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UVOD V LABORATORIJSKE VAIJE

Asist. dr. Tijana Markovi¢, mag. farm.

VARNOST PRI DELU V BIOKEMIJSKEM LABORATORNU

OSEBNA VAROVALNA OPREMA

Pri delu v laboratoriju je obvezna uporaba laboratorijske halje, ki naj bo zapeta. Prav tako pri
delu z bioloSkimi vzorci vedno uporabljamo lateksne ali nitrilne zascéitne rokavice. Kadar
delamo z nevarnimi snovmi, vedno uporabljamo zasc¢itna ocala.

PRAVILA DELA V LABORATORNU

V laboratoriju je prepovedano uZivanje pijace in hrane.

Jakne in torbe pospravimo v za to namenjene omare/predale.

Pri delu v laboratoriju je obvezna uporaba laboratorijske halje.

Pri delu z bioloskimi vzorci vedno uporabljamo lateksne ali nitrilne zascitne rokavice.
Pri delu z nevarnimi snovmi vedno uporabljamo digestorij.

Po zaklju¢enem laboratorijskem delu ustrezno pospravimo delovno povrsino (Slika 1).

Slika 1: Delovna povrsina v laboratoriju.

Pri delu v laboratoriju je potrebno upostevati pravila, saj s tem poskrbimo za svojo varnost in
za varnost vseh, ki delajo v laboratoriju. Pomembno je, da upoStevamo navodila asistenta, ki
vodi laboratorijske vaje. Z namenom zagotavljanja varnosti vseh prisotnih v [aboratoriju, lahko
asistent Studentu, ki pravil ne uposteva, prepreci nadaljnje opravljanje laboratorijskih vaj.



PIKTOGRAMI

Piktogram za nevarnost je slika na etiketi posameznih reagentov, ki vkljuuje opozorilno
oznako in posebne barve, namenjene zagotavljanju informacij o $kodi, ki jo lahko dolocena
snov ali zmes pomeni za nase zdravje ali okolje (Slika 2, 3).

Jedko Eksplozivno Oksidativnho Resne nevarnosti Nevarno
za zdravje za okolje
Wiy
() “'@'
Nevarnostiza zdravje  Vnetljivo Akutna Plin pod tlakom
/nevarno za ozonski strupenost
plasc

Slika 2: Reagenti, oznaceni s prikazanimi piktogrami, so lahko nevarni, ¢e se z njimi ne ravna
pravilno. Za zagotovitev varne uporabe si zapomnimo pomen oznak in preberemo navodila.
Prirejeno po: (1)

Posamezni piktogrami in ravnanja s kemikalijami, ki so oznacena s piktorgrami so pojasnjena
v sliki 3.

Jedko Razlaga piktograma: Vnetljivo Razlaga piktograma:
Lahko je jedko za kovine, Lahko ali zelo vnetljivi plini,
povzroéa hude opekline kofe in aerosoli, tekoine ali hlapi.
poikodbe ofi Ne segrevamao ali priima proti
Eﬂ::‘ Hranimo v originalni embalaii. odprtem ognju.

— %’; Nosimo  zadfitne  rokavice, Uporabimo orodje, ki ne
zaidfitna obladila, zaidito za odi povirataisker, hranimo v tesno
in obraz zaprti posodi.

Resnhe nevarnosti Razlaga piktograma: ) Akutna Razlaga pil_r.tugrama:
. Lahko skoduje plodnosti ali Pri zauZitju, wdihavanju ali v
za zdra\.qe nerojenemu otroku, povzroca strupenost stiku s koio je lahko zdravju
raka, simptome alergije ali Skodljivo ali smrtno.
astme, $koduje organom. Ravnamo previdno.
Pred uporabo se seznanimo z Me jemo, pijemo ali kadimo
varnostnimi ukrepi. Ne med uporabo.
vdihavamo prahu ali dimow. Uporabljamo zaiitno opremo.
Hranimo  zaklenjeno.  Pri Preprecimo stik s koZo in z omi.
respiratornih simptomih Hranimo zaklenjeno.

poklicemo center za
zastrupitve ali zdravnika.

Slika 3. Prikaz izbranih piktogramov in razlaga. Prirejeno po (2)



PIPETIRANIJE

PIPETE

Pipete se uporabljajo za natanéno odmerjanje volumnov raztopin. Poznamo polnilne, merilne
pipete in birete. Najprej moramo izbrati ustrezno pipeto. Za pipetiranje uporabljamo pipete,
ki se med seboj razlikujejo glede na volumen, ki ga Zelimo pipetirati. Najprej pois¢emo pipeto,
ki ustreza volumnu, ki ga Zelimo pipetirati. Vsaka pipeta ima predpisan ustrezen volumen, na
katerega je kalibrirana in se lahko uporablja le za pipetiranje znotraj merilnega obmocja
pipete.

Obicajna merilna obmocja pipet so:

e O5uL-10pL

e 0O5puL-20pL

e 10 uL-100 pL

e 20 puL-200pL

e 100 puL-1000 pL
e 1ml-5ml

Na pipeti nastavimo ustrezen volumen, kar storimo s premikanjem gumba za nastavitev
volumna (Slika 2). Gumb vrtimo dokler se v okencu ne pojavi Zelen volumen. Pri tem pazimo,
da nikoli ne nastavimo volumna izven merilnega obmocja pipete, saj vtem primeru odmerjeni
volumen ne bo pravilen, lahko pa tudi pokvarimo pipeto.

Mehanizem za nastavitevvolumna
z vrtenjem

Bat (stopnja 0, 1 and2)

Gumb za izmet pipetnega nastavka

— Indikator volumna

Gumb za nastavitev
volumna z varnostnim
mehanizmom
(nekatere pipete)

_ Pipetni nastavek

Slika 2: Pipeta. Shema je bila pripravijena z uporabo Servier Medical ART 3000.



NASTAVKI ZA PIPETE

Nastavki za pipete se med seboj razlikujejo glede na volumen, ki ga lahko pipetiramo (Slika 3).
Vedno pois¢emo ustrezen nastavek glede na merilno obmocje pipete ter preverimo, da
nastavek dobro tesni. Nastavek zamenjamo vedno, ko pipetiramo drugo tekocino, da
prepre¢imo kontaminacijo reagentov, vzorcev.. Po zakljutenem pipetiranju nastavek
zavrzemo v kos za bioloske odpadke s pritiskom na gumb za odstranitev nastavka.

Slika 3. Stojalo za pipete z razlicnimi volumni in skatle v katerih hranimo nastavke za pipete.
POSTOPEK PIPETIRANJA

Pred za¢etkom pipetiranja izberemo ustrezno pipeto glede na volumen, ki ga Zelimo pipetirati
ter nastavimo ustrezen volumen. Pipeta ima 3 stopnje (nevtralno 0, 1. in 2. stopnjo). Na pipeti
preizkusimo gumb za vse 3 stopnje, da dobimo obcutek za delo z izbrano pipeto. Nato
izberemo ustrezen nastavek in ga namestimo na pipeto ter se prepri¢amo, da nastavek dobro
tesni. Pipeto postavimo v vertikalen poloZaj nad tekocCino in pocasi pritisnemo gumb do
stopnje 1. Nato pipeto potopimo v raztopino tako, da je konica nastavka nekaj mm pod
gladino tekocine. Volumen tekocine zajamemo tako, da gumb pocasi spustimo v nevtralen
polozaj (torej iz stopnje 1 v stopnjo 0) in po¢akamo vsaj 1 sekundo. Pred izpustom tekocine
naslonimo nastavek na steno posode pod kotom 20°- 45°. Ko je nastavek pod kotom, pocasi
stisnemo gumb do stopnje 2 in pofakamo vsaj 1 sekundo, da prenesemo ves volumen



tekocine. Po kon¢anem pipetiranju zavriemo nastavek v ko$ za bioloske odpadke s pritiskom
na gumb za odstranitev nastavka.

Stopnja O 1 1 0 0 0 2 0 0

- s [at] fany]
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Slika 4. Shematski prikaz pipetiranja. Shema je bila pripravljena z uporabo Servier Medical
ART 3000.

NA KAJ MORAMO BITI POZORNI PRI PIPETIRANJU?

Vedno preverimo merilno obmodje pipete in pazimo, da pipete nikoli ne nastavimo izven
merilnega obmocdja, saj je sicer potrebna ponovna kalibracija pipete. Pred pipetiranjem
preizkusimo stopnje na pipeti (0, 1, 2) s pritiskom na gumb, da dobimo obcutek za posamezno
pipeto. Pred vsakim pipetiranjem moramo dati na pipeto nov nastavek, da ne pride do
kontaminacije reagentov in vzorcev. Preden potopimo pipeto v raztopino, se vedno
prepricajmo, da smo stisnili gumb na stopnjo 1. Pomembno je, da pipete pri zajemanju vzorca
ne potopimo pregloboko, ker lahko zaradi kapilarnega efekta zajamemo ve¢ji volumen. Ce pa
nastavka ne potopimo dovolj globoko, lahko zajamemo zracne mehurcke (Slika 5). Pipeto
torej potopimo do taksne globine, kot je nujno potrebno, da ob koncu pipetiranja zaradi
znizanja gladine ne bi v pipeto namesto raztopine potegnili zraka. Pomembno je tudi, da je
pipeta pri zajemanju tekocine v vertikalnem poloZaju, saj lahko v nasprotnem primeru
zajamemo napacen volumen. Pri pipetiranju gumb stisnemo pocasi in nato pocakamo 1
sekundo, da ne pride do nastanka mehurckov ali razlitja tekoCine. Pri izpustu moramo
upostevati, da prislonimo pipeto na steno pod kotom 20°- 45°, da zagotovimo optimalen
pretok tekocine.



Slika 5. Shematski prikaz posameznih korakov, na katere moramo biti pozorni pri pipetiranju.
Shema je bila pripravljena z uporabo programa BioRender.

POGOSTE NAPAKE PRI PIPETIRANJU

e Nepravilno nastavljen volumen — npr. Zeleli smo odpipetirati 100 uL raztopine, izbrali
pa smo pipeto, ki ima merilno obmocje 2 uL -20 uL. Volumen na pipeti smo nastavili
na 10,0 (uL) - odpipetiran volumen bo tako 10 x prenizek.

e Nepravilno nameséen nastavek na pipeto - ¢e nastavka nismo ¢vrsto pritrdili, lahko
pade s pipete ali odpipetiramo napacen volumen.

e Vdor tekocine v pipeto - ¢e ne drZzimo pipete obrnjene navzdol.

e Zajetje mehurckov - v primeru, da ob zajetju volumna spustimo gumb iz stopnje 1 do
nevtralnega poloZaja prehitro. Odpipetiran volumen bo napacen.

e Odvzem prevelikega volumna - ¢e nimamo obcutka za stopnje na pipeti in stisnemo
gumb na stopnjo 2 namesto na stopnjo 1. Odpipetiran volumen bo napacen.



REVERZNO PIPETIRANIJE

Reverzno pipetiranje uporabljamo za viskozne tekocine ter z namenom, da preprecimo
nastanek mehurckov.

Postopek reverznega pipetiranja:

1. Gumb na pipeti nastavimo na stopnjo 2, potopimo v raztopino in pocasi spustimo do
nevtralnega poloZaja 0, da zajamemo volumen tekocine.

2. Nastavek pipete naslonimo pod kotom 20°- 45° na steno vsebnika, v katerega bomo
pipetirali.

3. Gumb spustimo do poloZaja 1 in s tem odmerimo volumen tekocine. Pomembno je, da se
zavedamo, da pri reverznem nacinu pipetiranja vedno ostane nekaj tekocine v nastavku.

