METODY BADANIA
KOMOREK I TKANEK




HISTORIA

-1895 — hodowla ptytki nerwowej zarodka kurczecia w cieptym
roztworze soli fizjologicznej (Wilhelm Roux)
-1907 - hodowla cewy nerwowej zaby w skrzepie zabiej limfy.
Wyrastanie wypustek z komorek nerwowych (Ross Harrison).
-optymalizacja warunkow hodowli poprzez stosowanie roznych
srodowisk hodowlanych (osocza, surowicy, wyciggu z zarodkow
kurczat) i okreslanie potrzeb komorek w zakresie cisnienia
osmotycznego, pH, zapotrzebowania na sole (Burrows, Carrel,
- Ebeling, Lewis).

Wilhelm Roux
(1850 —1924)

Ross Granville Harrison
(1870 —1959)




HISTORIA

lata 20 XX wieku — hodowle tkanek zarodkowych.
Zaobserwowano zdolnos¢ komoérek do roznicowania. Hodowla
w skrzepie w szkietku zegarkowym — hodowla narzgdowa.
-lata 40 XX wieku — pierwsze sztuczne pozywki zawierajgce
sole mineralne, aminokwasy, witaminy.

-1952 — zastosowanie trypsyny jako czynnika rozdzielajgcego
tkanke na pojedyncze komorki i umozliwiajgcy oddzielanie ich
od szkta (Moscona H, Moscona A)
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-oprzyrzgdowanie laboratoriow umozliwia zachowanie
jatowosci hodowli




-wprowadzenie plastikowych
naczyn jednorazowych, o
odpowiednio przygotowanej
powierzchni

-wykorzystywanie czynnikow wzrostowych dla uzyskania
proliferacji i wzrostu roznych typow komorek

-wyprowadzenie licznych statych linii komérW
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LASTOSOWANIA HODOWLI

. Badania podstawowe In vitro
. Diagnostyka

. Produkcja szczepionek (polio, odra, swinka, rézyczka)

4. Produkcja enzymow, hormonow, cytokin
. Produkcja przeciwciat monoklonalnych

. Uzyskiwanie komorek do przeszczepow

e



Hodowla tkanek - badanie komorek, tkanek i narzgdow
przetrzymywanych lub rosngcych in vitro
ponad 24 godziny (ponizej 24h — inkubacja)

Hodowla pierwotna - hodowla wyprowadzona z komorek, tkanek
lub narzgdow pobranych bezposrednio
Z organizmu

Linia komorkowa- powstaje z hodowli pierwotnej po zatozeniu
pierwszej podhodowli (po pierwszym pasazu).

Ustalona linia komorkowa — linia, ktorg mozna pasazowac

dowolnie dtugo (nieéw



LINIE KOMORKOWE

DIPLOIDALNA LINIA KOMORKOWA
linia, w ktorej przynajmniej 75% komorek ma taki sam kariotyp
Jak prawidtowe komorki somatyczne gatunku, z ktorego
wyprowadzono hodowle

HETEROPLOIDALNA LINIA KOMORKOWA
linia komorkowa, w ktorej mniej niz 75% komorek

ma diploidalny kariotyp



Definicje cd.

CZAS PODWOJENIA POPULACJI
odstep czasu, w ktorym liczba komorek podwaja sie

TRANSFORMACJA KOMOREK
zmiana komorek prawidtowych w komorki nowotworowe,
spowodowana wprowadzeniem nowego materiatu
genetycznego lub mutacja.

WZROST HODOWLI
zwiekszanie sie masy komorek (dawniej okreslenie to dotyczyto
zwiekszania sie ich liczby)

PROLIFERACJA, ROZMNAZANIE
zwiekszanie sie liczby komorek w hodowli



POZYWKI HODOWLANE

1. Odpowiednie cisnienie osmotyczne 340 + 5 mOsm/Kg H,O
| pH w zakresie do 7,2 do 7,4.




INKUBATOR

Zapewnia optymalng
temperature,
wilgotnosc, stezenie
dwutlenku wegla |
tlenu.




ZOLACJA KOMOREK LUB ICH ZESPOLOW

1. Hodowanie w naczyniu eksplantatu (wyosobnionego fragmentu
tkanki lub narzadu) przez czas konieczny do wypetzniecia z niego
komorek.




IZOLACJA KOMOREK LUB ICH ZESPOY.OW

Rozdzielenie eksplantatu na pojedyncze komorki metodag
enzymatyczna:

a) gdy mato substancji miedzykomaorkowej np. tkanki ptodowe
— trypsyng

b) gdy duzo substancji miedzykomoérkowej np. chrzgstka —
kolagenazg z dodatkiem deoksyrybonukleazy
Rozdzielenie explantatu na wieksze fragmenty np. uzyskanie
pecherzykow tarczycy lub wysepek trzustkowych — kolagenazg

Isolation and culture of the islets of Langerhans
of the guinea pig.

