczenie roztworu wyjsciowego (0,9 mM) pozywka hodowlang
(o temperaturze 37°C).

. Zla¢ pltyn hodowlany z otrzymanej szalki z komoérkami, doda¢ 1 ml wczesniej
przygotowanej pozywki z barwnikiem. Szalke umiesci¢ na 50 min w
inkubatorze (37°C, 5 % CO,).

. Po zadanym czasie inkubacji do szalki z komérkami, do pozywki zawierajacej
barwnik DilC,;s, doda¢ barwnik Hoechst 33342 w takiej objetosci, aby jego
stezenie koncowe w ptynie hodowlanym wyniosto 1 pg/ml, doktadnie
wymiesza¢ pozywke 1 szalke ponownie umiesci¢ na 10 min w inkubatorze.

. Po zakonczonej inkubacji szkietko z komodrkami 3x delikatnie przeptukac
cieplym PBS z jonami wapnia i magnezu.

. Do komory do barwien przyzyciowych nakropi¢ 30 mikrolitréw pozywki i
przetozy¢ szkietko z wybarwionymi komorkami — komoérkami do dotu — do
komory.

. Przygotowany preparat obejrze¢ w mikroskopie kontrastowo-fazowym.
Zamie$ci¢ w raporcie krotki opis preparatu (widoczne organelle, rysunek, opis 1
podpis).

. Przelaczy¢ mikroskop do pracy w epi-fluorescencji (zmieni¢ obiektywy,

wlaczy¢ odpowiedni zestaw filtréw).

. Obejrze¢ preparat przy wzbudzeniu UV oraz swiattem zielonym. Poréwnac
obrazy komorek w kontrascie-faz i w epi-fluorescencji. Okresli¢ % komorek
dzielacych si¢ oraz dokona¢ obserwacji komorek w r6znych fazach mitozy.

. Obserwacje oraz wszelkie uwagi do przygotowanych preparatow (czyli tzw.
,»-dyskusje wynikow’) opisa¢ w raporcie z ¢wiczen.

10.Obejrze¢ preparaty przygotowane przez kolegow z innych zespotow wykonane

na komorkach tego samego typu, w ktorych wybarwiono inne organelle
komorkowe.
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MITOCHONDRIA

Barwienie przyzyciowe mitochondriow Rodaming 123
oraz jader komorkowych barwnikiem Hoechst 33342

. Przygotowac¢ 1 ml roztworu Rodaminy 123 o stezeniu 1ug/ml pozywce
hodowlanej (o temp. 37°C).

. Wybra¢ do doswiadczenia jedng szalke z komdrkami wysianymi na szkietku,
ogladna¢ komorki w mikroskopie odwrdconym.

. Usuna¢ pozywke hodowlang z szalki, po czym natychmiast zala¢ komoérki 1ml
przygotowanego roztworu Rodaminy 123 (o temp. 37°C).

. Szalk¢ z komoérkami umiesci¢ na 50 min w inkubatorze (37°C, 5% CO,).

5. Po zadanym czasie inkubacji, do w szalki z komoérkami (do pozywki

zawierajacej Rodamine 123) doda¢ barwnika Hoechst 33342 w takiej ilosci,
aby jego stezenie w medium wyniosto 1 pg/ml, po czym pozywke doktadnie
wymieszac 1 szalke ponownie umiesci¢ w inkubatorze na 10 min.

. Po zakonczonej inkubacji zla¢ pozywke z szalki, a szkietko z komorkami
przeptuka¢ delikatnie 3 razy PBS z jonami wapnia 1 magnezu (o temp. 37°C).

. Do komory do barwien przyzyciowych nakropi¢ 30 mikrolitrow pozywki 1
przetozy¢ szkietko z wybarwionymi komoérkami — komoérkami do dotu — do
komory.

. Przygotowany preparat obejrze¢ w mikroskopie kontrastowo-fazowym.
Zamie$ci¢ w raporcie krotki opis preparatu (widoczne organelle, rysunek, opis 1
podpis).

. Przetaczy¢ mikroskop do pracy w epi-fluorescencji (zmieni¢ obiektywy,
wlaczy¢ odpowiedni zestaw filtrow).

10. Obejrze¢ preparat przy wzbudzeniu UV oraz $§wiatlem niebieskim. Porownaé

obrazy komorek w kontrascie-faz i w epi-fluorescencji. Okresli¢ % komorek
dzielacych si¢ oraz dokona¢ obserwacji komorek w réznych fazach mitozy.

11.Obserwacje oraz wszelkie uwagi do przygotowanych preparatow (czyli tzw.

,»dyskusje wynikow”) opisa¢ w raporcie z cwiczen.

12. Obejrze¢ preparaty przygotowane przez kolegdéw z innych zespotdw wykonane

na komorkach tego samego typu, w ktorych wybarwiono inne organelle
komorkowe.
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LIZOSOMY

Barwienie przyzyciowe lizosoméw barwnikiem Lyso-Tracer Red 99
oraz jader komorkowych barwnikiem Hoechst 33342

. Przygotowac¢ 1 ml roztworu barwnika Lyso-Tracer 99 o stezeniu 75nM, przez
rozcienczenie roztworu wyjsciowego (0,75 uM) ciepta pozywka hodowlang.