4. Na koncu spustimo gumb do stopnje 2 in s tem preostanek tekocine v nastavku zavrzemo
v ustrezen vsebnik, ki ga po kon¢anem delu zaprtega zavriemo v bioloSke odpadke.

VIRI:

1. Pictograms, https.//echa.europa.eu/sl/pictograms-infographic, dostopano: 21.2.2024
2. ECHA Regulations CLP Quiz, https://echa.europa.eu/sl/requlations/clp/clp-quiz; dostopano:
6.7.2022

SERIJSKO REDCENJE IN FAKTOR REDCENJA

Pri delu v laboratoriju moramo pogosto pripraviti red¢itve osnovnih raztopin (Slika 6).

SERIJSKO REDCENJE

1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL

e Y Y Y VI VI

1.0mL
water
1:2 14 1:8

redcitev 1:16 1:32 1. 64

faktor redcenja 2 4 8 16 32 64

Slika 6. Shematski prikaz serijskega redcenja. Slika je narejena z uporabo programa Biorender.


https://echa.europa.eu/sl/pictograms-infographic
https://echa.europa.eu/sl/regulations/clp/clp-quiz

DODATNO GRADIVO

Oglejte si naslednje videoposnetke, ki nazorno prikaZejo pravilno tehniko pipetiranja ter
opozorijo na pogoste napake pri pipetrianju.

Pravilno pipetiranje: https://www.youtube.com/watch?v=QGX490kuKijg

https://www.youtube.com/watch?v=00QWsCMQuRw

https://www.youtube.com/watch?v=nPjt1ZUNKFQ

Pipete: https://www.youtube.com/watch?v=wlO4zJLR8R8

Pogoste napake pri pipetiranju: https://www.youtube.com/watch?v=0500lv_y4Pk

Reverzno pipetiranje: https://www.youtube.com/watch?v=1Y0U9{f5Zbl

VPRASANIJA

Nastejte osebno varovalno opremo v laboratoriju.

e Preverite znanje o piktogramih v naslednjem kvizu: Kviz o CLP - ECHA (europa.eu)

e Opisite postopek pipetiranja.

e Izberite s katero pipeto bi najbolj natanéno odpipetirali Zelene volumne. To naredite
tako, da k zapisanem volumnu pripiSete Stevilko pred ustrezno pipeto.

Izbor pipet _ 9,4 uL
1 0,1 pL-3puL - 21,4 uL
2 0,5uL—-10pL - 1,856 pL
3 2 uL—20pL - 62 uL
4 10 uL—100 pL - 155 uL
5 20 puL —200 pL - 14 uL
6 100 pL—1000 puL - 1600 pL
7 ImL-5mL 0,3mL

e QOdpipetirali smo vzorec, nato bomo pipetirali reagent. Katera trditev je PRAVILNA?

A) Natavek po pipetrianju vzorca zavrzemo in za pipetiranje reagenta uporabimo nov
nastavek.

B) Za pipetiranje vzorca in reagenta lahko uporabimo enak pipetni nastavek.


https://www.youtube.com/watch?v=QGX490kuKjg
https://www.youtube.com/watch?v=OOQWsCMQuRw
https://www.youtube.com/watch?v=nPjt1ZUNkFQ
https://www.youtube.com/watch?v=wlO4zJLR8R8
https://www.youtube.com/watch?v=05oolv_y4Pk
https://www.youtube.com/watch?v=1Y0U9jf5ZbI
https://echa.europa.eu/sl/regulations/clp/clp-quiz

e Shematsko prikaZite postopek pipetiranja. Oznacite, na kaj moramo biti pri pipetiranju
pozorni.

e Nastejte 5 pogostih napak pri pipetiranju.

e Opisite postopek reverznega pipetiranja.

e Ob ogledu video vsebin izpiSite 5 pomembnih ugotovitev za vsak posnetek.

e Navedite faktor red¢enja za raztopine pripravljene s serijskim red¢enjem.

1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL

- “ u
1:10

Red&itev 1:100 1:1000 1:10000 1:100000 1:10000000

Faktor redéenja

Video vsebine

e Navajanje virov in literature ter uporaba programa Zotero:
https://www.youtube.com/watch?v=-1_hfvpeNOg

e How to Present Better with PowerPoint Presentation Coach:
https://www.youtube.com/watch?v=GZWT1VxTxAA

e The surprising secret to speaking with confidence, TEDxBrixtonhttps:
www.youtube.com/watch?v=a2MR5XbJtXU



https://www.youtube.com/watch?v=GZWT1VxTxAA
http://www.youtube.com/watch?v=a2MR5XbJtXU
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OSNOVE MIKROSKOPIRANJA IN CELICNA ZGRADBA

Izr. prof. dr. Anja Pislar, mag. farm.

uvoD

Na vaji se bomo seznanili z osnovami mikroskopiranja, enim najpomembnejsih orodij v
bioloskih raziskavah. Spoznali bomo pripravo mikroskopskih preparatov in delovanje
svetlobnega mikroskopa ter opazovanje razlicne vrste celic s pomocjo mikroskopa. V okviru
vaje bomo za namen mikroskopiranja pripravili preparate bakterijskih kultur, kvasovk, rastlinskih celic
in celic ustne sluznice, kar bo omogocilo razumevanje osnovnih razlik v zgradbi prokariontskih
in razli¢nih evkariontskih celic.

CELICA

Celica je osnovna gradbena in funkcionalna enota vseh Zivih organizmov. Celice so najmanjsi
deli organizmov, ki jih obravnavamo kot Zive, zato jim pogosto pravimo tudi gradbeni elementi
zivljenja. Vse Zivljenjske funkcije, kot so metabolizem, rast in razmnoZevanje, potekajo na
ravni celice. Celice so lahko zelo raznolike, vendar jih delimo na dve glavni skupini:
prokariontske in evkariontske celice.

Prokariontska celica

Prokarionti (Prokaryota) so skupina enoceli¢nih organizmov z znacilno celi¢no zgradbo, ki je
preprostejSa od evkariontske celice. Filogenetsko prokarionte delimo v dve veliki skupini:
bakterije (Bacteria) in arheje (Archaea). Genetski material prokariontskih celic se nahaja v
citoplazmi in ni obdan z jedrno membrano, ki je ena glavnih znacilnosti evkariontskih celic,
kot so zivalske in rastlinske celice. Prokarionska celica nima celi¢nih organelov in je precej
manjsa od evkariontske celice. Tipi¢na bakterijska celica je velika priblizno 1 um, medtem ko
so evkariontske celice velike od 10 do 100 um. Bakterije in arheje imajo podobno celi¢no
zgradbo, vendar si med seboj niso nic¢ bolj sorodne, kot so evkariontom. Bakterije imajo tako
kot rastline in glive praviloma celi¢no steno, a je ta zgrajena drugace (tj. iz peptidoglikana).
Stevilne se premikajo z bickom, ki pa se po strukturi razlikuje od bi¢kov drugih skupin (slika 1).
Prokarionti so najbolj Steviléna oblika Zivljenja na Zemlji, tako v smislu biomase kot v Stevilu
vrst. V. morju predstavljajo kar 90 % skupne teze vseh organizmov, v enem samem gramu
plodne zemlje pa je lahko ve¢ kot 10 milijard bakterijskih celic.

Evkariontska celica

Evkarionti (Eukaryota) so organizmi, ki jih gradijo evkariontske celice. Zivljenje evkariontov in
prokariontov temelji na istih molekularno bioloskih osnovah, in sicer v obeh primerih je
osnovna enota zZivljenja celica, ki jo sestavlja enaka skupina organskih makromolekul (proteini,
sladkoriji, lipidi in nukleinske kisline) in v njej potekajo podobni osnovni biokemicni procesi.
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Evkariontska celica je vecja in kompleksnejSa od prokariontske in lahko gradi tudi vecceli¢ne
organizme, kot so glive, Zivali in rastline, ki se v celi¢ni zgradbi nekoliko razlikujejo (slika 1).
Rastlinska celica ima okrog membrane dodaten zascitni sloj, tako imenovano celi¢no steno iz
celuloze, glivna celica pa iz hitina. V notranjosti evkariontske celice ali citosolu so Stevilni
celicni organeli. To so specializirane strukture obdane z lastno membrano, ki opravljajo
pomembne celi¢ne funkcije. Vecina organelov je skupna tako rastlinski, Zivalski kot tudi glivni
celici. Rastlinske celice pa imajo dva dodatna organela, ki jih Zivalske nimajo, in sicer
kloroplaste in velike vakuole. Poleg organelov se v citoplazmi prosto nahajajo Stevilni encimi
in druge beljakovine, ki so udelezeni v celicnih procesih, kot sta sinteza in razgradnja
beljakovin.

DAKTERIJSKA CELICA GLIVNA CELICA ZIVALSKA CELICA RASTLINSKA CELICA
endoplazemskl vakuola
ribosom Golgijev vakuola endoplazemski endoplazemski retikulum
\

\ retikulum

aparat

st ikulum
kapsula retikulum \

ribosom  jedro

/

celicna

stena |
membrana

dednina
brez membrane

O S | Golgijev  celiZna /
celicna " | membrana I' 'l aparat stena 'II | ‘
" stena |
stend | mitohondrij ol / I' \ \
]O‘Ir‘ membrana membrana [ Golgijev
edro /
mitohondr aparat
mitohondr) kloroplast mitohondri)

Slika 1: Razvrsc¢anje organizmov na osnovi razlik v zgradbi celice. Povzeto po https://eucbeniki.sio.si.

MIKROSKOPIRANIJE

Celi¢na biologija je veda, ki raziskuje ultrastrukturno in molekulsko zgradbo ter delovanje
celic. Celice so v popvrecju velike med 10 in 20 um, kar je petina velikosti najmanjsega delca,
ki ga Se lahko vidimo s prostim ofesom. Celice pa niso samo zelo majhne, temvec tudi
brezbarvne in prosojne, zato je njihovo opazovanje odvisno od razvoja mikroskopov in razvoja
razli¢nih tehnik za pripravo mikroskopskih preparatov.

Mikroskopiranje je tehnika priprave in opazovanja mikroskopskih predmetov z mikroskopom.
Mikroskop je naprava za opazovanje objektov, ki so premajhni, da bi jih lahko videli s prostim
ocesom. Je optic¢ni instrument, sestavljen iz sistema lec, ki so v isti opti¢ni osi namescene v
primerni medsebojni razdalji in nam omogocajo, da opazujemo drobne predmete pod vecjim
zornim kotom, kot z golim ocesom (slika 2).
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Slika 2: Shematski prikaz mikroskopiranja preparatov prokariontskih (/evo) in evkariontskih celic
(desno).

Mikroskop

Glede na osnovni princip delovanja delimo mikroskope v tri razrede: opti¢ni svetlobni
mikroskopi, elektronski mikroskopi (presevni ali vrsti¢ni) in vrsti¢ni preiskovalni mikroskopi
(scanning probe microscope). S slednjimi vzorcev ne gledamo ve¢ s pomocjo
elektromagnetnega valovanja (svetlobni, elektronski mikroskop), ampak »tipljemo« povrsino
vzorca z ostro konico nanometrskih dimenzij.