Stanislaw Moskalewski Department of
Histology and Embryology, Medical University
of Warsaw

General and Comparative Endocrinology 1965;
44(3):342-53. DOI: 10.1016/0016-
6480(65)90059-6
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1IZOLACJA KOMOREK LUB ICH ZESPOrOW

Rozdzielanie heterogennej populacji komorek np. komorek krwi:
Przez wirowanie w gradiencie gestosci — komorki rozdzielane
zgodnie ze statg sedymentac;i

Krew zmieszang z antykoagulantem, rozcienczong 1 : 1,
nawarstwiong na wodny roztwor obojetnego, rozgatezionego,
wysokoczgsteczkowego polisacharydu (gestosc¢ 1.075g/ml
poddawano wirowaniu.

Przed wirowaniem Po wirowaniu

Osocze

PBMCs (interphase)

Ficoll

Ficoll Granulocyty

RBCs




FIBROBLASTY W HODOWLI




ZAHAMOWANIE KONTAKTOWE

zjawisko hamowania podziatow komorek przy zetknieciu sie komorek ze
sobg; obserwowane w hodowlach komoérkowych prowadzonych na
podtozach statych; rezultatem jest hodowla sktadajgca sie z jednej
warstwy komaorek stykajacych sie z podtozem. W tym punkcie
prawidtowe komorki przestajg sie dzielic.

KONTAKTINHIBINA — glikoproteina wystepujgca w btonie komorek

CIR — receptor dla kontaktinhibiny

Potgczenie receptora z ligandem powoduje zmiany w uktadzie kinaz
zaleznych od cyklin (brak aktywnosci kompleksu CDK4 z cykling D), co
prowadzi do zahamowania podziatow komaorkowych.



pozywka

e e e

dno ptyiki

-

i

komorki
prawidtowe
(diploidalne)

I komorki
| nowotworowe
' (hetero-

ploidalne)

ZAHAMOWAMIE KONTAKTOWE — KOMORKI DIPLO- | HETEROPLOIDALNE




LICZBA PODWOJEN POPULACJI

Ludzkie prawidtowe \
fibroblasty mtodego '
osobnika w hodowli
przechodzg kilkadziesiat
podwojen populacji (50-
60) — limit Hayflicka

Profesor
Leonard Hayflick
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TELOMERY

Chromosomy liniowe sg mniej stabilne niz koliste, ale warunkujg
réznorodnosc¢ genetyczng zyjgcych organizmow (rekombinacije).

Jednak konce 3’ oraz 5’ sg podatne na dziatanie enzymow
degradujacych DNA, a takze chromosomy liniowe mogg ulegac fuzji.

Uszkodzeniom chromosomow zapobiegajg — TELOMERY-
powtarzajgce sie sekwencje niekodujgcego DNA (TTAGGG) wraz
z biatkami zlokalizowane na koncach chromosomow.

Podczas kazdego cyklu replikacyjnego komaorka traci 50-200 bp
telomerowego DNA.

Gdy telomery osiagng krytyczng diugos¢ — ETAP STARZENIA
KOMORKI (zahamowanie cyklu komorkowego zalezne od biatka

pS3)



e = Problem replikacji
i koncow - utrata
telomerowego DNA

podczas replikacii

Polimeraza DNA moze czytac i
syntetyzowacC DNA tylko w
jednym kierunku, zaczynajgc od
startera.




wzgledna liczba komorek

Liczba podwojen populacji

Faza lll

Faza ll

Hodowla pierwotna
Faza |

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

miesigce



Maksymalna dtugosc¢ zycia (w latach)
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BADANIE KOMOREK | TKANEK

Lo nozna badadé?

Budowe komoérek/tkanek Mikroskop Swietlny/elektronowy




HISTORIA

MIKROSKOP:

JEDNO Z
NAJWCZESNIEJSZYCH
NARZEDZI WCZESNYCH
BIOLOGOW KOMORKI

Pierwsze mikroskopy
optyczne Zachariasz i
Hans Janssen -
Holandia. Antonie van
Leeuwenhoek
udoskonalit konstrukcje
mikroskopow i rozwinat
ich produkcje w XVII
wieku. Obserwowat zywe
komorki — plemniki,
pierwotniaki, erytrocyty.

1S,

Wczesny mikroskop




CYTO- | HISTOCHEMIA

(wykrywanie zwigzkéw chemicznych wystepujacych w

komérkach, tkankach i w substancji miedzykomorkowej)

-BARWNE REAKCJE HISTOCHEMICZNE

-AUTORADIOGRAFIA @

-IMMUNOHISTOCHEMIA



REAKCJA P.A.S (Periodic acid=Schiff )-
WYKRYWANIE WIELOCUKROW

WIELOCUKRY

KWAS
v NADJODOWY

(utlenianie grup glikolowych)

GRUPY ALDEHYDOWE

M ODCZYNNIK SCHIFFA

(bezbarwna fuksyna zasadowa)

(GLIKOGENOZY, NOWOTWORY)Y
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HISTOENZYMOLOGIA
ENZYM

(np. fosfataza zasadowa,

dehydrogeneza kwasu bursztynowego)

! ]

SUBSTRAT

! ]

PRODUKT

1 ZWIAZEK POSREDNI

STRAT



FOSFORAN Beta-NAFTYLU

e FOSFATAZA ZASADOWA

Beta-NAFTOL

BARWNIK DWUAZOWY
_

BARWNY KOMPLEKS

(GUZY WYWODZACE SIE Z TROFOBLASTU,
PRZERZUTY RAKA GRUCZOtU KROKOWEGO)



Kanaliki blizsze nerki wykazujgce aktywnos¢ fosfatazy zasadowe;




AUTORADIOGRAFIA

Promieniowanie uderza w ziarna srebra w emulsji | ujawnia je.
Powstanie obrazu utajonego; srebro metaliczne

Ekspozycja emuls;ji
na promieniowanie * * i%

(AgBr w zelatynie) .