. Wybra¢ do dos$wiadczenia jedng szalke z komdorkami wysianymi na szkietku,
ogladna¢ komorki w mikroskopie odwrdconym.

. Usung¢ pozywke hodowlang z szalki, po czym natychmiast zala¢ komorki 1ml
przygotowanego roztworu barwnika Lyso-Tracer 99 (o temp. 37°C).

. Szalk¢ z komorkami umiesci¢ na 50 min w inkubatorze (37°C, 5% CO,).

. Po zadanym czasie inkubacji, do w szalki z komorkami (do pozywki
zawierajacej Lyso-Tracer 99) doda¢ barwnika Hoechst 33342 w takiej ilosci,
aby jego stezenie w medium wyniosto 1 pg/ml, po czym pozywke doktadnie
wymieszac¢ 1 szalke ponownie umiesci¢ w inkubatorze na 10 min.

. Po zakonczonej inkubacji zla¢ pozywke z szalki a szkietko z komérkami
przeptuka¢ delikatnie 3 razy PBS z jonami wapnia i magnezu (o temp. 37°C) .

. Wyczys$ci¢ komorg do ogladania zywych komorek 1 szkietko nakrywkowe.

Do komory do barwien przyzyciowych nakropi¢ 30 mikrolitrow pozywki 1
przetozy¢ szkietko z wybarwionymi komérkami — komoérkami do dotu — do
komory.

. Przygotowany preparat obejrze¢ w mikroskopie kontrastowo-fazowym.
Zamiesci¢ w raporcie krotki opis preparatu (widoczne organelle, rysunek, opis i
podpis).

10. Przetaczy¢ mikroskop do pracy w epi-fluorescencji (zmieni¢ obiektywy,

wlaczy¢ odpowiedni zestaw filtrow).

11. Obejrze¢ preparat przy wzbudzeniu UV oraz $wiatlem zielonym. Poréwnac

obrazy komorek w kontrascie-faz i w epi-fluorescencji. Okresli¢ % komorek
dzielacych si¢ oraz dokona¢ obserwacji komorek w réznych fazach mitozy.

12. Obserwacje oraz wszelkie uwagi do przygotowanych preparatow (czyli tzw.

,».dyskusje wynikéw”) opisa¢ w raporcie z ¢wiczen.

13. Obejrze¢ preparaty przygotowane przez kolegdéw z innych zespotdw wykonane

na komorkach tego samego typu, w ktorych wybarwiono inne organelle
komorkowe.
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Referat: Mikroskopia fluorescencyjna w badaniach struktury i funkcji komorek

Zakres materialu, jaki nalezy przygotowac¢ do ¢wiczen:
Budowa i zasada dziatania mikroskopu fluorescencyjnego (schematyczny rysunek)
Barwniki fluorescencyjne stosowane w biologii komorki
Zastosowanie fluorescencji w biologii komorki 1 diagnostyce klinicznej
Budowa 1 funkcje podstawowych organelli wewnatrzkomorkowych
Metody ,,przyzyciowej” wizualizacji w komorce poszczegdlnych organelli

Zalecana literatura:
B. Alberts i in.: Podstawy biologii komorki, PWN 2005, czgs$¢ druga [PL]
Rozdziat 15: Przedziaty wewnatrzkomoérkowe i transport
Wincenty M. Kilarski: Strukturalne podstawy biologii komorki, PWN 2013 [PL]
Rozdziaty: IV. Organizacja cytoplazmy
5.1. Uktad endosomowy 1 lizosomy (5.2)
6.1. Struktura mitochondriow
VIII. Cykl zyciowy komorki 1 jej podziat
G. Karp: Cell biology, Seventh Edition: International Student Version, Wiley [ENG]
Rozdziat 18.1: Methods in cell biology: the light microscope

Pomocne strony internetowe:
Mikroskopia fluorescencyjna w badaniach struktury i funkcji komorek [PL]:
http://bioinfo.mol.uj.edu.pl/articles/Kaluzny05
Introduction to fluorescence microscopy NIKON [ENGJ:
http://www.microscopyu.com/articles/fluorescence/fluorescenceintro.html
Fluorescence microscopy OLYMPUS [ENG]:
http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/fluorescence/fluorhome.html
Introduction to fluorescence microscopy ZEISS [ENG]:
http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/basics/fluorescence.html
Introduction to Live Cell Imaging Techniques NIKON [ENGJ:

http://www.microscopyu.com/articles/livecellimaging/

Ciekawe filmy i wizualizacje:

— Zobaczy¢ ukryte: Mikroskopia fluorescencyjna [PL]:
a) Jak dziata mikroskop fluorescencyjny?
http://scholaris.pl/resources/run/id/52154

Ekran interaktywny (przelaczanie stron w prawym gornym roku (a oraz b))
http://www.scholaris.pl/resources/run/id/58825

— Microscope working in animation [ENG]:
https://www.youtube.com/watch?v=PCJ13L jncMc¢

— Microscopy: Introduction to Fluorescence Microscopy (Nico Stuurman) [ENGJ:

https://www.youtube.com/watch?v=AhzhOzg¥Y oqw
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