Na vaji bomo uporabljali svetlobni mikroskop. Pri mikroskopu s presevno svetlobo (slika 3)
svetloba iz Zarnice potuje skozi kondenzor, pritrjen pod mizico; nato skozi prosojen objekt, ki
lezi na stekelcu nad odprtino v mizici; nato skozi leCe objektiva in v notranjosti cevastega
tubusa ustvari realno, povecano in obrnjeno sliko objekta. To sliko nato dodatno povecajo
le€e v okularju in jo posredujejo v opazovalcevo oko. Opazovalec tako vidi dvakratno
povecano navidezno sliko v oddaljenosti priblizno 25 cm od ocesa.
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Slika 3: Pot svetlobe v svetlobnem mikroskopu.

IzboljSevanje preprostih osnov je pripeljalo do danasnjih izjemno zapletenih in izpopolnjenih
naprav. Danasnji mikroskopi so pogosto narejeni iz posameznih sklopov, ki jih je moc
zamenjevati in tako mikroskop prilagajati razliénim tehnikam mikroskopiranja, njihova optika
pa omogoca velike povecave ob izjemni jasnosti in kontrastnosti slike.

Zgradba mikroskopa

V mikroskopu (slika 4) sta dve vrsti povecevalnih leC: le¢a objektiva in le¢a okularja. Leca
objektiva na spodnji strani tubusa, ki ima majhno gori$¢no razdaljo in je precej blizu objekta,
projicira povecano realno sliko objekta v notranjost tubusa. Ta slika je obrnjena in projicirana
na natanc¢no doloceno razdaljo v notranjosti tubusa (kar imenujemo opti¢na dolzZina tubusa).
Ce bi v tubus potisnili prosojen zaslon (npr. iz jedkanega stekla), bi to realno sliko lahko videli.
Objektiv vsebuje najpomembnejse lece v mikroskopu, saj morajo dati jasno sliko visoke
lo¢ljivosti. Ce je objektiv nekvaliteten in nima odpravljenih napak (aberacij), bo tudi slika slaba.
Na vsakem objektivu je vgravirana povecava (npr. 20x ali 10x), dolZina tubusa, za katero je bil
objektiv izdelan (obi¢ajno 160 mm), ter debelina krovnega stekelca, ki pokriva objekt in so jo
upostevali pri naértovanju korekcije sferi¢ne aberacije (obi¢ajno 0,17 mm). Ce je objektiv
nacrtovan za opazovanje s kapljico imerzijskega olja med ¢elno leco in krovnim stekelcem,
ima vgravirano oznako OIL ali OEL ali HI (homogena imerzija). Ce takih oznak na objektivu ni,
je namenjen "suhemu"opazovanju. To pomeni, da je med njegovo celno le¢o in krovnim
stekelcem zrak. Stojalo ali okvir mikroskopa nosi objektive na spodnjem koncu tubusa, ki je
obrnjen proti objektu. Obi¢ajno je na stojalo pritrjen revolver, v katerem je privitih vec
objektivov. Z obracanjem revolverja lahko v opticno os mikroskopa preprosto namestimo
poljuben objektiv.
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Slika 4: Zgradba mikroskopa.

Okularna leca se nahaja v okularju, ki je vstavljen v tubus na njegovi zgornji strani. Okular ima
rob, s katerim je zataknjen v rob tubusa in mu preprecuje, da bi zdrknil vanj. Polozaj okularja
je tak, da njegova zgornja le¢a dodatno poveca realno sliko, ki jo projicira objektiv. Oko
opazovalca vidi sekundarno povecano sliko, kot bi bila oddaljena 25 cm. Torej je slika
navidezno nekje pri dnu mikroskopa. Pri tej oddaljenosti je namrec locljivost povprecnega
¢loveskega ocesa najboljSa. Razdalja od vrha tubusa do roba objektiva, s katerim je ta pritrjen
v revolver, je obi¢ajno 160 mm. To razdaljo imenujemo mehanska dolzina tubusa.

V okular lahko vstavimo tudi merilca ali druge oznake na tak nacin, da je njihova slika vidna
istoCasno s sliko objekta. Pri monokularnem mikroskopu je okular le eden. Pri binokularnem
mikroskopu sliko, ki jo projicira objektiv, steklena prizma razcepi v dve smeri in vsaka od slik
pade na enega od dveh okularjev. Pri trinokularnem mikroskopu lahko opazovalec s premi¢no
prizmo usmeri sliko v okularja ali pa v tubus, na katerega lahko pritrdimo fotoaparat ali
kamero. Sodobni binokularni tubusi so narejeni pod kotom (obi¢ajno 30°), kar olajsa
opazovanje. Horizontalno razdaljo med okularjema je mogocée uravnavati glede na razdaljo
med opazovaléevima zenicama. Pri tem se ohranja mehanska dolZina tubusa 160 mm. Na
enem od okularjev je namesScen zobat obro¢, s katerim okular priredimo dioptriji
opazovalcevih oci.

15



Slika objekta je povefana dvakrat, najprej z objektivom in nato Se z okularjem. Taka
razporeditev lecja ustvari povecano sliko, katere velikost je zmnoZek povecave objektiva in
povecave okularja. Objektiv, ki poveca na primer 20x, in okular, ki poveca 10x, dajeta sliko, ki
je povecana 200x. Vecje ali manjSe povecave dosezemo z razlicnimi kombinacijami objektivov
in okularjev.

Da bi bile motnje zaradi tresljajev ¢im manjse, je spodnji del stojala mikroskopa tog in tezak.
Na obeh straneh stojala sta dve kolesci namenjeni ostrenju slike. Veéji, makrometrski vijak je
namenjen grobi izostritvi slike in ga uporabljamo le pri najmanjsi povecavi. Manjsi se imenuje
mikrometrski vijak in je namenjen natan¢nemu ostrenju slike pri vseh povecavah. Z vrtenjem
vijakov objekt priblizujemo ali oddaljujemo od objektiva. Obcutljivost mikrometrskega vijaka
se nanasa na velikost premika mizice, ko mikrometrski vijak zavrtimo v eno ali drugo smer. Pri
dobrih mikroskopih je premik obi¢ajno 2 um, pri vrhunskih raziskovalnih pa 1 um. Pri vecini
mikroskopov z vijakoma dvigamo ali spus¢amo mizico, pri nekaterih pa se dviga ali spusca
objektiv.

Objekt lezi na mizici, pravokotni ali okrogli, z odprtino na sredini, skozi katero prehaja
svetloba, ki nadaljuje pot skozi objekt in v objektiv. Mizica je pogosto opremljena z vilicami, v
katere vpnemo preparat in ga nato premikamo z vijakoma pod mizico. Pod mizico je pritrjen
kondenzor. Lece v kondenzorju zberejo svetlobo Zarnice v ravnini objekta. Kondenzor je
pritrjen v okvirju, ki ga je pri nekaterih mikroskopih z vijakom kondenzorja mogoce dvigati ali
spuscati. Kondenzor ima pogosto Se vijake za centriranje, s katerimi le¢e naravnamo v opti¢no
os mikroskopa. Del kondenzorja je tudi lamelna zaslonka, ki se imenuje aperturna zaslonka,
in jo lahko odpiramo ali zapiramo z rocico na sprednji strani kondenzorja. Aperturna zaslonka
in kondenzor sta bistvena za dobro osvetljenost objekta.

Pod kondenzorjem je lahko pritrjeno zrcalce, ki svetlobo iz svetlobnega vira usmerja v
kondenzor in naprej skozi objekt. Pogosto ima mikroskop namesto zrcalca v spodnjem delu
stojala vgrajeno Zarnico, ki poskrbi za osvetlitev.

Povecava

Povecavo pri svetlobnem mikroskopu dosezemo s pomocjo dveh sistemov le¢ (okularja in
objektiva). Vecina svetlobnih mikroskopov ima 4 objektive s 4-, 10-, 40- in 100-kratno
(imerzijski objektiv!) povecavo. LecCe objektiva v notranjosti tubusa ustvarijo realno, povecano
in obrnjeno sliko objekta, ki jo nato dodatno 10-krat povecajo lece v okularju in jo posredujejo
v opazovaléevo oko. Celokupno povecavo dolocimo tako, da pomnozZimo povecéavo okularja
in objektiva. Ustrezno povecavo izberemo tako, da na sliki Se lahko razlo¢imo posamezne
podrobnosti objekta.

Locljivost

Velikost uporabne povecave omejuje uklon (difrakcija) svetlobe. Svetloba, ki izvira iz razli¢nih
tock na objektu, potuje skozi objektiv in ustvari sliko objekta, posameznih to¢k ne ponazori
kot tocke, temvec kot majhne razmazane kroge, ki jih imenujemo Airyjevi diski. Zaradi uklona
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se tocka ne preslika v tocko, ampak v nekoliko vegjo liso z zabrisanimi robovi. Ce se lisi dveh
sosednjih tock prekrivata, iz slike ne moremo vec ugotoviti, ali gre za sliko ene same tocke, ali
pa za prekrivajoci se sliki dveh ali ve¢ tock. Najmanjsa razdalja med to¢kama, ki ju v idealnih
pogojih Se razlo¢imo kot dve tocki, se imenuje locljivost mikroskopa (oznaka d). Za uklon na
okrogli odprtini je locljivost podana kot:

d = 0,61 x A / NA.Pri tem je A valovna dolZina svetlobe, NA pa numeri¢na odprtina lece
(objektiva). Konstanta 0,61 je povezana z razdaljo med dvema tockama, ki ju ¢lovesko oko Se
lo¢i. Uklon je tem bolj opazen, ¢im vecja je valovna dolzina v primerjavi z velikostjo odprtine.
Objektivi z ve¢jo numeri¢no odprtino ustvarjajo manjse Airyjeve diske in lahko razlikujejo
manjSe podrobnosti na objektu (slika 5). Numeri¢na odprtina je merilo za koli¢ino Zarkov, ki
jih zbere objektiv, in je definirana kot:

NA =n x sina,

kjer je n lomni koli¢nik sredstva med objektom in le¢o objektiva, a pa kot med opti¢no osjo in
zveznico, ki povezuje gorisce in rob lece objektiva (polovica kotne odprtine objektiva; slika 5).
Sposobnost objektiva, da ujame razlicne svetlobne Zzarke, ki izvirajo iz razlicnih delov
osvetljenega objekta, je neposredno povezana s kotno odprtino objektiva. Objektivi z manjso
kotno odprtino lahko zajamejo le ozek stoZec svetlobe v primerjavi z objektivi z velikimi
kotnimi odprtinami. Za doseganje dobre locljivosti moramo torej uporabiti objektiv s ¢im
vecjo numeri¢no odprtino oziroma vzorec opazovati s svetlobo s ¢im krajSo valovno dolzino.

e v

manjsa je njegova goris¢na razdalja.

D > 4

) ) =

Slika 5: Shematski prikaz Airyjevih diskov glede na numeri¢no odprtino (/levo) in prikaz kotne odprtina
objektiva (desno; f — goris¢na razdalja, o — polovica kotne odprtine, D — premer lece objektiva).

Obicajno vzamemo za valovno dolzino vrednost 550 nm, kar ustreza zeleni svetlobi, lomni
koli¢nik pa je od 1 (zrak) do 1,5 za oljno imerzijske objektive. V praksi lahko dosezemo
najmanjse vrednosti resolucije okoli 0,2 um. Pri dani kotni odprtini imajo objektivi, ki jih
uporabljamo z imerzijskim oljem, vecjo numeri¢no odprtino in s tem boljSo lo€ljivost (slika 6).
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Slika 6: Pomen oljne imerzije.