Inkubowanie tkanki z
Izotopem

Obrobka fotograficzna przetwarza obraz utajony w obraz widzialny.
Nad miejscem preparatu gdzie w tkance wbudowany byt izotop
widoczne sg czarne ziarna srebra.




TARCZYCA - jod13t



IMMUNOHRISTOCHEMIA

Wykrywanie antygenow obecnych w komorkach i tkankach
Za pomocy przeciwciat:

monoklonalnych i poliklonalnych

Different ~
antigenic

F(ab)2 determinants&\

Antigen —i

e




METODY ZNAKOWANIA PRZECIWCIAL

- FLUOROCHROMY (np. pochodne fluoresceiny)

- METALE (np. ferrytyna; ztoto koloidalne)

- 1ZOTOPY (np. 3H:; 1253; 35p; 14C)

- ENZYMY (np. fosfataza zasadowa, peroksydaza)



IMMUNOHISTOCHEMIA

_METODA BEZPOSRENIA

-Z uzyciem pierwotnego przeciwciata

_METODA POSREDNIA

-z uzyciem dalszych przeciwciat



IMMUNODETEKCJA
BEZPOSREDNIA

Marker

Pierwotne przeciwciato

n Antygen



IMMUNODETEKCJA
POSREDNIA

Marker

Wtbrne przeciwciato

Pierwotne przeciwciato

Q Antygen /



IMMUNODETEKCJA POSREDNIA

e

streptawidyna
lub awidyna

Biotynylowane

wtorne
przeciwciato

Pierwotne przeciwciatc

n n antygen-




PEROKSYDAZA

SUBSTRAT H,O,

Dwuaminobenzydyna
(DAB)

(chromogen, donor
wodoru)

Utlenienie

Wykrywanie desminy w komdrkach
BRUNATNY STRAT miesni szkieletowych



MIKROTUBULE - APARAT GOLGPEGO" -




Lo jeszeze mozemy zbadad?

Hodowla

komorek/tkanek Mikroskop odwrocony

Hodowla komorek nabtonka nerki
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CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA

Flow Cytometry

Hydrodynamic Focusing
Cells pass through in 'single file'

Fluorescence emitted from
stained cells detected

Forward and side scattered
) light from all cells detected

Laser light source

Cytometr przeptywowy jest
wyposazony w system
pomiarowy, system
optyczny (lampy, lasery),
system detekcji sygnatu
oraz oprogramowanie
umozliwiajgce
przeksztatcenie ugiecia
promienia swiatta forward-
scattered light (FSC) i jego
rozproszenia side scattered
light (SSC), a takze sygnatu
z fluorescencji w impulsy
elektryczne.

Komorki pojedynczo przechodzg przez wigzke swiatta lasera



CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA

side scatter delecior

A 4
J ,-""
e FSC — Forward-scattered

[T
~ B

light source . - }

forward scatier detector

light (ugiecie wigzki) jest
proporcjonalne do rozmiaru
| pola powierzchni komorki.

SSC - Side-scattered light
(rozproszenie) jest
proporcjonalne do ilosci
ziarnistosci, pecherzykow i
komplikacji uktadu bton

Ludzkie leukocyty krwi obwodowe] wewnatrzkomorkowych.
FSC/SSC.




CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA

Leukocyty krwi obwodowe]

dwog 607 6A9-3d ¥109

100 101 102 103
CD45 FITC Log Comp

CD3 PE-Texas Red Log Comp

Anty-CD3 i anty-CD19.

10

Sprzegniete z barwnikiem
fluorescencyjnym przeciwciata
sg stosowane do identyfikacji
poszczegolnych komorek w
zaleznosci od ich markerow
powierzchniowych. Mozna uzyc¢
jednoczesnie kilku
fluorochromow. Wybarwienie
roznych komorek wraz z FSC |
SSC tworzy wzor danej
subpopulacji.

Przeciwciato
znakowane




SORTOWANIE KOMOREK

Umozliwia wychwytywanie i kolekcjonowanie komorek
dla dalszej analizy (mikroskopowej, biochemicznej lub
funkcjonalnej)

~ Sample

. sheath fluid

nozzle detectors

cells '

Laser E

deflectio
plates




ZASTOSOWANIE
CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ

DIAGNOSTYKA:

-chorob rozrostowych uktadu chtonnnego i krwiotworczego
- wrodzonych i nabytych niedoborow odpornosci

-choréb autoimmunizacyjnych

-analiza komorek przeznaczonych do przeszczepow szpiku

MONITOROWANIE:

-przebiegu leczenia biataczek

-stanu uktadu odpornosciowego pacjentow z HIV

-leczenia immunosupresyjnego u pacjentow po przeszczepach



Lo jeszeze mozna zbadad?

