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KOMORKI EUKARIOTYCZNE W MIKROSKOPIE SWIETLNYM
JASNEGO POLA I KONTRASTOWO-FAZOWYM; BARWIENIA
CYTOCHEMICZNE KOMOREK

Wstep

Mikroskopy $wietlne, ktore wykorzystuja $wiatto widzialne do o§wietlanie preparatow, sa
wcigz podstawowym narzedziem w badaniach biologii komorki. Mikroskop z optyka $wiatta
przechodzacego jasnego pola, ktdry teoretycznie umozliwia rozrdznianie szczegotow
preparatu wigkszych niz 200 nm niejednokrotnie nie daje mozliwosci praktycznej obserwacji
w preparatach biologicznych struktur tej wielkosci (a nawet wigkszych) ze wzgledu na zbyt
malg kontrastowo$¢ preparatow biologicznych, szczegdlnie komoérek zwierzecych. Komorki
(1 wigkszos¢ ich organelli) sg obiektami fazowymi, ktére nie wykazujg roznic w pochtanianiu
Swiatta, zatem za pomocg mikroskopu jasnego pola moga by¢ obserwowane tylko po
wcezesniejszym wybarwieniu. Opracowano szereg réznych metod cytochemicznego barwienia
komorek, ale zadna z nich nie jest dla komodrek obojetna, a wigkszo$¢ wymaga
wczesniejszego utrwalania, ktére prowadzi do $mierci komorek. Obserwacje zywych
komorek zwierzgcych w mikroskopie w §wietle przechodzacym stato si¢ mozliwe z chwilg
opracowania metody kontrastu-faz lub, p6zniej, kontrastu réoznicowo-interferencyjnego
Nomarskiego.

Cwiczenie ma na celu:

1) obserwacje obiektow biologicznych (komodrek zwierzecych i roslinnych) za pomoca
mikroskopu $wietlnego jasnego-pola oraz mikroskopu kontrastowo- fazowego, przy
zastosowaniu réznych powigkszen mikroskopu;

2) zapoznanie sie z wybranymi metodami utrwalania i barwienia komoérek zwierzecych
3) okreslanie rzeczywistych wymiarow obiektow biologicznych (komorek i organelli)

Czesé 1.

Obserwacije obiektow biologicznvch (komorek zwierzecvch i roslinnyvch

za pomoca mikroskopu Swietlnego jasnego-pola oraz mikroskopu
kontrastowo-fazowego

Material potrzebny do ¢wiczen:

Komorki zwierzece z hodowli in vitro:

komorki wysiane na szkietka nakrywkowe umieszczone w szalkach hodowlanych:
komorki prawidtowe: mysie fibroblasty 3T3
komorki nowotworowe: czerniaka mysiego B16 (melanoma B16)

Pozywka do hodowli fibroblastow 3T3;
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Modified Eagle Medium (MEM) z dodatkiem:
- 10% cielgcej surowicy ptodowej (FCS),
antybiotykow (100 i.u./ml penicyliny, 10 pg/ml streptomycyny)
Pozywka do hodowli komdrek melanoma B16
Modified Eagle Medium (MEM) z dodatkiem:
- 5% cielecej surowicy ptodowej (FCS)
- antybiotykow (100 i.u./ml penicyliny, 10 pg/ml streptomycyny)

Cebula

0,9% roztwér NaCl w wodzie

Wykonanie ¢wiczenia:

1) Przygotowaé mikroskop biologiczny do pracy w jasnym polu i technice kontrastu- faz
(wkreci¢ obiektywy o powigkszeniu 10, 20 1 40x do kontrastu fazowego).

2) Przygotowaé preparat zywych komorek zwierzecych (prawidlowych lub
nowotworowych) z hodowli in vitro
a) ogladna¢, w mikroskopie odwroconym komorki wysiane na szkietkach
nakrywkowych umieszczonych w szalkach hodowlanych:
komorki prawidlowe: mysie fibroblasty 3T3
oraz komoérki nowotworowe: czerniaka mysiego B16 (melanoma B16)
b) do przygotowania preparatu wybrac tylko 1 szalke z komorkami (zapisac jakiego typu
komorki beda ogladane)
¢) do komory do barwien przyzyciowych nakropi¢ 300 mikrolitréw cieptej pozywki
d) za pomocg szpatutki wyjac szkietko z komoérkami z szalki hodowlanej, przetozy¢ je do komory
(komoérkami do dotu!)
3) Ogladna¢ przygotowany preparat, uzywajac obiektywu 20x, w jasnym polu i kontrascie-
faz 1 poroéwnac¢ wyglad komorek w obu technikach
a) zwroci¢ uwage na ksztalt komoérek, obecnos¢ organelli, ruch cytoplazmy
b) poréwnac¢ wyglad i wielkos$¢ poszczegdlnych komoérek w calej populacji
¢) ogladna¢ preparaty z innymi komorkami (preparaty przygotowane przez kolegow z
innych zespotow) 1 poréwnaé morfologie roznych typéw komorek ssaka