Na sliki 6 je v primeru A oznacenih pet Zarkov, ki potujejo iz tocke P na objektu skozi krovno
stekelce v zrak med njim in sprednjo leco objektiva. Le Zarka 1 in 2 lahko vstopita v objektiv.
Zarka 4 in 5 se popolnoma odbijeta. V primeru B je med stekelcem in le¢o olje, ki ima enak
lomni koli¢nik kot steklo. Zarki sedaj potujejo brez loma, zato v objektiv vstopijo Zarki 1, 2, 3
in 4. Numeri¢na odprtina je torej povecana za faktor n, ki je lomni koli¢nik olja.

Locljivosti mikroskopa ne smemo zamenjevati z najmanjso velikostjo predmeta, ki ga Se lahko
opazimo, saj lahko opazimo tudi od locljivosti dosti manjsi predmet, ¢e se le dovolj lo¢i od
okolice.

PRIPRAVA MIKROSKOPSKIH PREPARATOV

Za opazovanje bakterij, kvaskov, rastlinskih celic in drugih celic moramo pripraviti ustrezen
mikroskopski preparat. Mikroskopski preparati sluzijo za opazovanje oblik, strukture in drugih
znacilnosti posameznih organizmov. Preparat sestoji iz objektnega stekla, na katerega
poloZzimo objekt, ki ga bomo opazovali (npr. del rastline). Na opazovani objekt kanemo
kapljico vode in ga nato prekrijemo s krovnim stekelcem (slika 7). Poznamo vec vrst
mikroskopskih preparatov. Svezi ali mokri preparat pripravimo sami in ga po opazovanju
obicajno zavrzemo, ker ni obstojen. Trajni ali suhi preparat pripravijo v laboratorijih.
Opazovani objekt s posebnimi barvili obarvajo tako, da so dobro vidne strukture. Obstojnost
preparata zagotovijo z ustreznimi snovmi. Tak preparat lahko uporabljamo vec let.

A0 7

/

®)

& =4 /

©)

Slika 7: Shematski prikaz priprave mikroskopskega preparata, ki je sestavljen iz objektnega stekelca
(a), vzorca (b) in krovnega stekelca (c).
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Vecina nebarvanih preparatov je nekontrastnih ali slabo kontrastnih, zato so celice slabo
opazne. Z obarvanjem preparata povecamo kontrast med celicami in njihovim ozadjem, zato
celice lazje vidimo. Opazujemo njihovo obliko, velikost, zunanjo in notranjo strukturo. Z
ustreznimi barvili lahko selektivno obarvamo dolocene celi¢ne strukture (bicke, granule,
kapsule). Pred barvanjem preparata obi¢ajno pripravimo razmaz in ga fiksiramo. Na ta nacin
preprecimo izgubo bioloskega vzorca med postopkom barvanja. Pri enostavnem barvanju
uporabljamo barvila, ki dobro absorbirajo v vidnem delu svetlobnega spektra in se veZejo na
bioloske makromolekule (npr. metilensko modrilo, kristal vijolicno, safranin...). Kisla barvila
obarvajo predvsem bazi¢ne sestavine celice, predvsem citoplazmo, bazi¢na barvila pa se
vezejo z nukleinskimi kislinami in tako obarvajo predvsem celi¢na jedra. ldentifikacijo in
taksonomsko razvrs¢anje omogoca diferencialno barvanje, ki je sestavljeno iz vec stopenj (vec
barvil). Omogoca locevanje na osnovi strukturnih ali biokemijskih razlik, zaradi katerih se
pojavijo razlike v afiniteti do posameznih barvil.

Barvanje po Gramu

Metoda diferencialnega barvanja po Gramu se imenuje po izumitelju, danskemu bakteriologu
Hansu Christianu Gramu, in je ena najpomembnejsih metod barvanja v mikrobiologiji, ki je pri
identifikaciji bakterij obi¢ajno prva na vrsti. Zgradba bakterijske stene je pomembna za
lastnosti bakterij, zato barvanje po Gramu daje pomembno informacijo o fizioloskih,
medicinskih in ekoloskih aspektih bakterij. Barvanje po Gramu je empiricha metoda za
diferenciacijo bakterij v dve veliki skupini: grampozitivne in gramnegativne bakterije. Prve se
obarvajo vijoli¢no, druge pa roza, kar je posledica razlik v zgradbi bakterijske celi¢ne stene
(slika 8).

Grampozitivne bakterije Gramnegativne bakterije
lipopolisaharid

zunanja
x membrana N

RRR”R"RR"RR"R R plazemska RRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRR
wmwwmm membrana RN

Slika 8: Celi¢na stena po Gramu pozitivnih in negativnih bakterij.

Celice najprej obarvamo z barvilom metilvijolicnim oz. kristal vijoli¢nim in jih nato obdelamo
z raztopino joda, ki z barvilom tvori temen kompleks. Zaradi razlik v zgradbi celi¢ne stene lahko
pri eni skupini bakterij v dolo¢enem c¢asu barvilo speremo iz celic z etanolom ali zmesjo
etanola in acetona, druga skupina bakterij pa ostane obarvana. Prva skupina se imenuje po
Gramu pozitivne (grampozitivne), druga po Gramu negative bakterije (gramnegativne)
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bakterije. Razbarvane po Gramu negativne bakterije lahko v naslednjem koraku roZnato
obarvamo s safraninom (slika 9).

Barvilo Raztopina Zmes acetona Barvilo
metilvijoliéno joda In etanola safranin

Slika 9: Shematska predstavitev barvanja po Gramu.

Test je zasnovan na spoznanju, da majhna molekula barvila kristal vijolicno prodre skozi
polprepustno celi¢no steno bakterije. Po dodatku joda postane kompleks barvilo-jod prevelik
in tezje prehaja peptidoglikansko steno grampozitivnih bakterij. Pri gramnegativnih bakterijah
celi¢na stena vsebuje le tanko plast peptidoglikana (Slika 8). Organska topila, kot sta etanol in
aceton, zrahljajo zunanjo in notranjo lipidno membrano, skozi katero nato kompleks lazje
zapusca bakterijske celice.

VIR

o Jezernik, K., Verani¢, P., Sterle, M. (2012). Celi¢na biologija : ucbenik za Studente
Medicinske fakultete. DZS.

e Fundamental Techniques in Cell Culture. A Laboratory Handbook. ECACC (European
Collection of Cell Cultures) Handbook. Sigma

e https://app.jove.com/ru/v/10513/microscopy-and-staining-technigues-in-bacteria

e https://oer.galileo.usg.edu/context/biologytextbooks/article/1016/filename/0/type/
additional/viewcontent/1 Microscopy and Staining.pdf

DODATNO GRADIVO

Oglejte si dodatno gradivo in videoposnetke, ki nazorno prikazejo potek celiénega cikla in
posamezne stopnje mitoze in mejoze:

e Priprava mikroskopskih preparatov: https://www.wikihow.com/Prepare-Microscope-
Slides

e Barvanje po Gramu: https://www.youtube.com/watch?v=sxa46xKflOY
e Uporaba svetlobnega mikroskopa:
https://www.youtube.com/watch?v=SUo2fHZaZCU
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IZVEDBA VAIJE - POSTOPEK

Na vaji se bomo seznanili z razlicnimi tehnikami barvanja in priprave preparatov z namenom
opazovanja razli¢nih celic in njihovih struktur pod mikroskopom. Pri tem bomo uporabili
tehniko barvanja po Gramu , s katero bomo obarvali bakterije Escherichia coli in Lactococcus
lactis ter mlec€nokislinske bakterije iz jogurta. Z metilenskim modrilom bomo obarvali
kvasovke Saccharomyces cervisiae in epitelne celice ustne sluznice, s pomocjo raztopine
kloralhidrata pa bom opazovali celice lista zimzelenega gornika. V okviru vaje se bomo tako
seznanili z osnovami mikroskopiranja in osnovnimi znacilnosti prokariontskih in evkariontskih
celic.

Za izvedbo vaje se boste uporabili laboratorijsko opremo, material in reagente, ki so navedni
na sliki 10.

/ Laboratorijska oprema \ / Material \ / Reagenti \

svetlobni mikroskop bakterije, jogurt, kvasovke, metilvijoliéno, raztopina joda,
gorilnik zimzeleni gornik zmes etanola in acetona, safranin
bakterioloska zanka metilensko modrilo
Pasteurjeva pipeta kloralhidrat
objektna in krovna stekelca imerzijsko olje

L / \__ pincetainlesenapalcka /) \_ 4

Slika 10: Laboratorijska oprema, materiali in reagenti, potrebni za izvedbo vaje.

Navodila za delo z mikroskopom

e Odkrijte mikroskop in ga postavite na sredino delovnega prostora. Ce je le mogoce, si
naravnajte visino stola, ki vam omogoca udobno opazovanje.

e Prizgite svetilko. S kolescem za uravnavanje svetlosti naravnajte jakost svetilke malo
manj kot na najvecjo svetilnost.

e Nastavite objektiv z najmanjSo povecavo (4x). Z makrometrskim vijakom spustite

eves

evee

e Opazujte skozi mikroskop in pocasi spuscajte mizico tako, da vrtite makrometrski vijak
proti sebi, dokler se ne pojavi slika. Z mikrometrskim vijakom sliko lahko natan¢no
izostrite.

e 7 razmikanjem ali primikanjem okularjev nastavite razdaljo, ki ustreza razdalji med
oCesoma.

e 7 desnim oCesom poglejte v desni okular in z mikrometrskim vijakom natancno
izostrite izbrani detajl na sliki. Z levim o¢esom poglejte v levi okular in z vijakom na
okularju natancno izostrite isti detajl. Ponovno preverite in po potrebi naravnajte
razmik med okularjema.
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e Zapirajte in odpirajte aperturno zaslonko pod kondenzorjem, dokler ne dobite
kontrastne slike z dobro lo¢jivostjo. Pazite, da zaslonka ni odprta bolj, kot je potrebno
za pridobitev kontrastov, in ne prevecd, ker se zmanjsa locljivost.

o Ce Zelite uporabljati ve¢jo povecavo, postavite izbran del objekta na sredino vidnega
polja. Zavrtite revolver na naslednjo povecavo in z mikrometrskim vijakom izostrite
sliko, tako da opazujete skozi mikroskop in vijak vrtite proti sebi ali od sebe.

e Na enak nacin kot v tocki 7. ponovno prilagodite zaslonko.

e Prizamenjavi preparata ponovite tocke 3,4 in 7.

e Pri uporabi imerzijskega objektiva na krovno stekelce nanesite kapljico imerzijskega
olja in za izostrenje slike uporabljaje le mikrometrski vijak.

e Po konfanem mikroskopiranju zavrtite revolver na najmanjSo povecavo, z
makrometrskim vijakom spustite mizico, odstranite objekt, s stani¢evino dobro
obrisite imerzijski objektiv in druge dele mikroskopa, ¢e so med delom prisli v stik z
imerzijskim oljem ali drugimi teko¢inami. Ugasnite svetilko in mikroskop pokrijte.

Barvanje vzorcev in opazovanje z mikroskopom

A. Barvanje po Gramu in opazovanje bakterije Escherichia coli

1. Priprava razmaza: Suspenzijo bakterijske kulture E. coli s pomocjo bakterioloske zanke v
tanki plasti namazite na objektno stekelce. Razmaz posusite na zraku ob plamenu gorilnika
(do 40 9C). Posuseni razmaz fiksirajte tako, da objektno stekelce z razmazom obrnjenim
navzgor trikrat povlecete skozi plamen gorilnika.