Zawartosc komorek

Organelle

Jaderko

Jadro komorkow

Blona jadrowa

gladka

a
e

Sacharydy
Kwasy
nukleinowe

Lipidy



Izolacja materialu

.- Niszczenie blon
Rozbijanie

komorek
ultradzwiekami

detergentami Mechaniczne
rozbijanie komorek



lIzolacja materialu

Homogenat z komorek



Frakcjonowanie

Wirowanie frakcjonujace

roznice w rozmiarze i gestosci: struktury o wiekszym rozmiarze
i gestosci tworzg peletki przy dziataniu mniejszej sity
odsrodkowe)j.

SUPERMATANT 1 4 SUPERNATANT 2 ————— SUPERNATANT 3

SREDNIE |75t SZYBKIE | <1, BARDZO
OBROTY =i <" OBROTY | *.. SZYBKIE

OBROTY

Homogenat I’
komoérkowy PELLET 1 PELLET 2 PELLET 3 PELLET 4
jadra mitochondria, mikrosomy, inne Rybosomy,

komorkowe, lizosomy, mate pecherzyki wirusy,
cytoszkielet peroksysomy makroczasteczki




WESTERN BLOT

Metoda wykrywania biatek w
homogenatach tkankowych,
ekstraktach komorkowych et
lub ptynach ustrojowych. .

W. Neal Burnette — amerykanski
biochemik, opublikowat prace, w
ktorej opisat technike nazwang przez
niego Western blotting (1981)



ANALIZA BIALEK

Rozdzielanie 1 wykrywanie




ANALIZA BIALEK

Elektroforeza biatek w zelu poliakrylamidowym z
siarczanem dodecylu sodu (SDS-PAGE).

Biatka w probce sg
ogrzewane z ujemnie
natadowanym detergentem
SDS (anionowy surfaktant),
ktory je optaszcza, nadaje
Im jednolite] gestosci
tadunek ujemny i rozwija.
Mostki dwusiarczkowe (S-
negatively sl S) sa redukowane przez

charged SDS

= -  molecules merkaptoetanol




ANALIZA BIALEK

Elektroforeza biatek w zelu poliakrylamidowym z
siarczanem dodecylu sodu (SDS-PAGE).

Probke umieszcza sie w
sample loaded onto gel StUdZIGﬂCe W Zelu

by pipette . .
o poliakryloamidowym, a

cathode =
,f_ _ . E!__dstlc casing

K
i
|
i
i
¥
i
.

— X nastepnie przyktada sie

e[
3 | e S
e d F -
R o l =
- _ ——
) o — —
| s
o

pole elektryczne. Pod
wptywem pola ujemnie
natadowane kompleksy
SDS-biatka migrujg w
zelu w kierunku dodatniej
H anody. Mate biatka

szybciej, wieksze biatka
wolniej.

buffer

gel —T (¥) anode




ANALIZA BIALEK

Ll L S S,

Elektroforeza

sample loaded onto gel
by pipette

bu ffe r

gel —T

buffer-




ANALIZA BIALEK
TRANSFER BIALEK Z ZELU NA BLONE

Two buffer soaked
filter papers

Polyacrylamide Gel //

Two buffer soaked
filter papers

CATHODE

UoRalIp Jajsuel)

Zel z rozwinietym
zestawem biatek
umieszcza sie nastepnie
W urzgdzeniu, ktore
umozliwia (pod wptywem
pola elektrycznego)
przenoszenie biatek z
zelu na powierzchnie
spejalnych bton (np.
btony nitrocelulozowe;
lub z polifluorku
winylidenu (PVDF), ktora
silnie adsorbuje biatka.



ANALIZA BIALEK

WESTERN BLOT
Btona PVDF po transferze




WESTERN BLOT - ROZNE METODY DETEKCJI

b, Colorimetric




WESTERN BLOT - WYNIK




ANALIZA BIALEK

ELISA - testimmunoenzymatyczny, wykrywanie i ocena
llosciowa biatek z uzyciem przeciwciat zwigzanych z enzymem

1966 - oplaszczenie przeciwciatami lub antygenem ptytki - Wide and Jerker
Porath

1971 - Peter Perimann and Eva Engvall at Stockholm University - test ELISA

Enzyme
Linked
Immunosorbent

Assay




ANALIZA BIALEK

ELISA
Plytka 96-studzienkowa

Dno ptytki jest pokryte
przeciwciatami wychwytujgcymi



ANALIZA BIALEK

ELISA

Probka z badanym biatkiem



ANALIZA BIALEK

ELISA

u
e\

f
f
f
f
f
f
f
f
!
3
:

Przeciwciata sprzegniete z enzymem



ANALIZA BIALEK

ELISA

Dodanie substratu



ANALIZA BIALEK

ELISA

Przeksztatcenie bezbarwnego substratu w barwny produkt.
Intensywnosc barwy zalezy od ilosci badanego biatka.



