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20.1. Wykonanie ¢wiczenia

20.1.1. Materiaty

Wybarwiony i wysuszony zel (12.6%) po rozdziale SDS-PAGE z biatkiem o nieznanej masie
(?) oraz biatkami wzorcowymi LMW lub HMW (Pharmacia) (rys. 1).

20.1.2. Przygotowanie krzywej kalibracyjnej

— Zmierzy¢ dystans przebyty przez kazde z bialek wzorcowych.
— Obliczy¢ R, dla biatek wzorcowych.

— Wykresli¢ krzywa zaleznoéci logM od R, odkiadajac na osi X wartoéci R, ana osi Y log
masy.

20.1.3. Okres$lenie masy

— Zmierzy¢ dystans przebyty przez biatko analizowane.
— Obliczy¢ R, dla tego bialka.

— Z krzywej odczytaé warto$¢ log M, nastgpnie poda¢ warto$¢ masy.
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TEST MIKROJADROWY

Pracownia Hematologii i Toksykologii Zaktadu Fizjologii Zwierzat UJ

Wstep

Mikrojadra sa to twory z reguty o okragtych lub owalnych ksztattach, zawierajace chromatyng,
otoczone blona jadrowa nie posiadajaca polaczen z jadrem komérkowym. Powstaja z centrycz-
nych lub acentrycznych fragmentéw chromosoméw badz z catych chromosoméw, ktore po-
zostaly poza obrgbem jader komérek siostrzanych w czasie podziatu komorkowego. Mi-
krojadra tworza sig jedynie w uktadach komorek proliferujacych, podlegajacych podzia-
tom komoérkowym. Wystepuja pojedynczo, rzadziej spotyka sig kilka mikrojader w jednej
komérce. Mikrojadra sa biologicznym wskaznikiem genotoksycznoéci, gdyZz powstajg one
pod wptywem dziatania réznorodnych czynnikéw chemicznych i fizycznych, jak rOwniez spon-
tanicznie. Komérki z mikrojadrem lub mikrojadrami sa przejawem ,,0p6znionej apoptozy”.

Testy mikrojadrowe s wykonywane w roznych komorkach u roslin, zwierzat i ludzi. Mi-
krojadra sa analizowane u wielu roélin, migdzy innymi u bobu (Vicia faba), czosnku pospoli-
tego (Allium sativum), cebuli (4llium cepa), kukurydzy zwyczajnej (Zea mays), pszenicy (1ri-
ticum), trzykrotki (Tradescantia). Obecnoéé mikrojader u ro$lin najczesciej okresla sig w ko-
mérkach wierzchotka wzrostu korzenia, a w przypadku Tradescantia w macierzystych komorkach
pytku kwiatowego. Test mikrojadrowy jest przeprowadzany u zwierzat na komdrkach uktadu
rozrodczego — w spermatydach, na komérkach embrionalnych bedacych w okresie przedim-
plantacyjnym, w tkankach ptodowych — w watrobie ptodéow, u dorostych osobnikéw — w
uktadzie hemopoetycznym na erytrocytach i limfocytach, a takze w hepatocytach watroby, w
komorkach nablonkowych jamy ustnej, w komorkach guzéw nowotworowych, natomiast u
ludzi — na limfocytach, fibroblastach, komorkach tkanki nowotworowe;j.

Test mikrojadrowy jest uwazany za prosta i szybka w wykonaniu, a rownocze$nie czulg
metode okreslania uszkodzen materiatu genetycznego przez czynniki toksyczne czy leki. Hos-
ciowa analiza mikrojader ma ogromne znaczenie w badaniach prowadzonych w réznych dzie-
dzinach, a mianowicie w toksykologii, hematologii, radiobiologii, w diagnostyce chordb ge-
netycznych, w terapii — radioterapii, chemioterapii, w onkologii czy w ekologii podczas moni-
torowania zanieczyszczenia Srodowiska naturalnego.