2. Barvanje po Gramu: Preparat na objektnem stekelcu s Pasteurjevo pipeto prelijte (5 kapljic)
s kristal vijoli¢nim, ki naj u¢inkuje 1 minuto. Med barvanjem drZite objektno stekelce s
pomocjo pincete ali lesene S¢ipalke, da se izognete pobarvani koZi na prstih. Odvecno
barvilo odlijte v ¢aso za tekoci odpad in previdno sperite z vodo iz puhalke (ne z direktnim
curkom), da ne odstranite tudi fiksiranih bakterij. Dodajte priblizno 5 kapljic raztopine joda
(toliko, da prekrije celoten razmaz) in pocakajte eno minuto. Odlijte raztopino joda in
sperite z vodo, odvec¢no vodo previdno popivnajte s stani¢evino. S Pasteurjevo pipeto po
kapljicah dodajajte raztopino za razbarvanje (95 % etanol), tako da sproti odteka v ¢aso za
odpad 15 do 60 sekund, odvisno od debeline razmaza. Sperite Se z vodo (5 sekund).
Dodajte nekaj kapljic safranina in pocakajte eno minuto, nato sperite z vodo. Preparat
posusite na zraku in pazljivo popivnajte s stanicevino.

3. Mikroskopiranje: Pobarvan razmaz bakterij na objektnem stekelcu prekrijte s krovnim
stekelcem in nanj dodajte kapljico imerzijskega olja. Preparat opazujte pod mikroskopom
z imerzijskim objektivom (1000-kratna povecava) in brez. Bodite pozorni na strukturo in
barvo preparata.

4. Porocilo: Skicirajte in opiSite morfoloske znacilnosti (velikost, obliko) opazovanih po Gramu
negativnih bakterij.
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B. Barvanje po Gramu in opazovanje bakterije Lactococcus lactis

1. Priprava razmaza: Suspenzijo bakterijske kulture L. lactis s pomocjo bakterioloSke zanke v
tanki plasti namazite na objektno stekelce in posusite na zraku ter fiksirajte, kot je
opisano zgoraj.

2. Barvanje po Gramu: Fiksiran preparat pobarvajte, kot je opisano zgoraj.

3. Mikroskopiranje: Pobarvan preparat pripravite za mikroskopiranje kot je opisano zgoraj in
opazujte preparat pod mikroskopom z imerzijskim objektivom in brez. Bodite pozorni na
strukturo in barvo preparata.

4. Porodilo: Skicirajte in opiSite morfoloske znacilnosti opazovanih po Gramu pozitivnih
bakterij.
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C. Barvanje po Gramu in opazovanje mlecnokislinskih bakterij iz jogurta (Streptococcus
thermophilus in Lactobacillus bulgaricus)

1. Priprava razmaza: Jogurt s pomocjo bakterioloske zanke v tanki plasti namaZite na objektno
stekelce in posusite na zraku ter fiksirajte, kot je opisano zgoraj.

2. Barvanje po Gramu: Fiksiran preparat pobarvajte, kot je opisano zgora;.

3. Mikroskopiranje: Pobarvan preparat pripravite za mikroskopiranje, kot je opisano zgoraj, in
opazujte preparat pod mikroskopom z imerzijskim objektivom in brez. Bodite pozorni na
strukturo in barvo preparata.

4. Porocilo: Skicirajte in opiSite morfoloske znacilnosti opazovanih mikroogranizmov v jogurtu.

D. Barvanje in opazovanje kvasovke Saccharomyces cerevisiae

1. Priprava razmaza: Suspenzijo pekovskega kvasa s pomocjo bakterioloske zanke v tanki plasti
namazite na objektno stekelce. Razmaz posusite na zraku ob plamenu gorilnika (do 40 2C).
PosusSeni razmaz fiksirajte tako, da objektno stekelce z razmazom obrnjenim navzgor
trikrat povlecete skozi plamen gorilnika.

2. Barvanje z metilenskim modrilom: Fiksiran razmaz s Pasteurjevo pipeto prelijte z
metilenskim modrilom. Pocakajte eno minuto, visSek barvila na preparatu zlijte v ¢aso za
tekoci odpad in sperite z vodo iz puhalke. Posusite na zraku ob plamenu gorilnika
(popivnajte s stanicevino)

3. Mikroskopiranje: Pobarvan preparat pripravite za mikroskopiranje, kot je opisano zgoraj, in
opazujte preparat pod mikroskopom z imerzijskim objektivom in brez. Bodite pozorni na
strukturo in barvo preparata.

4. Porodilo: Skicirajte in opiSite morfoloske znadilnosti opazovanih mikroogranizmov v
pekovskem kvasu. Opazujte brstenje kvasovk.
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E. Opazovanje celic lista zimzelenega gornika
1. Priprava: List zimzelenega gornika vstavite v rezo v kocki stiroporja. Stiropor s preparatom
stisnite in z rezilom previdno odrezZite vec ¢im tanjsih precnih rezin lista.

2. Barvanje s kloralhidratom: Vec rezin s pinceto ali preparirno iglo prenesite na objektno
steklo, dodajte kapljico kloralhidrata in pokrijte s krovnim stekelcem.

3. Mikroskopiranje: Opazujte pri razlicnih povecavah mikroskopa (brez imerzije).

4. Porodilo: Skicirajte preparat in oznacite posamezne strukture v rastlinski celici, ki jih
prepoznate.

25



F. Barvanje in opazovanje epitelnih celic ustne sluznice

1. Odvzem vzorca in priprava preparata: Z notranje strani lica si postrgajte sluznico z leseno
palcko. Postrgane celice nanesite na objektno stekelce in fiksirajte razmaz kot je opisano
zgoraj.

2. Barvanje z metilenskim modrilom: Fiksiran razmaz s Pasteurjevo pipeto prelijte z
metilenskim modrilom. Pocakajte eno minuto, visek barvila na preparatu zlijte v ¢aso za
odpad in sperite z vodo iz puhalke. Posusite na zraku ob plamenu gorilnika (popivnajte s
stanicevino).

3. Mikroskopiranje: Pobarvan preparat pripravite za mikroskopiranje, kot je opisano zgoraj, in
opazujte preparat pod mikroskopom z imerzijskim objektivom in brez. Bodite pozorni na
strukturo in barvo preparata

4. Porocilo: Skicirajte in opiSite opazovane celice ustne sluznice.

Porodilo izdelal:
Datum:

Pregledal:
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CELICNI CIKEL

Izr. prof. dr. Anja Pislar, mag. farm.

uvoD

Na vaji se bomo seznanili s postopkom barvanja kromosomov v koreninskih laskih ¢ebule. Pri
tem bomo spoznali nacin oznacevanja kromosomov in priprave preparata na objektnem
stekelcu ter tehniko mikroskopiranja s pomocjo svetlobnega mikroskopa, kar nam bo
omogocilo opazovanje stopenj mitoze delecih se celic v apikalnem meristemu koreninskega
laska ¢ebule. S pomocjo trajnih preparatov si bomo podrobneje pogledali posamezne stopnje
mitoze in mejoze v razli¢nih tkivih.

CELIENI CIKEL

Celi¢ni cikel je zaporedje dogodkov v celici, ki vodijo v njeno delitev. Pri evkariontskih celicah
je celi¢ni cikel sestavljen iz stirih faz. Faze G4, S in G2 imenujemo s skupnim imenom interfaza.
Cetrta faza je mitoza oziroma faza M, med katero potece razdelitev v dve h&erinski celici (slika
1). Celice lahko zadasno izstopijo iz celicnega cikla in vstopijo v mirujoco fazo, imenovano Go.
Prokariontske celice nimajo jedra in se delijo s cepitvijo. Pri njih je celi¢ni cikel manj zapleten.

G;

Kontrolna tocka

M/G, \

M Celicni cikel ey KONtrOINa tocka

G,/S
Kontrolna tocka /
G,/M G, S

Slika 1: Prikaz celi¢nega cikla, ki obsega interfazo (faze G1, S in G2) in mitozo (faza M).
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V fazi G celi€nega cikla celica raste in se pripravlja na podvajanje DNA. Nastajajo informacijske
RNA za histonske proteine in encimi, ki sodelujejo pri podvajanju DNA. Podvoji se centrosom.
V celici poraste koncentracija nukleozidov. Ta faza traja v povprecju tri ure. Kromosomi se
nahajajo v obliki razvitega kromatina. Prehodi med posameznimi fazami celi¢nega cikla so
nadzorovani v tako imenovanih kontrolnih tockah, v katerih se ugotavlja stanje molekule DNA
in stanje okolja. Na prehodu iz faze G; je prva kontrolna tocka in celica preide v fazo S le, ¢e
je »pripravljena« na sintezo DNA (slika 1). V fazi S poteka podvajanje DNA in traja okoli 7 ur.
Kromosomi so po tej fazi sestavljeni iz dveh kromatid. V fazi G, celica ponovno raste in se
pripravlja na mitozo. V tkivu se celice sprostijo celi¢nih stikov s sosednjimi celicami, se
zaokrozZijo in zaradi privzema vode povecajo. Poteka pospeSeno nastajanje proteinov,
potrebnih za celicno delitev. Povprecno traja 3 do 4 ure. Pred vstopom v fazo M je druga
kontrolna tocka, kjer celica »preveri«, ali je genomska DNA podvojena (slika 1). Celi¢na rast
se zaustavi in energija se preusmeri v delitev v dve héerinski celici. Najprej pride do segregacije
kromosomov — delitve jedra (kariokineza) — in naposled se razdeli Se celotna celica
(citokineza). Traja od pol do ene ure. Tekom mitoze nastopi tretja kontrolna tocka, kjer celica
»preveri«, ali so kromosomi dokonc¢no pripravljeni na delitev (slika 1). Nekatere celice se lahko
ustavijo in po koncani mitozi celicnega cikla ne nadaljujejo (tj. ne vstopijo v nadaljnje delitve).
To obdobje je lahko zadasno ali trajno in ga oznacujemo s fazo Go (slika 1). Zac¢asno so v fazi
Go na primer matic¢ne celice, ki so zadolzene za obnovo celic, medtem ko so koncno
diferencirane celice trajno v fazi Go.

MITOZA

Mitoza je celi€na delitev, pri kateri nastaneta dve identicni, diploidni héerinski celici, ki imata
enako Stevilo istovrstnih kromosomov kot njuna materinska celica. Mitoza omogoca rast in
obnavljanje tkiv mnogocelicnim organizmom in nespolno razmnoZevanje enoceli¢nih
organizmov. Mitoza poteka v vec stopnjah, ki prehajajo ena v drugo: profaza, metafaza,
anafaza in telofaza (slika 2). V obdobju med dvema mitotskima delitvama je celica v interfazi.
Morfoloski dogodki mitoze so odraz molekularnih sprememb v vsaki izmed stopenj mitoze.
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- / Profaza \ ,

Interfaza Metafaza
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A NA
Yyyy

@ @

Citokineza Anafaza

Telofaza
Slika 2: Shematski prikaz stopenj mitoze.

Prva faza mitoze je profaza. V zgodnji profazi se oblikujejo kromosomi. Vsak kromosom je
sestavljen iz dveh enakih podolgovatih kromatid. Kromatidi sta med seboj zdruzeni v podrocju
centromere. V citoplazmi iz centrosoma pri¢no izhajati mikrotubuli delitvenega vretena, ki
omogocijo potovanje kromosomov na nasprotna pola celice. V pozni profazi razpade jedrni
ovoj in centrosoma doseZeta pola. Niti delitvenega vretena se podaljSajo in pritrdijo na
posamezen kromosom v obmocju centromer.