ANALIZA BIALEK

ELISA

Dodanie roztworu stopujacego reakcje

Odczyt absorbcji



ANALIZA BIALEK

ELISA

Nieznane stezenie
Standard badanego biatka

A O I ™

1:2 14 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 O

IL-2 (pg/mL)



Prawtie wszystkie aspekty zgcxwz SOy

' zaprojektfowane no pozlonwue

25 molekudarngm U bez zrozumienia
- czogteczek mozemy wuel tylko bowolzo

=" poblezne zrozwmienie somego- zycio.

Francis Crick

Francis Crick (1916 — 2004)
angielski biolog molekularny,
biofizyk, genetyk,
wspotodkrywca struktury
molekularne] DNA wraz z
Jamesem Watsonem w 1953
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METODY BADANIA KOMOREK | TKANEK

1. Historia hodowli komdrek i tkanek. 1895 — hodowla ptytki nerwowej zarodka
kurczecia w cieplym roztworze soli fizjologicznej (Wilhelm Roux). 1907 - hodowla
cewy nerwowej zaby w skrzepie zabiej limfy. Wyrastanie wypustek z komorek
nerwowych (Ross Harrison). Optymalizacja warunkéw hodowli poprzez stosowanie
r6znych srodowisk hodowlanych (osocza, surowicy, wyciagu z zarodkow kurczat) i
okreslanie potrzeb komérek w zakresie ci§nienia osmotycznego, pH, zapotrzebowania
na sole (Burrows, Carrel, Ebeling, Lewis). lata 20 XX wieku — hodowle tkanek
zarodkowych. Zaobserwowano zdolno$¢ komorek do roznicowania. Hodowla w
skrzepie w szkietku zegarkowym — hodowla narzadowa. -lata 40 XX wieku — pierwsze
sztuczne pozywki zawierajace sole mineralne, aminokwasy, witaminy. -1952 —
zastosowanie trypsyny jako czynnika rozdzielajacego tkanke na pojedyncze komorki i
umozliwiajacy oddzielanie ich od szkta (Moscona H, Moscona A)

2. Wspdiczesna hodowla komorek i tkanek. Oprzyrzadowanie laboratoriow umozliwia
zachowanie jalowosci hodowli. Wprowadzenie plastikowych naczyn jednorazowych,
0 odpowiednio przygotowanej powierzchni, wykorzystywanie czynnikdw
wzrostowych dla uzyskania proliferacji i wzrostu roznych typéw komorek,
wyprowadzenie licznych statych linii komorkowych. Inkubator zapewnia optymalng
temperature, wilgotno$¢, stezenie dwutlenku wegla i tlenu.

3. Zastosowania hodowli komdrek i tkanek. Badania podstawowe in vitro, diagnostyka,
produkcja szczepionek (polio, odra, $winka, r6zyczka), produkcja enzymow,
hormondw, cytokin, produkcja przeciwciat monoklonalnych, uzyskiwanie komérek do
przeszczepow.

4. Podstawowe definicje.

Hodowla tkanek - badanie komorek, tkanek i narzadow przetrzymywanych lub rosngcych

in vitro ponad 24 godziny( ponizej 24h — inkubacja).

Hodowla pierwotna - hodowla wyprowadzona z komorek, tkanek lub narzagdow

pobranych bezposrednio z organizmu.

Linia komdrkowa- powstaje z hodowli pierwotnej po zalozeniu pierwszej podhodowli (po

pierwszym pasazu).

Ustalona linia komdrkowa — linia, ktérg mozna pasazowa¢ dowolnie dtugo (nieSmiertelna)

Diploidalna linia komdrkowa - linia, w ktdrej przynajmniej 75% komaorek ma taki sam

kariotyp jak prawidlowe komodrki somatyczne gatunku, z ktorego wyprowadzono hodowle.

Heteroploidalna linia komérkowa - linia komérkowa, w ktorej mniej niz 75% komorek

ma diploidalny kariotyp. Czas podwojenia populacji - odstep czasu, w ktorym liczba

komorek podwaja si¢. Transformacja komdrek - zmiana komoérek prawidtowych w

komarki nowotworowe, spowodowana wprowadzeniem nowego materiatu

genetycznego lub mutacja. Wzrost hodowli - zwigkszanie si¢ masy komorek (dawniej

okreslenie to dotyczylo zwigkszania si¢ ich liczby). Proliferacja, rozmnazanie -

zwiekszanie si¢ liczby komorek w hodowli.

5. POZYWKI HODOWLANE. Odpowiednie ci$nienie osmotyczne 340 = 5 mOsm/Kg
H20 i pH w zakresie do 7,2 do 7,4. SKEAD POZYWKI: sole mineralne,
aminokwasy, glukoza, kwasy thuszczowe, witaminy, zasady purynowe i
pirymidynowe, czerwien fenolowa, surowica ptodowa — zrédlo czynnikoéw wzrostu i
hormondw.

