BIOLOGIA KOMORKI

Podstawy mikroskopii fluorescencyjnej - czes¢ 2
Budowa i funkcje cytoszkieletu - barwienie filamentow
aktynowych
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Wstep

Cytoszkielet aktynowy zbudowany jest z filamentéw aktynowych, o srednicy okoto 6 nm i
dzieki taczeniu si¢ mikrofilamentéw z wieloma biatkami wigzacymi aktyne

tworzy w komorkach réznorodne formy (ztozone uktady wigzek lub sieci) takie jak
kortykalna sie¢ aktynowa, wtdkna naprezeniowe wewnatrz cytoplazmy, pierscien kurczliwy
formowany podczas cytokinezy, wypustki powierzchniowe (lamellipodia , filopodia,
pofatdowania bton). Dynamiczny cytoszkielet aktynowy umozliwia komorce petnienie
r6znorodnych funkcji takich jak: migracja, zmiana ksztattu, skurcz komérek migesniowych,
cytokineza, endo- i egzocytoza. Ciggte przeobrazenia cytoszkieletu aktynowego sa
kontrolowane przez komorkg, a nadrzedna role w kontroli tych zjawisk petni rodzina biatek
Rho, nalezaca do nadrodziny matych biatek G.

Cel ¢wiczenia

Cwiczenie ma na celu wizualizacje cytoszkieletu aktynowego w komorkach prawidtowych
(fibroblasty skory ludzkiej lub ludzkie fibroblasty ptucne) z hodowli in vitro . W tym celu
nalezy w utrwalonych komdrkach wybarwic¢ filamenty aktynowe znakowana fluorescencyjnie
falloidyna. Wybarwione komorki nalezy ogladnaé¢ w mikroskopie fluorescencyjnym.
Falloidyna jest silng toksyna wytwarzang przez muchomora sromotnikowego (Amanita
phalloides), ktora zaréwno in vivo jak i in vitro wigze si¢ z aktyng powodujac stabilizacje F-
aktyny, takze we wigzkach tworzacych wtokna naprezeniowe. Znakowana falloidyna
(zazwyczaj fluorescencyjnie) jest zwigzkiem uzywanym powszechnie do wykrywania F-
aktyny w komdrkach i to nie tylko do wizualizacji organizacji cytoszkieletu aktynowego, ale
rowniez do pomiarow ilosciowych zawartosci F-aktyny w komaorkach w hodowli in vitro, na
skrawkach tkankowych oraz w ekstraktach komdrkowych. Znakowana falloidyna ma takie
samo powinowactwo do krotkich jak i dtugich mikrofilamentow, gdyz w przyblizeniu wigze
si¢ z aktyna w stosunku stechiometrycznym 1 : 1 (1 czasteczka falloidyny na 1 czasteczke
aktyny w filamencie aktynowym), zarébwno w migs$niach jak i w komorkach niemiesniowych
roznych gatunkéw zwierzat i roslin.

Wykonanie éwiczenia:

1. Ogladna¢, w mikroskopie odwroconym, komorki wysiane na szkietkach w szalkach
hodowlanych (fibroblasty skory ludzkiej lub ludzkie fibroblasty ptucne - komorki
prawidlowe).

2. Wybra¢ do barwienia cytoszkieletu aktynowego 1 szalke ze szkietkiem z komérkami.

3. Zla¢ pozywke hodowlang znad komorek i przeptukaé szkietko 3 razy roztworem PBS bez
jonéw Ca*i Mg*, o temp. 37°C.

4. Zala¢ komorki 3.7% roztworem formaldehydu w PBS o temp.37°C i utrwala¢ je przez 10
min w cieplarce.

5. Zla¢ utrwalacz znad komorek i przeptuka¢ szkietko 3 razy roztworem PBS.

6. Zala¢ komorki 0.1% roztworem Tritonu X-100 i pozostawi¢ na 5 min w temp.
pokojowe;j.
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7. Zla¢ Triton X-100 znad komorek i przeptukaé szkietko 3 razy PBS.

8. Wyjac¢ szkielko z szalki i przetozy¢ na suche wieczko (pamigtajac, aby komorki
znajdowaly si¢ na gorze szkietka) i osuszy¢ brzegi szkietka bibulg, a nastepnie nakropic¢
na szkietko 20ul roztworu falloidyny znakowanej TRITC (izotiocyjanianem rodaminy) 0
stezeniu 500ng/ml falloidyny-AlexaFluor 546 (1jedn,/200 ul).

9. Barwi¢ komorki w ciemnosci przez 30-45minut (CZAS NA PRELEKCIJE). w temp.
pokojowej, w szalkach wytozonych wilgotng wata, aby krople barwnika nie wysychaty.

10. Mikropipeta zdja¢ krople barwnika ze szkietka i starannie przeptuka¢ komorki 3 razy
woda
destylowana.

11. Wyczysci¢ szkietko podstawowe i nakropi¢ na nie 20ul wody destylowanej. Na krople
wody natozy¢ szkietko z wybarwionymi komoérkami (komdrkami do dotu), osuszy¢ brzegi
szkietka bibulg i oklei¢ je lakierem do paznokci.

12. Tak przygotowane preparaty ogladna¢ w mikroskopie kontrastowo-fazowym z
przystawka do epifluorescencji: zestaw filtrow ,,4” ( $wiatto wzbudzajace: max 554 nm, a
emisja: max 576 nm).

13. Poréwna¢ obrazy wybarwionych komérek w mikroskopie kontrastowo- fazowym
oraz w mikroskopie fluorescencyjnym.

Zakres materialu, ktory nalezy przygotowaé do ¢wiczen:

Cytoszkielet aktynowy c.d.:

1) Organizacja cytoszkieletu aktynowego w migsniach i komorkach niemiesniowych
2) Funkcje cytoszkieletu aktynowego w komoérkach niemigsniowych

3) Mechanizm skurczu miesni pragzkowanych

4) Biatka motoryczne zwigzane z filamentami aktynowymi

5) Rola matych biatek G w regulacji cytoszkieletu aktynowego
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