Druga faza mitoze je metafaza, v kateri niti delitvenega vretena povlecejo kromosome na
ekvatorialno ravnino celice. Delitveno vreteno je pritrjeno na centromere kromosomov tako,
da je po ena kromatida vsakega kromosoma na vsaki strani ekvatorialne ravnine. V tej fazi so
kromosomi najkrajsi in najdebelejsi in jih je najlaZje opazovati.

Tretja faza mitoze je anafaza in je najkrajSe obdobje mitoze. V anafazi se kromatidi locita, pri
¢emer se vsak dvokromatidni kromosom razdeli na dva hcerinska enokromatidna
kromosoma, ki ju niti delitvenega vretena potegnejo proti nasprotnim polom.

Anafaza preide v zadnjo, Cetrto fazo mitoze - telofazo, ko kromosomi dosezejo pol. Delitveno
vreteno postopoma izgine, zacne se oblikovati jedrni ovoj in kromosomi se razvijejo do svoje
funkcionalne oblike. Temu praviloma sledi delitev citoplazme (citogeneza) v dva enaka dela.

Celice, ki vstopajo v mitozo so pri mnogoceli¢nih Zivalih in rastlinah razlicno razporejene. Pri
visjih rastlinah poteka mitoza ve¢inoma v rastnih tkivih oziroma meristemih, ki se nahajajo na
vrsickih stebel in korenin. Pri Zivalih pa mitoza poteka skoraj povsod, ko nastajajo nove celice
in organizem raste, in ko nove celice nadomescajo stare, odmrle.
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MEJOZA

Mejoza ali zoritvena delitev je posebna oblika delitve jedra, s katero iz ene diploidne celice
nastanejo Stiri dedno razli¢ne haploidne celice in predstavlja osnovo za spolno razmnozevanje
pri vseh evkariontih. Mejoza je pomembna pri nastanku spolnih celic oziroma gamet (pri
zivalih) in spor (pri rastlinah). Gamete (jajcne celice ali spermiji) se pri oploditvi zdruzijo v
diploidno zigoto, iz katere se razvije nov organizem. Za mejozo je znacilen proces homologne
rekombinacije (t.i. crossing-over), pri cemer se z izmenjavo delov nesesterskih kromatid med
homolognimi kromosomi dodatno poveca genetska variabilnosti.

Mejoza poteka v dveh zaporednih delitvah, pri ¢emer se med I. in Il. delitvijo DNA ne podvoji.
Zaradi slednjega so nastale hcerinske celice haploidne. Posebna je prva mejotska delitev ali
mejoza |, ki je redukcijska delitev (zmanjsa Stevilo kromosomov na polovico) ter vkljucuje
povezovanje homologov in rekombinacije. Druga delitev ali mejoza Il je mitotska delitev s
poglavitnim namenom segregacijesestrskih kromatid (slika 3).

Interfaza Mejozall Mejoza
Profaza | Metafaza | Anafazal Telofazal & Profazalll Metafaza Il Anafazall Telofaza Il &
citokineza | citokineza Il
y— . X G AN A~
e S D w) (88 + &2 ()
= yb\\ / ;

Slika 3: Shematski prikaz stopenj mejoze.

VIR
e Jezernik, K., Verani¢, P., Sterle, M. (2012). Celi¢cna biologija : ucbenik za Studente
Medicinske fakultete. DZS.
DODATNO GRADIVO

Oglejte si naslednje videoposnetke, ki nazorno prikazejo potek celicnega cikla in posamezne
stopnje mitoze in mejoze:

e Celicni cikel: https://www.youtube.com/watch?v=g7iAVCLZWuM

e Mitoza: https://www.youtube.com/watch?v=7ybxaYhRplA

e Mejoza: https://www.youtube.com/watch?v=jjEcHra3484

30


https://www.youtube.com/watch?v=g7iAVCLZWuM
https://www.youtube.com/watch?v=7ybxaYhRpIA
https://www.youtube.com/watch?v=jjEcHra3484

IZVEDBA VAIJE - POSTOPEK

Na vaji se bomo seznanili s postopkom barvanja komosomov s Schiffovim reagentom in
opazovali stopnje mitoze v apikalnem rastnem tkivu koreninskih laskov ¢ebule s pomocjo
svetlobnega mikroskopa. Pri ¢ebuli (Allium cepa) je genska informacija zapisana na osmih
kromosomih, katere bomo opazovali v apikalnem meristemu koreninskih laskov ¢ebule, saj se
v tem predelu koreninskih laskov celice aktivno delijo in je veliko celic v fazi mitoze. V
nedelecih celicah ne moremo opazovati kromosov, saj se DNA zvije in zloZi v kromosome Sele
v procesu mitoze. Na samem vrhu koreninskega laska, pred rastnim tkivom je koreninska
Cepica (slika 4). To je plast celic, ki omogoca fizicno in kemijsko zascito apikalnega meristema.
Nad rastnim tkivom je cona rasti in diferenciacije. Celice tega dela sprejemajo vodo in se
podaljsujejo, a se ne delijo. To podaljSevanje potiska vrh korenine naprej v zemljo.

cona rasti in
difernciacije

apikalni meristem

koreninska Cepica

Slika 4: Rast koreninskih laskov ¢ebule (A) in precni prerez vrsicka koreninskega laska ¢ebule (B).

Na vaji se bomo seznanili tudi z opazovanjem trajnih preparatov, in sicer boste opazovali
celice med mitozo in mejozo v razli¢nih tkivih s pomocjo svetlobnega mikroskopa. Stopnje
mitoze boste pogledali tudi na trajnem preparatu precnega prereza vrsicka koreninskih laskov
¢ebule, hkrati pa si boste izbrali Se po dva preparate med spodaj navedenimi ter jih skicirali in
oznacili znacilnosti posameznega preparata.

Trajni preparati:

e Precni prerez vrsicka koreninskih laskov ¢ebule

e Precni prerez vrsicka korenin pri hijacinti

e Nastajanje spor v precnem prerezu prasnikov lilije

e Mitoza v celicah blastule ribe belice

o Cloveski kromosomi v razmazu iz krvi pri Zenski

e Cloveski kromosomi v razmazu iz krvi pri moskem

e Orjaski kromosomi v razmazu Zleze slinavke licinke trzace (Chironomus sp.)
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Za izvedbo vaje boste uporabili laboratorijsko opremo, material in reagente, ki so navedni na

sliki 5.

/ Laboratorijska oprema \

/

\

p

~

A

Material Reagenti
svetlobni mikroskop glava cebulice Allium cepa 1 M HCl
vodna kopel Pasteurjeva pipeta Schiffov reagent
mikrocentrifugirka imerzijsko olje
skalpel
objektna in krovna stekelca

Yy 9 trajni preparati VAN J

Slika 5: Laboratorijska oprema, materiali in reagenti, potrebni za izvedbo vaje.

1. Barvanje kromosomov koreninskih laskov ¢ebule s Schiffovim reagentom

Navodila za izvedbo vaje:

Povrsino, na kateri boste delali, zas¢itite z nekaj plastmi papirnatih brisac.

Pri spiranju in barvanju iz mikrocentrifugirke odstranite vso tekocino.

Vse odpadne tekocine pri spiranju in barvanju zavrzite v posodo za tekoci odpad.
Uporabljajte eno Pasteurjevo pipeto za vodo, eno za HCl in eno za Schiffov regent. Ne
menijujte jih med seboj.

Pri rokovanju s HCl bodite previdni, saj je moc¢na kislina.

Pri rokovanju s Schiffovim regentom pazite, da ne pride na roke in oblacila, saj se bodo
mocno obarvala.

Med postopkom barvanja in spiranja se ¢im manj dotikajte spodnjega dela koreninskih
laskov.

Schiffov reagent shranjujemo pri 4 - 82C, vendar mora biti pred barvanjem segret na
sobno temperaturo.

Potek vaje:

Glave Cebulic namestite na ozke ¢ase ali merilne valje napolnjene z vodo, tako da se
spodnji del (kjer poganjajo koreninski laski) dotika vode. Svezi koreninski laski, ki
pozenejo iz ¢ebulice, naj bodo stari 2 do 5 dni (pripravljeno s strani asistenta).

Odrezite priblizno 1 cm spodnjega dela dveh koreninskih laskov. Laske prenesite v
plasti¢cno mikrocentrifugirko.

S Pasteurjevo pipeto dodajte priblizno 1 mL 1 M HCI. Mikrocentrifugirko prenesite v
vodno kopel in inkubirajte 12 min pri 60 eC.

S Pasteurjevo pipeto previdno odstranite HCl iz mikrocentrifugirke in jo zavrzite v
steklenico za odpad. Koreninske laske trikrat sperite z destilirano vodo, tako da v
mikrocentrifugirko s Pasteurjevo pipeto dodate priblizno 1 mL destilirane vode,
zaprete, rahlo premesate in vodo previdno odstranite.
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Ko odstranite Se preostanek vode po spiranju, v mikrocentrifugirko dodajte Schiffov
reagent — toliko, da sta koreninska laska prekrita. Inkubirajte 12 min na sobni
temperaturi. V tem ¢asu bosta vrha koreninskih laskov postajala vse bolj rdece barve.
S Pasteurjevo pipeto previdno odstranite Schiffov reagent in ga zavrzite v steklenico
za odpad. Koreninska laska trikrat sperite z destilirano vodo, tako da v
mikrocentrifugirko s Pasteurjevo pipeto dodate priblizno 1 ml destilirane vode,
zaprete, rahlo premesate in vodo previdno odstranite.

S pinceto prenesite koreninska laska na objektno stekelce. S skalpelom ali rezilom
britvice odrezZite spodnja 2 mm laska (najbolj obarvan del). Preostanek zavrzite.
Preparatu dodajte kapljico vode in ga pokrijte s krovnim stekelcem.

Koscek laska mocno, a previdno stisnite med krovnim in objektnim stekelcem. Pritem
silahko pomagate z lesenim drzalom secirne igle ali svin¢nika. Pritisnite moc¢no, vendar
pri tem ne vrtite ali premikate krovnega stekelca. Zmeckan koscek laska naj se pritem
raztegne v liso od pol do enega centimetra v premeru.

Opazovanje stopenj mitoze v apikalnem meristmeu cebule pripravljenega preparata

Odkrijte mikroskop in ga postavite na sredino delovnega prostora.

Prizgite svetilko. S kolescem za uravnavanje svetlosti naravnajte jakost svetilke malo
manj kot na najvecjo svetilnost.

Nastavite objektiv z najmanjSo povecavo (4x). Z makrometrskim vijakom spustite

evee

evee

Opazujte skozi mikroskop in pocasi spuscajte mizico tako, da vrtite makrometrski vijak
proti sebi, dokler se ne pojavi slika. Z mikrometrskim vijakom sliko lahko natanéno
izostrite.

Za opazovanje pri vecji povecavi, postavite izbran del objekta na sredino vidnega polja.
Zavrtite revolver na naslednjo povecavo in z mikrometrskim vijakom izostrite sliko,

tako da opazujete skozi mikroskop in vijak vrtite proti sebi ali od sebe.

Nato preparat opazujte pod mikroskopom z objektivom najvecjo povecavo (100x), pri
¢emer dodatje imerzijsko olje.

Pri uporabi imerzijskega objektiva na krovno stekelce nanesite kapljico imerzijskega
olja in za izostrenje slike uporabljaje le mikrometrski vijak.