6. Izolacja komorek lub ich zespotow. Hodowanie w naczyniu eksplantatu
(wyosobnionego fragmentu tkanki lub narzadu) przez czas konieczny do wypelznigcia
z niego komoérek. Rozdzielenie eksplantatu na pojedyncze komoérki metoda
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enzymatyczng: a) gdy malo substancji migdzykomoérkowej np. tkanki plodowe —
trypsyna, b) gdy duzo substancji migdzykomdrkowej np. chrzastka — kolagenaza z
dodatkiem deoksyrybonukleazy. Rozdzielenie explantatu na wigksze fragmenty np.
uzyskanie pecherzykow tarczycy lub wysepek trzustkowych — kolagenaza.
Rozdzielanie heterogennej populacji komorek np. komorek krwi: a) wirowanie w
gradiencie gestosci — komarki rozdzielane zgodnie ze stalg sedymentacji, b)
przepuszczanie przez kolumng¢ magnetyczng wypeliong kulkami z odpowiednimi
przeciwciatami — komorki rozdzielane zgodnie z ich powierzchniowymi markerami
(magnetic assisted cell sorting —-MACS)

Zahamowanie kontaktowe. zjawisko hamowania podziatdow komorek przy zetknigciu
si¢ komorek ze soba; obserwowane w hodowlach komérkowych prowadzonych na
podiozach statych; rezultatem jest hodowla sktadajaca si¢ z jednej warstwy komorek
stykajacych si¢ z podlozem. W tym punkcie prawidlowe komorki przestaja si¢ dzielic.
Zawieraja kontaktinhibing — glikoproteing wystepujaca w btonie komorkowej i CiR —
receptor dla kontaktinhibiny. Potaczenie receptora z ligandem powoduje zmiany w
ukladzie kinaz zaleznych od cyklin (brak aktywno$ci kompleksu CDK4 z cykling D),
co prowadzi do zahamowania podziatow komorkowych. W komorkach
stransformowanych — brak CiR.

Limit Hayflicka. Ludzkie prawidlowe fibroblasty mtodego osobnika w hodowli
przechodzg kilkadziesiat (40-60) podwojen populacji (skracanie telomerdw).
Chromosomy liniowe sg mniej stabilne niz koliste, ale warunkuja r6znorodno$é¢
genetyczng zyjacych organizméw (rekombinacje). Jednak konce 3’ oraz 5’ sa podatne
na dziatanie enzymow degradujacych DNA, a takze chromosomy liniowe moga ulegaé
fuzji. Uszkodzeniom chromosomow zapobiegaja — TELOMERY - powtarzajace si¢
sekwencje niekodujacego DNA (TTAGGG) wraz z biatkami zlokalizowane na
koncach chromosomoéw. Podczas kazdego cyklu replikacyjnego komorka traci 50-200
bp telomerowego DNA. Gdy telomery osiagna krytyczng dtugos¢ — ETAP
STARZENIA KOMORKI (zahamowanie cyklu komérkowego zalezne od biatka p53).
Problem replikacji koncow - utrata telomerowego DNA podczas replikacji polimeraza
DNA moze czytac i syntetyzowaé DNA tylko w jednym kierunku, zaczynajac od
startera.

Reakcja P.A.S. (Periodic acid—Schiff ) - wykrywanie wielocukrow. Wielocukry, kwas
nadjodowy (utlenianie grup glikolowych), grupy aldehydowe, odczynnik Schiffa
(bezbarwna fuksyna zasadowa), czerwone zabarwienie odczynnika Schiffa
(glikogenozy, nowotwory).

Histoenzymologia. Enzym (np. fosfataza zasadowa, dehydrogeneza kwasu
bursztynowego), substrat, produkt, zwigzek posredni, strat (barwny,
nierozpuszczalny). Fosforan beta-naftylu, fosfataza zasadowa, beta-naftol, barwnik
dwuazowy, barwny kompleks (guzy wywodzace si¢ z trofoblastu, przerzuty raka
gruczotu krokowego).

Autoradiografia. Inkubowanie tkanki z izotopem. 1zotop emituje promieniowanie
(zwykle beta). Ekspozycja emulsji na promieniowanie (AgBr w Zelatynie).
Promieniowanie uderza w ziarna srebra w emulsji i ujawnia je. Powstanie obrazu
utajonego; srebro metaliczne. Obrdbka fotograficzna przetwarza obraz utajony w
obraz widzialny. Nad miejscem preparatu gdzie w tkance wbudowany byt izotop
widoczne s3 czarne ziarna srebra.

Immunohistochemia. Wykrywanie antygenéw obecnych w komorkach i tkankach za

pomocg przeciwcial: monoklonalnych i poliklonalnych. Metody znakowania
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przeciwcial: - fluorochromy (np. pochodne fluoresceiny), - metale (np. ferrytyna;
zloto koloidalne), - izotopy (np. 3H; 125J; 35P; 14C), - enzymy (np. fosfataza
zasadowa, peroksydaza). Metody bezposrednie, pierwsze przeciwcialo ze
znacznikiem. Metody posrednie (wielostopniowe): -z uzyciem dalszych
przeciwcial (znakowanych, lub nieznakowanych), - bez uzycia dalszych przeciwciat
(np.: streptawidyna-biotyna).