Mate, okraglego ksztattu twory, barwiace sig podobnie jak jadro komorkowe, byly obser-
wowane w cytoplazmie erytrocytéw juz w drugiej potowie XIX wieku. Struktury te zostaly
opisane przez Howella i Jolly’ego i przez wiele lat byly okreslane przez hematologow jako
ciatka Howella i Jolly’ego. Test mikrojadrowy w ukladzie erytrocytarnym zostat wprowadzo-
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ny do badan w latach siedemdziesiatych przez Schmida i Heddle’a. W ciggu ostatnich lat
erytrocytarny test mikrojadrowy jest powszechnie stosowany w badaniach do$wiadczalnych
przeprowadzanych in vivo na gryzoniach, gldéwnie na myszach, w wielu laboratoriach na éwie-
cie. W przypadku erytropoezy, mikrojadra powstaja w erytroblastach. Nowo tworzace sie
erytrocyty, powstajace wskutek ekspulsji jadra komérkowego erytroblastu, weiaz zawierajace
rybosomalny RNA w cytoplazmie, sa nazywane erytrocytami polichromatycznymi (PCE). W
odréznieniu od erytrocytow mtodocianych, dojrzate erytrocyty pozbawione rybosomdw bar-
wia sig odmiennie i s okre$lane jako erytrocyty normochromatyczne (NCE). Mikrojadra sa
tatwo rozpoznawane w erytrocytach ssakow pozbawionych jadra komdrkowego. Obecnoéé
1czgsto$¢ wystgpowania mikrojader powstatych pod wptywem dziatania réznych czynnikoéw
toksycznych okresla sig z reguty w erytrocytach polichromatycznych. Liczba erytrocytow po-
lichromatycznych z mikrojadrem lub mikrojadrami (MNPCE) Jest analizowana najczesciej
w szpiku kostnym i krwi obwodowej, a takze w §ledzionie. Obliczany stosunek PCE do NCE
Jest uznawany za wskaznik cytotoksycznosci badanego czynnika, dzialajacego na ukfad ery-
trocytarny.

Test mikrojadrowy wykonywany na limfocytach krwi obwodowej jest metoda in vivo i in
vitro szeroko stosowang w badaniach doswiadczalnych na zwierzetach laboratoryjnych, a zwtasz-
cza na limfocytach ludzkich. W mikrojadrowe;j technice bloku cytokinetycznego proces po-
wstawania mikrojader wymaga proliferacji komérkowej. Limfocyty krwi obwodowej sg sty-
mulowane do podziatéw komérkowych przez mitogeny, najczeécie; przez fitohemaglutynine
(PHA). Mikrojadra sa obserwowane w dwujadrowych limfocytach, w ktdrych proces cytoki-
nezy jest blokowany przez cytochalazyng B.

Mikrojadra mozna obserwowaé, stosujac réznorodne barwniki DNA. Czestos¢ wystepo-
wania komérek z mikrojadrem lub mikrojadrami w analizowanych ukladach komorkowych,
a migdzy innymi w uktadzie hemopoetycznym, jest okreslana mikroskopowo lub przy zasto-
sowaniu cytometrii przeptywowe;j.

W celu przeprowadzenia analizy w mikroskopie §wietlnym, rozmazy szpiku kostnego,
krwi obwodowej, zawiesiny limfocytéw i repliki éledziony, po utrwaleniu w metanolu, sa bar-
wione metoda Wright/Giemsa lub May-Griinwald/Giemsa. Stosujgc te metody, a nie majac
doswiadczenia w rozpoznawaniu mikrojader, mozna mylié je z tworami ksztattem przypomi-
najacymi mikrojadra badz z czastkami RNA, ktoére wybarwiaja si¢ identycznie barwnikiem
Giemsy. W rozmazach szpiku kostnego szczurdw ziarnistoéci komorek tucznych barwig sie
podobnie jak mikrojadra, dlatego te preparaty nalezy barwié hematoksyling i eozyna badz
barwnikami fluorescencyjnymi.

Zastosowanie barwnikéw fluorescencyjnych wyklucza niewtasciwe rozpoznawanie mikro-
jader. Preparaty utrwalone w metanolu barwi sie fluorochromami bezposrednio przed wyko-
naniem analizy w mikroskopie fluorescencyjnym. Stosujac metode barwienia oranzem akry-
dyny (AO), wykorzystuje sig metachromatyczne wlasciwosci tego fluorochromu, ktory ina-
czej barwi podwaojny, a odmiennie pojedynczy faficuch kwasow nukleinowych. AO zwigzany
zpodwdjnym taficuchem DNA emituje zielona fluorescencje, natomiast potaczony z pojedyn-
czym faficuchem emituje $wiatto o barwie pomaranczowoczerwonej. W tescie mikrojadro-
wym sa takze uzywane takie barwniki, jak bromek etydyny (EB) oraz Hoechst 33258 (HO258)
zpyroning Y. EB emituje odmienna, zaréwno jasna, jak i niewyrazna, przy¢miona fluorescen-
cje w potaczeniu, odpowiednio, z DNA i RNA. HO258 zwigzany z DNA emituje §wiatto
o barwie niebieskiej, a pyronina Y wiazaca si¢ z RNA emituje czerwong fluorescencje.

