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Metody badan nad mézgiem

Immunocytochemia

W poszukiwaniu biatek w komdrkach

Aby zbada¢ komérki nerwowe w ustandaryzowanych
warunkach, mozna je wyhodowaé w kulturze komér-
kowej (]). W ten sposéb mozliwe jest stymulowanie
komérek nerwowych za pomocg réznych substanci,
ktére wptywaja na dzialania bialek w obrebie ko-
morki lub obserwowad, jak aktywno$é genéw wplywa
na zachowanie komérek nerwowych. Takie sztucznie
otoczenie ma wazng zalete — pozwala na otrzymanie
poréwnywalnych i powtarzalnych wynikéw. W tym
celu musimy jednak by¢ w stanie zaobserwowaé pro-
cesy zachodzace we wnetrzu danej komérki nerwowej
(oraz samg komorke nerwowg).

Takie mozliwosci daje nam immunocytochemia.
Dzigki tej metodzie mozna wybarwi¢ poszczegdlne
biatka wewnatrz komérki, a nastgpnie za pomoca
mikroskopu fluorescencyjnego (|) okresli¢, gdzie
si¢ doktadnie znajduja. Brzmi to raczej niezbyt spek-
takularnie, lecz
jest to istotne dla
zrozumienia, co
tak naprawde dzie-
je si¢ w komorce
NEerwowe;j.

Immunocytoche-

mia przypomina nieoznaczona komérka
. . nerwowa
immunohistoche-

mie (]). Komorki
(z gr. cyto) sa naj-
pierw umieszczane
i unieruchamiane
na szalce, aby zgro-
madzi¢ w jednym

Drugie przeciwciato
rozpoznaje pierwsze przeciwciato.

miejscu wszystkie struktury komérkowe oraz biatka.
Nastepnie wykorzystuje si¢ przeciwcialo (stad czastka
Limmuno” w nazwie), ktére rozpoznaje ,,swoje” biatko
1si¢ z nim wigze.

Jesli chcemy wiec zaobserwowaé przebieg widkien
nerwowych, aby zbada¢, jak duza bedzie komérka,
powinni$my zastosowaé przeciwciato, ktére ujawnia
zarys szkieletu komodrkowego. Moze ono zwigzad
sie z czgsteczky strukturalng o nazwie tubulina (]),
tworzacg niejako system podpér w danym neuronie.
Dzigki temu przeciwciato zarysowuje szkielet komor-
kowy, ktory przebiega przez wldkna nerwowe.

W kolejnym kroku dodaje si¢ drugie przeciwciato,
ktore wiaze si¢ z pierwszym i niesie ze sobg fluore-
scencyjny barwnik. Pozwala to zaobserwowaé szu-
kane biatko, czyli w naszym przypadku tubuline,
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Pierwsze przeciwciato
rozpoznaje czgsteczke docelowa.

Barwnik fluorescencyjny na
drugim przeciwciele roz$wietla sie
w Swietle UV.

W metodzie immunocytochemii barwienie biatek w komérce zachodzi etapami. Najpierw komorki nerwowe roz-
rastaja sie w hodowli komdrkowej. Zostajg one unieruchomione i potraktowane przeciwciatem, ktére rozpoznaje
konkretng czasteczke w obrebie komorki nerwowej. Drugie przeciwciato wiaze sie z pierwszym, niosac ze soba
barwnik, ktory nastepnie rozswietla sie barwnie w swietle UV pod mikroskopem. W ten sposéb mozna stwierdzic,
gdzie w danym neuronie znajduja sie konkretne biatka.

Kultura komérkowa — str. 296
Mikroskop fluorescencyjny — str. 312
Immunohistochemia — str. 286
Tubulina i szkielet komérkowy — str. 98
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i przesledzi¢ przebieg widkien nerwowych (por. ilu-
stracje na dole po lewej).

Oczywiscie ta metoda pozwala barwi¢ nie tylko cza-
steczki strukturalne. Zasadniczo mozemy w ten
sposéb zlokalizowaé i zaznaczy¢ barwnikiem kazde
biatko w komérce. Nastepnie sztucznie wyhodowa-
ne w laboratorium komorki moga zostaé zbadane
za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego. W takim
mikroskopie barwne sygnaly oznaczonych biatek sa
podswietlane na dany kolor. Dzigki temu jestesmy
w stanie precyzyjnie okresli¢ ich potozenie w obrebie
komoérki lub zbadaé, ktére biatka taczg sie ze soba.

Taki obraz daje wybarwienie szkieletu komérkowego neuronu. Na
zielono przedstawiono czasteczki tubulinowe wewnetrznego ruszto-
wania komorki, na czerwono - czasteczki aktynowe, tworzace mister-
na sie¢ na zakonczeniach wiékien nerwowych. Na niebiesko zazna-
czono DNA jadra komérkowego.

W tym przypadku rézne barwy, za pomoca ktérych
oznaczono biatka, naktadaja sie na siebie, dzigki czemu
mozemy si¢ dowiedzied, jakie funkcje bialek sg wazne
dla dziatania komérek nerwowych.

Immunocytochemia jest wazng, standardowa metoda
badania zachowania neuronéw w réznych warunkach
hodowli. Aktywnos¢ niektérych genéw powoduje np.
charakterystyczne odktadanie si¢ bialek wewnatrz
komérek nerwowych, co jest oznaka choroby Hun-
tingtona (). W warunkach laboratoryjnych mozna
znacznie tatwiej zbadaé, jak dochodzi do takich pro-
ceséw oraz w jaki sposéb mozna im zapobiec.

W kulturze komérkowej mozna wybarwi¢ réwniez komérki glejowe.
Na tym zdjeciu przedstawiono na zielono btone komoérkowa oli-
godendrocytu, a na niebiesko - jego jadro komodrkowe. Tak jak
wszystkie inne oligodendrocyty, rowniez ten owija sie wokot widkien
nerwowych sasiednich neuronéw (nie sa one widoczne na zdjeciu,
poniewaz nie zostaty wybarwione).

Choroba Huntingtona — str. 232