Cytometria przeptywowa. wyposazony w system pomiarowy, system optyczny (lampy,
lasery), system detekcji sygnatu oraz oprogramowanie umozliwiajgce przeksztalcenie
ugigcia promienia $wiatla forward-scattered light (FSC) i jego rozproszenia side
scattered light (SSC), a takze sygnatu z fluorescencji w impulsy elektryczne. Komorki
pojedynczo przechodza przez wigzke $wiatla lasera. FSC — Forward-scattered light
jest proporcjonalne do rozmiaru i pola powierzchni komaérki. SSC - Side-scattered
light jest proporcjonalne do ilo$ci ziarnistosci, pecherzykéw i komplikacji uktadu blon
wewnatrzkomorkowych. Sprzegniete z barwnikiem fluorescencyjnym przeciwciata sg
stosowane do identyfikacji poszczegdlnych komorek w zaleznosci od ich markerow
powierzchniowych. Mozna uzy¢ jednoczesnie kilku fluorochroméw. Wybarwienie
r6znych komorek wraz z FSC 1 SSC tworzy wzor danej subpopulacji. Cytometr
u.mozliwia wychwytywanie i kolekcjonowanie komorek dla dalszej analizy
(mikroskopowej, biochemicznej lub funkcjonalnej). Zastosowanie cytometrii
przeptywowej: diagnostyka: chorob rozrostowych uktadu chtonnego i krwiotworczego,
wrodzonych i nabytych niedoboréw odpornosci, choréb autoimmunizacyjnych,
analiza komérek przeznaczonych do przeszczepdw szpiku, oraz monitorowanie: -
przebiegu leczenia biataczek, -stanu uktadu odpornosciowego pacjentow z HIV, -
leczenia immunosupresyjnego u pacjentdw po przeszczepach.

Izolacja zawarto$ci komorek. Frakcjonowanie.

Western blot. Metoda wykrywania biatek w homogenatach tkankowych, ekstraktach
komoérkowych lub ptynach ustrojowych. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym z
siarczanem dodecylu sodu (SDS-PAGE). Biatka w probce sg ogrzewane z ujemnie
naladowanym detergentem SDS (anionowy surfaktant), ktory je oplaszcza, nadaje im
jednolitej gestosci fadunek ujemny i rozwija. Mostki dwusiarczkowe (S-S) sa
redukowane przez merkaptoetanol. Probke umieszcza si¢ w studzience w zelu
poliakryloamidowym, a nastgpnie przyktada si¢ pole elektryczne. Pod wptywem pola
ujemnie naladowane kompleksy SDS-biatka migruja w zelu w kierunku dodatnie;j
anody. Male biatka szybciej, wigksze biatka wolniej. Transfer bialek z Zelu na blong.
Zel z rozwinietym zestawem biatek umieszcza si¢ nastepnie w urzadzeniu, ktore
umozliwia (pod wptywem pola elektrycznego) przenoszenie biatek z zelu na
powierzchnig specjalnych bton (np. blony nitrocelulozowe;j), ktora silnie adsorbuje
biatka. R6zne metody detekcji stosowanie przeciwcial réznie wyznakowanych metoda
kolorymetryczna, chemiluminescencyjna, fluorescencyjna.

Wykrywanie i ocena ilo§ciowa biatek testem ELISA - test immunoenzymatyczny,
wykrywanie i ocena iloSciowa bialek z uzyciem przeciwciat zwigzanych z enzymem.
Dno ptytki jest pokryte przeciwciatami wychwytujagcymi. Dodanie probki z badanym
biatkiem. Dodanie przeciwciat sprzegnietych z enzymem, dodanie substratu,
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przeksztalcenie bezbarwnego substratu w barwny produkt, intensywno$¢ barwy zalezy
od ilosci badanego biatka, dodanie roztworu stopujacego reakcjg, odczyt absorpcji.
Denaturacja DNA (topnienie DNA, migkniecie DNA) — separacja podwaojnej nici
DNA na dwie pojedyncze nici wskutek zerwania wi¢zi wodorowych pomiedzy ni¢mi
(denaturacja termiczna, denaturacja chemiczna). Powolne ochtadzanie DNA powoduje,
ze male komplementarne obszary przeciwnych nici DNA 1acza, dajac obszary
podwadjnej helisy. Nastepnie reszta helisy szybko ulega denaturacji. Hybrydyzacja -
zjawisko spontanicznego faczenia si¢ komplementarnych nici kwaséw nukleinowych
(DNA z DNA, RNA z RNA lub DNA z RNA).