4) Przygotowacd preparat ze skorki tuski okrywowej cebuli
a) wyczysci¢ starannie szkielko podstawowe i nakrywkowe
b) z cebuli wyja¢ jedng tuske 1 skalpelem wycia¢ z niej kwadracik o boku okoto 0,5cm
¢) zapomocy pgsety zdja¢ skorke z tuski cebuli 1 przeniesé na szkietko podstawowe do
kropli soli fizjologiczne;.
d) preparat przykry¢ szkietkiem nakrywkowym (uwazac, aby w preparacie nie bylo
pecherzykdéw powietrza)
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5) Ogladna¢ przygotowany preparat w jasnym polu, a nastepnie ogladnaé ten sam preparat
w kontrascie-faz , uzywajac kolejno obiektywow 20x i1 40x, i porowna¢ wyglad komorek
skorki tuski okrywowej cebuli w obu technikach
a) zwroci¢ uwage na ksztalt komoérek, obecnos¢ organelli, ruch cytoplazmy
b) zmierzy¢ wielkos$¢ (dlugosc¢ 1 szerokos¢) wybranej komorki wykorzystujac okular
pomiarowy, ktorego warto$¢ mikrometryczna zostata wczesniej zmierzona (patrz
czesé 3). Wykona¢ pomiary wielko$ci tej samej komorki stosujac rozne powigkszenia
obrazu mikroskopowego, uzywajac kolejno obiektywdéw o powigkszeniu 10x, 20x
oraz 40x.

¢) porownac otrzymane warto$ci wielkosci wybranej komorki i1 przeprowadzi¢ analize
btedéw pomiarowych.

czeS¢ 2.
Utrwalanie i barwienie komorek zwierzecych wg metody Pena.

Material potrzebny do ¢wiczen:
Komorki zwierzece z hodowli in vitro (jak w czesci 1)

Roztwory do utrwalania i barwienia:

PBS — zbuforowany roztwor soli fizjologicznej nie zawierajacy soli wapnia i magnezu
Roztwor utrwalajgcey:
- 3,7% roztwor formaldehydu w PBS
Roztwor ekstrahujgcey:
- Triton X-100 : H,O dest : glicerol ( w stosunku 1:2:36)
Roztwor barwigey (wg Pena):
- 200 mg Coomassie Brilliant Blue R250 (btekit Coomassie)
- 45ml metanolu
- 45ml wody destylowane;j
- 7ml kwasu octowego

Wykonanie ¢wiczenia:

1) Wybra¢ do barwienia ten sam typ komorek co uprzednio do przygotowania preparatow
mikroskopowych do ogladania przyzyciowego komorek (komoérki rosng w odpowiedniej
pozywce na szkietkach nakrywkowych umieszczonych w szalkach hodowlanych).

2) Zla¢ pozywke znad komorek i przeptukaé szkietko 3 razy roztworem PBS o temp. 37°C.

3) Zala¢ komorki 3.7% roztworem formaldehydu w PBS o temp. 37°C i utrwala¢ komorki
przez 15 min w cieplarce.

Zla¢ utrwalacz znad komorek i przeptuka¢ szkietko 2 razy roztworem PBS.

4) Komorki na szkietku wybarwi¢ wg metody Pena:

- Zala¢ komorki roztworem ekstrahujacym i pozostawic¢ na 15 min w temperaturze
pokojowej. Zla¢ roztwor ekstrahujacy znad komorek 1 przeptukaé szkietko 3 razy H,O
destylowana.

- Zala¢ komorki roztworem barwigcym Pena na 90 sekund (w temperaturze pokojowej).
- Zla¢ roztwor barwnika znad komorek 1 przeptukac¢ szkietko 5 razy H,O destylowang.
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5) Wyeczysci¢ szkietko podstawowe 1 nakropi¢ na nie 20ul H,O destylowane;.