Poiscite vse stopnje mitoze v apikalnem meristeme koreninskega laska in jih skicirajte.

Opazovanje stopenj mitoze in mejoze s pomocjo trajnih preparatov

Na trajnem preparatu precnega prereza vrsicka koreninskih laskov ¢ebule s pomocjo
svetlobnega mikroskopa poiscite vse stopnje mitoze in jih skicirajte.

Poljubno si izberite Se dva trajna preparate in s pomocjo svetlobnega mikroskopa
skicirajte znacilnosti posameznega preparata.
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POROCILO:

Materiali in aparature:

Rezultati:

1. Poiscite in skicirajte celice v razliénih stopnjah mitoze z opazovanjem pripravljenega
preparata. Opisite vidne znacilnosti posameznih faz.

Profaza

4 N

- /

Metafaza

4 N
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Telofaza

/

35



2. Skicirajte celice med mitozo ali mejozo v razli¢nih tkivih s pomocjo opazovanja trajnih
preparatov. Opisite vidne znacilnosti posameznega preparata.

Trajni preparat:

Trajni preparat:
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Trajni preparat:

Vprasanja

1. V kateri fazi najbolj razlo¢no vidimo kromosome in zakaj?

2. Zakaj se celice, ki so v fazi mitoze, nahajajo na vrhu koreninskih laskov?

3. V kateri fazi se nahaja najvec celic rastnega tkiva?

Porodilo izdelal:
Datum:

Pregledal:
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CELICNE KULTURE

Asist. dr. Tijana Markovic, mag. farm.

uvoD

Na vaji se bomo spoznali z osnovnimi postopki pri delu s celi¢nimi kulturami. Ogledali si bomo
laboratorij ter osnovne aparature, ki jih pri delu s celi¢énimi kulturami potrebujemo. Pri
prakticnem delu se boste naucili Stetja celic, dolo¢anja viabilnosti ter pripravili nacrt za
subkultiviranje in zamrzovanje celi¢nih kultur. Na vaji bomo delali s perifernimi
mononuklearnimi celicami.

CELICNA KULTURA

Celi¢ne kulture so eno glavnih orodij, ki se uporablja v celi¢ni in molekularni biologiji, saj
zagotavljajo odlicne modelne sisteme za preucevanje fiziologije in biokemije celic (npr.
procese v celicah, staranje), vpliva zdravil in toksi¢nih spojin na celice ter mutageneze in
karcinogeneze. Uporabljajo se tudi pri testiranju in razvoju zdravil ter v proizvodnji bioloskih
zdravil (npr. cepiv, terapevtskih proteinov).

Celi¢ne kulture pridobimo po odvzemu celic ali tkiva iz ¢loveka, Zivali ali rastlin. Celice se lahko
odstranijo neposredno iz tkiva, ki ga pred gojenjem razgradimo encimsko ali mehansko, ali pa
izhajajo iz celi¢ne linije ali celiénega seva, ki je Ze uveljavljen.

VRSTE CELICNIH KULTUR
Poznamo vec vrst celi¢nih kultur (Slika 1).
Morfoloska delitev

e Adherentne celicne kulture so pridobljene iz trdnih tkiv ali organov, celice pa so
pritjene na podlago.

e Suspenzijske celi¢ne kulture so pridobljene iz krvnih celic, ne potrebujejo podlage in
lebdijo v gojiscu.

Primarne in kontinuirane celicne kulture

e Primarne celicne kulture so izolirane neposredno iz tkiva. Celice ohranijo
diferenciacijske znacilnosti celic in vivo. V in vitro pogojih jih lahko gojimo le dolocen
¢as, saj se celice obicajno delijo le v omejenem obsegu, preden izgubijo sposobnost
razmnozevanja.

e Kontinuirane celicne linije postanejo nesmrtne s procesom, imenovanim
transformacija. Ta se lahko pojavi spontano ali pa je kemic¢no ali virusno inducirana.
Ko se celi¢na linija transformira in pridobi sposobnost neomejene delitve, postane
kontinuirana celi¢na linija.
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Zarodne celice Diferenciirane Adherente Suspenzijske

‘:gn\._(!‘!!(g(‘.)!‘,_gg{!\

Lahko se diferencirajo v Celice se ne morejo nadalje Celice so pritjene na podlago  Celice prosto lebdijo v gojiscu

drug tip celic diferenciirat
Morfoloska struktura
Epitelijske Endotelijske Fibroblastne Limphoblastne Neuronske

Slika 1. Klasifikacija celic. Slika je bila narejena s programom Biorender.

GOJENJE CELICNIH KULTUR

Pogoiji gojenja se zelo razlikujejo za vsako vrsto celic, vendar je za rast v kulturi vsem celi¢nim
kulturam skupno, da potrebujejo (Slika 2):

e Gojisce ali medij, ki oskrbuje celicno kulturo z vodo in hranili (aminokisline, ogljikovi
hidrati, vitamini in minerali)

e Rasne dejavnike (serum govejega zarodka, rastni hormoni)

e Regulirano fizikalno kemijsko okolje: plini (O2, CO2), pH, osmotski tlak, temperatura,
vlaga

e Sterilno okolje — vsebniki za gojenje celic, pipete in nastavki za pipetiranje celi¢nih
kultur, fitri za sterilizacijo, konicne epruvete in male epruvetke, avtoklav, komora z
laminarnim pretokom zraka
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NEUBAUERJEVA KOMORA

VSEBNIK ZA GOJENJE CELIC

GOJISCE

FILTERZA
STERILIZACIO

- -

MIKROTITERSKA PLOSCICA MIKROSKOP INKUBATOR

Slika 2. Laboratorijska oprema in material v celicnem laboratoriju. Slika je narejena z uporabo
SMART - Servier Medical ART 3000. Vir: https://smart.servier.com/; dostopano: 6.7.2022

STETJE CELIC

Za Stetje celic uporabimo Neubauerjevo komoro — hemocitometer in tripansko modrilo (Slika
3). Zive celice imajo intaktno membrano, ki je tripansko modrilo ne prehaja. Tripansko modrilo
vstopa samo v mrtve celice, ki imajo poskodovano membrano in se zato obarvajo modro.
Mrtve celice tako lo¢imo od Zivih celic, ki ostanejo neobarvane. Mesanico celi¢ne suspenzije

in Tripanskega modrila s pipeto prenesemo pod krovno steklo hemocitometra in prestejemo
Zive in mrtve celice (Slika 4).
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CELICNA SUSPENZIJA TRIPANSKO
MODRILO

MIKROSKOP

A

MESANICA CELICNE SUSPENZIJE
IN TRIPANSKEGA MODRILA

o : kw
1 i ‘
NEUBAUERJEVA KOMORA feam i
OBJEKTNO STEKLCE KVADRANTI A+B+C+D

Slika 3. Shematski prikaz postopka Stetja celic. Slika je narejena z uporabo SMART - Servier
Medical ART 3000. Vir: https://smart.servier.com/; dostopano: 6.7.2022

[ I ' Celice Stejemo v poljih A, B, Cin D. Celice na ¢rti Stejemo
I le na enem zunanjem in na enem notranjem robu.

Koncentracijo Zivih celic nato izratunamo po sledeci

| |
% enacbi:
5 - - E - .

B AR 100 1A 1R |- (A+B+C+D)
B AR - x R x 10* celic/mL
( D 2

Slika 4. MreZa na hemocitometru.
A, B, C, D = stevilo celic v posameznem polju
. o . R = faktor redcenja zaradi dodatka tripanskega modrila
Izratunamo koncentracijo Zivih, mrtvih, ¢
Slednje izracunamo po spodnji enacbi:

Stevilo zivih celic

% zivih celic = . -
Celokupno stevilo celic

x 100
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Primer: Stetje celic

Iz suspenzije celic odvzamemo 10 pl vzorca in mu dodamo enak volumen tripanskega
modrila. Suspenzijo smo nanesli na hemocitometer. Pod mikroskopom smo presteli Zive in
mrtve celice (Slika 5).
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Slika 5. Stetje celic z hemocitometrom. Bele celice so Zive, modre celice so mrtve. Celice na
¢rti Stejemo le na enem zunanjem in na enem notranjem robu.
* Koliko Zivih in koliko mrtvih celic smo presteli v teh Stirih kvadrantih (A+B + C
+D)?
Zive = (19 +19 + 19 + 19) = 76 Mrtve= (15 + 15 + 15 + 15) = 60

V primeru, da Stejemo celice, ki so na levem in spodnjem robu.

e Izradunajte je Zivost celic:
Zivost = N sivin celic/ N vseh celic X 100 (%) = 76/(60+76)x100%= 55,9%
e Izracunajte faktor red¢enja R:
Celi¢no suspenzijo (10 ul) smo redcili s tripanskim modrilom (10 pl).
Celokupni vlomen celi¢ne suspenzije je 10 pl +10 ul =20 pl
Redcenje je torej bilo v razmerju: volumen celi¢ne suspenzije/celokupni volumen=
10 p! /(10 pl +10 pl)= 10/20= 1:2.
Torej je faktor red¢enja R= 2.
e IzraCunajte koncentracijo celic:

(A+B+C+D)
4

X R x 10% celic/mL = Ceelic

Ceelic= 76/4 x 2 x 10% celic/mL = 3,8 10° celic/Ml
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SUBKULTIVIRANJE CELICNE KULTURE

Za optimalno rast in gojenje celi¢ne kulture, moramo celi¢no gostoto v kulturi vzdrzevati v
doloCenem koncentracijskem obmocju in celicam dodati sveZe gojisCe. Celice, ki se mnozijo in
rastejo, je zato potrebno subkultivirati/redciti (Slika 6).

e Adherentne celicne kulture so pritjene na podlago. Konfluenca je delez povrsine
plastenke celi¢ne kulture, ki je prekrita s celicami. Adherentne celice moramo pred
subkultiviranjem odlepiti od podlage, za kar uporabimo encim tripsin, ki cepi vezi med
adherentnimi celicami in podlago.

e Suspenzijske celi¢ne kulture ne potrebujejo podlage in lebdijo v gojis€u, zato celice
pred redcenjem ni potrebno odlepiti od podlage.

Primer: Redcenje celic

Celicna suspenzija ima koncentracijo 1,95 x 10° Zivih celic/ml. Zelimo jo red¢iti na
koncentracijo 2x 10° Zivih celic/ml. Zelimo, da je kon¢ni volumen celi¢ne suspenzije 10 ml.

=t
)

SVEZ MEDIJ

KONENA CELIENA SUSPENZIIA

ZACETNA CELICNA SUSPENZIIA C2in V2

C1

Slika 6. Shematski prikaz redc¢enja celicne suspenzije. Slika je narejena z uporabo SMART -
Servier Medical ART 3000. Vir: https://smart.servier.com/; dostopano: 6.7.2022

Izracunajte volumen zacetne celi¢ne suspenzije, ki ga potrebujemo.