Southern blot. Hybrydyzacja metoda Southerna — stosowana w biologii molekularnej
metoda stuzagca do wykrywania okre§lonych fragmentéw DNA. 1. Cigcie DNA
enzymami restrykcyjnymi, 2. Elektroforeza DNA, 3. Denaturacja alkaliczna DNA, 4.
Transfer na blong nitrocelulozowa lub nylonowa, 5. Dodanie wyznakowanej sondy —
fragmentu DNA lub RNA. Southwestern blot - identyfikacja biatek wigzacych DNA
poprzez ich zdolnos$¢ do taczenia si¢ z sondami DNA. Biatka sa poddawane
elektroforezie i transferowane na btone.

Northern blot. Hybrydyzacja northern — stosowana w biologii molekularnej metoda
shizaca do detekcji okreslonych sekwencji RNA. Najczgsciej stosuje si¢ ja do
wykrywania mMRNA gendw ulegajacych transkrypcji w komoérce. RNA poddaje sie
rozdzialowi elektroforetycznemu (elektroforezie) na zelu, po rozdziale RNA przenosi
si¢ na odpowiednig membrane, membrang z RNA inkubuje si¢ z sondg DNA lub RNA,
nastepnie przeprowadza detekcje, czyli uwidacznianie sondy, ktora zwigzata si¢ do
poszukiwanej sekwencji RNA na membranie.

Hybrydyzacja in situ - wykrywanie sekwencji kwasdw nukleinowych w komaorkach,
-wykorzystanie zdoIlno$ci wigzania si¢ jednoniciowych odcinkow kwasow
nukleinowych na zasadzie komplementarno$ci (DNA: DNA; DNA:RNA; RNA:RNA),
uzycie sody molekularnej (cDNA; RNA; oligonukleotyd) wyznakowanej izotopowo
(32p; 35s) lub nieizotopowo (fluorescencja; biotyna+awidyna; enzym;
digoksygenina), detekcja sondy zwigzanej z odpowiednim odcinkiem kwasu
nukleinowego.

Reakcja tancuchowa polimerazy. Thermus aquaticus — gatunek bakterii bytujacy w
wysokich temperaturach. Jest zrodtem temperaturoopornej Taq polimerazy DNA
wykorzystywanej w biologii molekularnej do reakcji PCR — techniki amplifikacji
DNA. Bakterie te zostaty odkryte w goracych zrédtach Parku Narodowego
Yellowstone. Termostabilna polimeraza DNA - polimeraza Taq syntetyzuje nowa ni¢
DNA z nukleotydéw wykorzystujac pojedyncza ni¢ DNA jako matryce i primery
DNA do inicjacji syntezy. Wykrywanie swoistego mRNA. Liza komorek, izolacja
RNA, Kopia mRNA syntetyzowana przez odwrotng transkryptaze, degradacja mRNA
(Rnaza H), synteza komplementarnej nici dna przez polimeraz¢ dna; koniec 5’
oryginalnego mRNA stuzy jako primer, powstaje podwdjna ni¢ cDNA — kopia
oryginalnego mRNA. Wykonanie reakcji PCR - cDNA jako matryca. Elektroforeza
produktu PCR w Zelu agarozowym - DNA barwione bromkiem etydyny.

PCR w czasie rzeczywistym - Real-Time PCR - ilo$ciowa ocena ekspresji genu.
Pomiar po kazdym cyklu, obliczenia, znakowane sondy lub primery (odpowiednia



sekwencja DNA). Fluorescencyjny barwnik (R), i wygaszacz (Q) sa doczepione do
koncéw 5’ 13”7 sondy. Gdy sonda jest nienaruszona emisja fluorescencji jest
wygaszona. Podczas kazdego cyklu polimeraza DNA odcina R od sondy. Wtedy
nastepuje emisja fluoerscencji charakterystyczna dla barwnika. Emisja jest
odczytywana, mierzona i analizowana przez specjalne oprogramowanie.



Preparaty do obejrzenia na czesci praktycznej:

1.
2.

Rozmaz limfocytow — preparat 204

Rozmaz granulocytéw — preparat 205 — nalezy rozpozna¢ populacje
granulocytow

Hodowla diploidalnych ludzkich fibroblastow (preparat 97a) — hodowla
konfluentna — zahamowanie kontaktowe

Hodowla heteroploidalnych ludzkich fibroblastéw transformowanych
wirusem krowianki (preparat 300) — nalezy zwroci¢ uwagg na odmienny
ksztalt fibroblastow i na brak zahamowania kontaktowego

Reakcja PAS w komorkach watroby (preparat 222a) — cytoplazmie
komorek widoczne sg ziarna glikogenu. Poniewaz ulggaja one
przemieszczeniu podczas sporzadzania preparatu czesto zlokalizowane sg
w jednym biegunie komaorki.

Reakcja PAS w jelicie (preparat 222 b) — komorki kubkowe, produkujace
$luz, widkna siateczkowe zabarwione sg na czerwono. Jadra komorkowe sg
wybarwione hematoksyling

Reakcja z uzyciem fosforanu alfa naftylu i soli dwuazowej wykrywajaca
aktywno$¢ fosfatazy zasadowej w nerce(preparat 220a). Fosfataza
wystepuje w rabku szczoteczkowym kanalikow blizszych.



