Rejestracja i analiza migracji komórek zwierzęcych. Rola kinazy 

białkowej C w regulacji aktywności komórek zwierzęcych
PRAKTIKUM Z BIOLOGII KOMÓRKI (BT206) 

Kinaza białkowa C (PKC) należy do grupy kinaz serynowo-treoninowych i zaangażowana jest w regulację wielu procesów biologicznych, takich jak proliferacja, różnicowanie, ekspresja genów, promocja nowotworów, migracja komórek i komunikacja międzykomórkowa przez złącza szczelinowe. Dotychczas zidentyfikowano przynajmniej 12 izoform PKC. Fizjologicznym aktywatorem PKC jest diacylglicerol (DAG), jednak aktywność tego enzymu zależy także od obecności jonów wapnia i zdolności do wiązania estrów forbolu (niefizjologicznych aktywatorów PKC), mogących w niektórych wypadkach zastępować DAG, dlatego też  izoformy PKC sklasyfikowano  ze względu na sposób ich aktywacji i  podzielono na trzy rodziny:

· PKC klasyczne (α, β I, β II, γ) zależne od DAG, fosfatydyloseryny, estrów forbolu, i jonów wapnia 

· PKC nowe (δ, ε, η, θ) zależne od DAG, fosfatydyloseryny i estrów forbolu, ale niezależne od jonów wapnia 

· PKC nietypowe (ζ, λ, μ, ι) zależne od fosfatydyloseryny, ale niezależne od DAG, estrów forbolu i jonów wapnia. 
PKC zaangażowana jest w regulację licznych procesów, w tym w regulację migracji komórek zarówno prawidłowych, jak i nowotworowych. Wpływ PKC na morfologię i aktywność ruchową zależy od typu komórek, z reguły jednak w wyniku aktywacji PKC następuje stymulacja ich migracji. Reakcję taką zaobserwowano m.in. w przypadku fibroblastów, komórek raka sutka MCF-7, szczurzego glejaka, wątrobiaka HepG2 i komórek włókniako-mięsaka HT1080. Istnieje jednak grupa komórek, a wśród nich neutrofile, keratynocyty i komórki szczurzego mięsakoraka Walkera WC256, które pod wpływem działania estru forbolu PMA, powszechnie znanego aktywatora PKC, tracą polaryzację kształtu, a ich migracja ulega zahamowaniu.
Liczne badania wykazały, że zmiany morfologii i ruchliwości komórek pod wpływem aktywacji PKC są wynikiem, przynajmniej  częściowo:
a) bezpośredniej fosforylacji białek regulujących organizację cytoszkieletu

b)  regulacji aktywności białek adhezyjnych, przede wszystkim integryn
c)  regulacji sygnalizacji komórkowej, zapoczątkowanej związaniem się tych białek z cząsteczkami macierzy zewnątrzkomórkowej
d) regulacji aktywności małych białek G
e) wpływu na kontakty komórka-komórka
Wykonanie ćwiczenia:

1. Do komórek HEK293 wysianych 16 godzin przed doświadczeniem w gęstości 400 000 na naczynie dodaj PMA.

W naczyniu hodowlanym znajduje się 5 ml pożywki. Ponieważ PMA należy zawiesić w 500 l pożywki i następnie dodać do pożywki znajdującej się w naczyniu hodowlanym należy obliczyć jaką objętość PMA należy pobrać z roztworu PMA o stężeniu 1g/100l (M. cz. PMA= 617),  aby jego końcowe stężenie w naczyniu hodowlanym wynosiło 10 nM.

2. Rozpocznij nagrywanie ruchu  komórek (mikroskop Olympus, pow. 10x, temp. 37(C) przy użyciu programu DLTCamViewer:

a) Wybierz typ kamery: DLTA05100CHOSAPU3 (USB 2.0)
b) Rozwiń okno PRZECHWYĆ i wybierz ROZPOCZNIJ ZAPIS POKLATKOWY (AUTOMATYCZNE PRZECHWYTYWANIE)
c) Wybierz KATALOG: C\USERS\U\DESKTOP\PRACTICUM-JS, FORMAT NAZWY: mm (sekwencja), w oknie PREFIX wpisz NAZWĘ NAGRYWANEGO FILMU, a następnie CZAS ODSTĘPU (SEKUNDY): 150 I CAŁKOWITA LICZBA ZDJĘĆ: 30 i zapisz
Po zakończeniu zbierania sekwencji obrazów utwórz z nich film w programie ImageJ
a) w oknie FILE wybierz IMPORT i wybierz właściwy katalog plik
b) zaznacz pierwsze zdjęcie i otwórz 
c) po pojawieniu się okna Sequence option kliknij ok.

d) po zakończeniu tworzenia filmu w oknie AviReader kliknij ok
e) oglądnij zarejestrowany film

 Ilościowa analiza migracji komórek z wykorzystaniem programu Hiro: 
f) Utworzyć nowy projekt: File->New->New Project, następnie nadać mu nazwę i odnaleźć folder, w którym zapisywane były kolejne klatki nagrywanego filmu
g) w tym projekcie utworzyć New Condition (klikając prawym przyciskiem myszy) i nadać mu nazwę
h) klikając prawym przyciskiem myszy utworzyć New Movie, a następnie otworzyć folder w którym zapisywane były kolejne klatki nagrywanego filmu
i) zaznaczyć kolejne klatki (zdjęcia w formie JPG)  filmu (używając klawisza Shift i lewego przycisku myszy,) a następnie przenieść je do prawego okna, nazwać film, a w oknie Movie duration wpisać czas trwania analizowanego filmu (w minutach) 
j) Klikając prawym przyciskiem myszy uaktywnić opcję Analyze movie, co umożliwi wczytanie filmu
k) Kliknąć na przycisk New Cell (dolny panel, pierwszy kwadrat z lewej strony) i zaznaczyć na filmie analizowaną komórkę, po czym przy użyciu myszy zaznaczać kolejne położenia centroidu migrującej komórki
l) Po wprowadzeniu określonej ilości punktów,  czynności powtórzyc wybierając kolejną komórkę jak w punkcie poprzednim, czyli  kliknąć na przycisk New Cell (dolny panel, pierwszy kwadrat z lewej strony) i zaznaczyć na filmie analizowaną komórkę, po czym przy użyciu myszy zaznaczać kolejne położenia centroidu migrującej komórki
m) Zapisać
n) Kliknąć na Project, następnie na nazwę filmu, a następnie Movie Results.
Ćwiczenie ma na celu 

1. Zapoznanie się z wybranymi mechanizmami regulacji ruchu komórek zwierzęcych 

2. Zapoznanie się z metodami rejestracji i analizy ruchów komórek
Zagadnienia:

1. Aktywność ruchowa komórek niemięśniowych 

2. Udział kinazy białkowej C w przekazywaniu sygnału w komórce 

3. Wpływ estrów forbolu na aktywność ruchową komórek 
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