W cytometrze przeplywowym, obecno$¢ mikrojadrzastych erytrocytow ssakow jestanali-
zowana przy zastosowaniu metody barwienia oranzem tiazolu (TO) i Hoechst 33342 (HO342).
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TO barwigcy RNA pozwala na rozroéznienie PCE od NCE, a fluorochrom DNA, HO342 na
wykrycie mikrojader obecnych w erytrocytach polichromatycznych i normochromatycznych.
W przypadku analizy mikrojader w dwujadrzastych limfocytach, rowniez stosuje si¢ fluoro-
chromy odmiennie barwigce DNA i RNA.

21.1. Wykonanie éwiczenia
Analiza MNPCE i PCE w ukladzie erytrocytarnym myszy.

21.1.1. Przygotowanie preparatéw krwi obwodowej, szpiku kostnego
i §ledziony

Rozmazy krwi obwodowej wykonuje sig, pobierajac krew z koniuszka ogona myszy. Rozma-
zy szpiku kostnego przygotowuje si¢ z zawiesiny komorek szpiku otrzymanej w nastgpujacy
sposob: po wycigciu kosci udowych i odcigeiu ich koncéw: proksymalnego i dystalnego, ko-
morki szpiku wyptukuje sig na szkietko zegarkowe umieszczone na lodzie, stosujac 500 pl
plynu Hanksa lub ptodowe;j surowicy cielgcej; nastgpnie komérki oddziela sig od siebie, prze-
puszczajac ich zawiesing przez igly o malejacej Srednicy (LUER, 21G—24G); zawiesine poje-
dynczych, rozproszonych komérek wiruje sig przy 1000 rpm, w temperaturze 4°C, przez 5 mi-
nut; po odlaniu nadsaczu, sporzadza si¢ zawiesing komérek szpiku w 50 — 100 ul ptynu Hank-
sa lub plodowej surowicy cielgcej, po czym wykonuje sig rozmazy. Ze sledziony sporzadza sie
repliki. Po wysuszeniu, przygotowane preparaty utrwala sig w metanolu w postaci czystej,
wolnym od acetonu, przez 10 minut.

21.1.2. Barwienie preparatow metoda Wright/Giemsa
lub May-Griinwald/Giemsa

— Zalac preparaty sporzadzone na szkietkach podstawowych, uprzednio przesaczonymi barw-
nikami: Wrighta na 4 minuty lub Maya i Griinwalda, na 7 minut.

— Doda¢ wody redestylowanej w takiej iloéci, aby uzyskaé na szkietku okoto 50% roztwér
odpowiedniego barwnika, Wrighta lub Maya i Griinwalda, na 5 minut.

— Zla¢ barwnik ze szkiefka i nala¢ $wiezo sporzadzony i przesaczony barwnik Giemsy (15 kro-
pel macierzystego barwnika Giemsy na 10 ml wody redestylowanej), na 15 minut.

— Barwnik sptuka¢ biezaca woda wodociagowa, preparaty suszyé w temperaturze pokoj owej.

21.1.3. Barwienie preparatéw oranzem akrydyny

— Zala¢ preparaty uprzednio przygotowanym barwnikiem oranzu akrydyny (zmieszaé 2 cze-
$¢i0.1% wodnego roztworu oranzu akrydyny i 30 czesci buforu fosforanowego Sorensena,
pH = 6.8), na 3 minuty.

— Zlac¢ barwnik i trzykrotnie zala¢ preparat buforem Sérensena, na 5 minut, kazdorazowo
zlewajac ze szkielka uprzednio nalany bufor.

— Po zlaniu buforu Sorensena, preparaty suszy¢ w temperaturze pokojowe;j.
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21.1.4. Ogladanie wybarwionych rozmazéw szpiku kostnego, krwi
obwodowej i replik §ledziony w mikroskopie Swiectlnym
i epiluminescencyjnym

Wykonane preparaty nalezy oglada¢ pod imersja, stosujac obiektyw powigkszajacy 100x.
W preparatach wybarwionych metodami Wright/Giemsa lub May-Griinwald/Giemsa, w mi-
kroskopie §wietlnym, mikrojadra s widoczne w purpurowym kolorze, PCE wykazuja niebie-
skawe zabarwienie, a NCE sa koloru jasnoceglastego. W preparatach wybarwionych AO,
w mikroskopie epiluminescencyjnym, mikrojadra wykazuja zielona fluorescencjg, PCE po-
maraficzowoczerwona, natomiast NCE nie wykazuja fluorescencji.