Na kropl¢ wody natozy¢ szkietko z wybarwionymi komoérkami (komoérkami do dotu) i1
lekko osuszy¢ brzegi szkietka bibuta.

6) Przygotowany preparat ogladna¢ w mikroskopie biologicznym przygotowanym do pracy
w jasnym polu. Ogladna¢ komorki pod ré6znymi powigkszeniami.

7) Porownac obrazy komorek (tego samego rodzaju) utrwalonych i wybarwionych oraz
wcezesniej ogladanych komoérek zywych. Czy mozna zaobserwowac rdznice, a jesli tak to
jakie?

8) Korzystajac z preparatu wybarwionych, wybranych komoérek mysich zmierzy¢ dtugosé i
szerokos¢ lub $rednice (zaleznie od ksztaltu komorek) 10 losowo wybranych komorek
oraz §rednice jader w tych komoérkach. Pomiaréw dokona¢ wykorzystujac okular
pomiarowy, ktérego warto$¢ mikrometryczna zostala wezesniej zmierzona (patrz czesé
3). Zaleca sie uzycie obiektywu o powigkszeniu 20x.

Obliczy¢ $rednig wielko$¢ ogladanych komoérek mysich oraz srednig wielkos¢ jader
komorkowych (wartosci poda¢ w mikrometrach).

9) Poréwnac szacunkowe wielko$ci badanych komorek ssaka 1 komoérek cebuli.

Czes¢ 3.
OkreSlanie rzeczywistych wymiarow obiektéow biologicznych

Material potrzebny do ¢wiczen:

mikroskopowy okular pomiarowy
szkietko mikrometryczne

Wykonanie ¢wiczenia:

Wyznaczenie wartosci mikrometrycznej okularu pomiarowego:

1) Umiesci¢ na stoliku mikroskopu szkietko mikrometryczne i znalez¢ jego obraz w
mikroskopie (w jasnym polu), przy uzyciu obiektywu o powigkszeniu 10x.

2) Do nasadki okularowej, w miejscu jednego z normalnych okularéw mikroskopu wtozy¢
okular pomiarowy; znalez¢ ostry obraz skali okularu pomiarowego poprzez przekrecenie
wewnetrznej czesci okularu pomiarowego przy unieruchomionej obudowie okularu.

3) Przekreci¢ okular pomiarowy tak, aby obie skale (okularu i szkietka mikrometrycznego)
byty wzgledem siebie rownolegte.

4) Przesuwajac stolik mikroskopu ustawi¢ obraz skali szkietka mikrometrycznego tak, aby
»zerowa” dziatka szkietka pokrywala si¢ z ,,zerowg” dziatkg okularu pomiarowego.

5) Nastepnie znalez¢ kolejne miejsce, w ktorym dziatki obu skal si¢ pokrywaja 1 zapisaé
ktora jest to dziatka okularu pomiarowego i ilu mikrometrom odpowiada.

6) Wyliczy¢ warto$¢ mikrometryczng okularu pomiarowego dla obiektywu o powiekszeniu
10x.

7) Wykona¢ analogiczne pomiary wartosci mikrometrycznych okularu pomiarowego dla
obiektywow o powigkszeniu 20x i 40x (punkty od 3 do 6).

Zakres materialu, ktory nalezy przygotowac do ¢wiczen:
- Zastosowania mikroskopu $wietlnego jasnego pola oraz kontrastowo-fazowego w badaniach
biologii komorki
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- Mozliwosci wizualizacji struktury wewnatrzkomoérkowej komorek eukariotycznych w
mikroskopie jasnego-pola i kontrastowo-fazowym

- Utrwalanie i1 barwienie komorek zwierzecych: r6zne metody, ich zalety i1 ograniczenia
- Okreslanie rzeczywistych wymiaréw obiektéw biologicznych

Zalecana literatura:

B. Alberts i in.: Podstawy biologii komorki, PWN 2005, cze$¢ pierwsza, panel 1-1

M. Pluta: Mikroskopia optyczna. Mikroskopia fazowo-kontrastowa

E. Kurczynska i D. Borowska-Wykret: Mikroskopia §wietlna w badaniach komorki roslinne;,
rozdzialy 213

6 Biochemia