21.1.5. Okreslenie ilosci MNPCE i PCE/(PCE + NCE)

W preparatach sporzadzonych ze szpiku kostnego, krwi obwodowej i Sledziony myszy kon-
trolnych i potraktowanych czynnikiem toksycznym, przeprowadzi¢ iloSciowa analizg MNPCE
i PCE. Obserwujac 1000 erytrocytéw polichromatycznych, okresli¢ ilos¢ erytrocytéw poli-
chromatycznych zawierajacych mikrojadro lub mikrojadra, wyrazajac tg warto$¢ w promi-
lach. Poréwnaé ilo§ci MNPCE uzyskane z analizy preparatéw w mikroskopie §wietlnym i epilu-
minescencyjnym. Przeprowadzajac analiz¢ w mikroskopie §wietlnym, przegladna¢ 1000 na-
potkanych erytrocytow i obliczy¢ procentowy stosunek PCE/(PCE +NCE).
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WYBRANE TECHNIKI ANALIZY APOPTOZY INEKROZY

Pracownia Hematologii i Toksykologii Zaktadu Fizjologii Zwierzat UJ

Wstep

Na podstawie roznic istniejacych na poziomie morfologicznym, biochemicznym i molekularnym
wyroznia si¢ dwa odmienne, wzajemnie wykluczajace sig rodzaje $mierci komérkowej: apoptoze
inekrozg. Apoptoza, jako $mier¢ fizjologiczna, jak réwniez zachodzaca pod wplywem réznorod-
nych czynnikéw, o wzglednym nasileniu, w wigkszo$ci zewnatrzkomorkowych, jest szczegdl-
nym rodzajem aktywnej, programowanej, samobdjczej $mierci komorki. Nekroza, okre$lana ina-
czej jako §mier¢ martwicza lub martwica, jest $miercia przypadkowa, powodowang warunkami
patologicznymi. Analiza §mierci komérkowej pozostaje w centrum za-interesowania badaczy
z rdznych dziedzin nauki, takich jak: biologia molekularna, embriologia, neurologia, endokryno-
logia, immunologia, hematologia czy onkologia. Opracowano szereg technik mikroskopowych
i cytometrycznych, pozwalajacych na analizg $mierci apoptotycznej i nekrotycznej. Metody te
sq oparte na zmianach morfologii komorki, zmianach w strukturze chromatyny oraz w strukturze
blony plazmatycznej 1jej funkeji transportowej, jak rowniez na endonukleolitycznej degradacji
DNA czy funkcjonowaniu organelli komérkowych.

Objawem $mierci apoptotycznej jest zmiana wielko$ci 1 ksztattu komorki. Komaérka zmniej-
sza swoja objetose, nastgpuje kondensacja i brzezne utozenie chromatyny w jadrze, zachodzi
kondensacja cytoplazmy i miejscowe uwypuklanie sig¢ powierzchni komoérki. W wyniku dal-
szej kondensacji oraz fragmentacji jadra i cytoplazmy tworza sig ciatka apoptotyczne. W pro-
cesie nekrozy dochodzi do zwigkszania sie rozmiaréw komoérki, obrzeku organelli komérko-
wych, gtoéwnie mitochondriow i siateczki endoplazmatycznej. Organelle komdrkowe ulegaja
degeneracji, tworza sig¢ wakuole, polisomy odtaczaja sie od siateczki $rédplazmatyczne;.
W dalszym etapie procesu martwicy obserwuje si¢ rozerwanie btony komodrkowej, rozpad
organelli, destrukcj¢ chromatyny, zanik jadra i catkowita strukturalng dezintegracje komorki.
Analiz¢ zmian morfologicznych w komérkach umierajacych $miercig apoptotyczna i nekrotycz-
na mozna przeprowadza¢ w mikroskopie §wietlnym, fluorescencyjnym, elektronowym czy kon-
fokalnym, przy zastosowaniu ré6znych metod barwienia, jak rowniez w cytometrze przeptywo-
wym, gdyz zdolno$¢ rozpraszania $wiatta przez komorki wedrujace przez ognisko strumienia
lasera zmienia sig podczas $mierci komorkowej. Zmiany rozproszenia $wiatla nie sa jednakze
swoiste dla jednego rodzaju $mierci komoérkowej, dlatego oprécz okreslania intensywnosci roz-
proszonego $wiatla na wprost mierzonego w przedtuzeniu promienia lasera (FLS, forward light