V1= CxV,/C1

= (2x 10° celic/ml x 10 ml) / 1,95 x 10° celic/ml
= (2x 10° celic/ml x 10 ml) / 19,5 x 10° celic/ml
= (2x 10°-celiefml x 10 ml) / 19,5 x 10°<celic/m!
=2x10ml/19,5=1,03 ml

Potrebujemo 1,03 ml zacetne celi¢ne suspezije.
Koliko sveZzega medija moramo dodati?
Vimedija =10 ml - 1,03 ml = 8,97 ml

Dodati moramo 8,97 ml svezega medija.
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ZAMRZOVANIE CELIC - KRIOPREZERVACUA

Krioprezervacija je postopek shranjevanja celic in drugega bioloskega materiala pri izjemno
nizkih temperaturah in omogoca dolgotrajno shranjevanje v tekocem dusiku, saj pride do
zaustavitve biokemijskih procesov, kar povzroli stabilizacijo celic (Slika 7). Ker med
zamrzovanjem lahko pride do tvorbe kristalov, ki usodno posSkodujejo celico, zamrzovalnemu
mediju dodamo krioprotektant (DMSO) in sicer v 5% koncentraciji (zamrzovalni medij = 95%
gojitveni medij, 5% DMSO). Optimalna gostota celic je 10° - 107 celic/mL zamrzovalnega
medija.

Primer: Zamrzovanje celic
Zelimo zamrzniti 5 kriovial, ki vsebujejo vsaka po 1 ml Zivih celic v koncentraciji 107 celic/mL.
Zacetna celi¢na suspenzija ima koncentracijo 1,55 x 10° Zivih celic/ml.

CENTRIFUGIRAMO
V1 =
/—\ Hieall]
| ’%:,B SUPERNATANT
A\ ZAVRZEMO

ZACETNA CELICNA SUSPENZIJA
c1

PELETA CELIC

RAZPOREDIMO V PELETO RESUSPENDIRAMO V
ZELJENO STEVILO KRIOVIAL MEDIJ ZA ZAMRZOVANJE — V2

KRIOVIALE ZAMRZNEMO

Slika 7. Shematski prikaz zamrzovanja celi¢ne suspenzije. Slika je narejena z uporabo SMART
- Servier Medical ART 3000. Vir: https://smart.servier.com/; dostopano: 6.7.2022

Izracunajte volumen zacetne celi¢ne suspenzije, ki ga potrebujemo.
V1= CzXVz/Cl

V2=5x1ml =5 ml (5 kriovial po 1 ml)
C2= 107 celic/mL = 10 x 10° celic/mL
C1=1,55 x 10° celic/ml

V1= CzXVz/Cl

V1= 10 x 10° celic/mL x 5 ml /1,55 x 10° celic/ml
V1= 10 x 30°%<celiefmt x 5 ml /1,55 x 10%celie/mi
Vi=10x5ml/ 1,55

Vi=50ml/ 1,55

Vi1=32,3 ml

Potrebujemo 32,3 ml zacetne celi¢ne suspezije.
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VIRI

1. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7149418/
2. https://www.vanderbilt.edu/viibre/CellCultureBasicsEU.pdf, dostopano: 5.8.2024

DODATNO GRADIVO

Oglejte si naslednje videoposnetke, ki nazorno prikazejo delo s celi¢nimi kulturami —
asepti¢no tehniko, odmrzovanje celic, Stetje celic, subkultiviranje in zamrzovanje celic.

* Celi¢ne kulture — osnove
https://www.youtube.com/watch?v=RpDke-Sadzo

* Asepti¢na tehnika
https://www.youtube.com/watch?v=nritV Luglk

* Odmrzovanje celic
https://www.youtube.com/watch?v=4HxgQOHifkU&Iist=PLGIVFEwWL2wWDGAFJFFFyi-
LL1zu64BHvxv

*  Subkultiviranje
https://www.youtube.com/watch?v=CMRKKI9XSDU

+ Stetje celic
https://www.youtube.com/watch?v=pPOXERLUhyc

e Zamrzovanje
https://www.youtube.com/watch?v=tCNtKrx|ZPs

VPRASANJA

e Shematsko prikazite postopek odmrzovanja celic.

e Shematsko prikazite postopek subkultiviranja celic.

e Opisite postopek zamrzovanja celic.

e IzraCunajte koncentracijo Zivih celic in viabilnost celic. 20 ul celi¢ne suspenzije smo
dodali 20 pl tripanskega modrila in raztopino nanesli na hemocitometrer. Pod
mikroskopom smo videli naslednjo sliko.
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e Ob ogledu video vsebin izpiSite 5 pomembnih ugotovitev za vsak posnetek.
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IZVEDBA VAIJE - POSTOPEK

Na vaji bomo spoznali delo s primarnimi suspenzijskimi celicami. Ogledali si bomo celi¢ni
laboratorij. Nato bomo celice presteli s hemocitometrom ter avtomatskim stevcem Countess.
Izra¢unali bomo Zivost in koncentracijo Zivih celic ter pripravili naért za subkultiviranje in
zamrzovanje celic.

1) Stetje celic s hemocitometrom ter avtomatskim stevcem Countess

Iz suspenzije celic odvzamemo 10 pl vzorca in mu dodamo 10 pl tripanskega modrila.
Tripansko modrilo vstopa samo v mrtve celice, ki se zato obarvajo modro, tako jih lahko
lo¢imo od Zivih celic, ki ostanejo neobarvane. Nato 10 ul mesanice s pipeto prensemo pod

krovno steklo hemocitometra in prestejemo Zive in mrtve celice.

Iz iste celi¢ne suspenzije nato ponovno odvzamemo 10 pl vzorca, dodamo 10 pl tripanskega
modrila ter celice prestejemo Se na avtomatskem Stevcu Countess.

2) Subkultiviranje

Za optimalno rast in gojenje celi¢ne kulture, moramo celi¢no gostoto v kulturi vzdrzevati v
koncentraciji med 2 x 10° in 1 x 10° Zivih celic/mL. Celi¢no kulturo trenutno gojimo v vsebniku
s povrsino rasti 75 cm?, trenutni volumen suspenzije pa je 10 mL.

Glede na izracunano koncentracijo celic ter viabilnost po Stetju celic pripravimo nadrt za
subkultiviranje celic. Celice Zelimo razred¢iti na koncentracijo 2 x 10° Zivih celic/mL z
volumnom celi¢ne suspenzije po redéenju 10 mL. Koliko sveZzega medija za gojenje moramo
dodati?

3) Krioprezervacija - zamrzovanje celic

Celice Zelimo shraniti v 1 mL zamrzovalnega medija pri koncentraciji 107 celic/mL. Glede na
Stevilo celic ter viabilnost v suspenziji, ki smo jih izraunali po Stetju celic, izratunamo kaksen
volumen zacetne suspenzije moramo odvzeti. KolikSen volumen zacetne suspenzije
potrebujemo, ¢e Zelimo zamrzniti 4 krioviale?

/ Laboratorijska oprema \ / Material \ / Reagenti

svetlobni mikroskop Celiéna suspenzija Tripansko modrilo
vodna kopel Neubauerjeva komora - gojisée za celi¢ne kulture
hemocitometer
Vsebnik za gojenje celic
Epruvete
pipete
mikrocentrifugirka

K / \ objektna in krovna stekelca / K

\

/

Slika 8: Laboratorijska oprema, materiali in reagenti, potrebni za izvedbo vaje.
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POROCILO:

Materiali in aparature:

Rezultati:

1. Prestejte celice s hemocitometrom in avtomatskim Stevcem Countess.
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2. lzraCunajte viabilnost in koncentracijo Stevila celic v suspenziji (glejte navodila:
Izvedba vaje — postopek):

e Viabilnost celic
e Faktor redcenja (R)

e Koncentracijo Stevila celic v suspenziji

3. Primerjajte koncentracijo celic, ki ste jo presteli s hemocitometrom in izmerili z
avtomatskim stevcem Countess.
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4. Pripravite nacrt za subkultiviranje celi¢ne kulture.

Shematsko prikaZite postopek subkultiviranja celic.

Izracunajte volumen medija in volumen zacetne suspenzije celicne kulture (glejte navodila:
Izvedba vaje — postopek):
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5. Pripravite nacrt za krioprezervacijo celi¢ne kulture.

Shematsko prikaZite postopek zamrzovanja celic.

Izracunajte volumen medija za zamrzovanje in volumen zacetne suspenzije celi¢ne kulture
(glejte navodila: Izvedba vaje — postopek):.

Opombe:
Pregledal/a:
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IZOLACIJA DNK 1Z POLNE KRVI IN VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO

Izr. prof. dr. Janja Zupan, mag. farm.

uvoD

Na vaji se bomo spoznali princip izolacije molekule DNK z uporabo komercialno dostopnih
reagencnih kompletov, ki temeljijo na principu selektivne adsorpcije molekule DNK na
silikathno membrano. Spoznali bomo osnovne aparature, ki jih potrebujemo za izolacijo DNK
ter vrednotenje izoliranega vzorca DNK. Pri prakticnem delu se boste naucili postopati po
navodilih proizvajalca reagenc¢nih kompletov za izolacijo DNK iz specifi¢nih tkivnih vzorcev ter
ovrednotiti izolirano DNK spektrofotometricno ter s pomocjo agarozne elektroforeze.
Izolirano DNK ustrezne kvalitete bomo uporabili za pomnoZevanje v verizni reakciji s
polimerazo. Na vaji bomo delali s polno vensko krvjo.

GENOMSKA DNK

Genomska DNK predstavlja celotno genetsko informacijo nekega organizma. Ker gre za velike
molekule, so pri vecini organizmov organizirane v komplekse DNK-protein, imenovane
kromosomi. Le-ti se pri evkariontskih celicah nahajajo v jedru celic, pa tudi v mitohondrijih.
Velikost, stevilo kromosomov in narava genomske DNK se med organizmi razlikuje, genomska
DNK za Homo sapiens na primer, ima 3,3 x 10° baznih parov na haploidni genom, kar
predstavlja molekulsko maso 2,1 x 102 daltonov in je razdeljena v 46 kromosomov. Pri
bakteriji Escherichii coli vsebuje DNK 4,7 x 10° baznih parov, kar predstavlja 3,1 x 10° daltonov
in je shranjena le v 1 kromosomu, kar je znacilno za bakterije.

Genomska DNK virusov je relativno majhna in je lahko eno- ali dvo-verizna, linearna ali krozna.
Vsi drugi organizmi imajo genome z dvovijacno DNK. Genomska DNK vsebuje gene, ki kodirajo
protein ali RNA. Poleg kodirnih zaporedij pa gen obsega tudi regulatorne elemente, ki
nadzorujejo izrazanje genov, ter nekodirajoCe regije, imenovane introni. Kodirajo¢a DNK
predstavlja le majhen del evkariontske genomske DNK, vecina je nekodirajoca.

Stevilo genov se med organizmi zelo razlikuje. Stevilo kopij vsakega genetskega lokusa,
prisotnega v celici, t.i. ploidija, se prav tako razlikuje med organizmi. Somatske (telesne) celice
organizmov, ki se razmnoZujejo spolno, so obic¢ajno diploidne, kar pomeni, da imajo dva niza
homolognih kromosomov ter s tem dve kopiji vsakega genetskega lokusa. Zarodne
(reproduktivne) celice pa so haploidne, kar pomeni, da imajo samo eno kopijo vsakega
kromosoma.
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NACINI IZOLACIJE DNK

Genomsko DNK lahko izoliramo iz razli¢nih celic razli€nih tkiv in organizmov. Sam postopek
izolacije je pomemben za Cistost izolirane DNK, ki je pomembna za njeno nadaljnjo uporabo.
Pri postopku izolacije DNK je pomembno, da popolnoma razgradimo in liziramo celi¢ne stene
ter plazemske membrane celic in organelov, da sprostimo DNK iz teh struktur in pove¢amo
ucCinkovitost izolacije DNK. V glavnem locimo tri nacine izolacije DNK:

e anionsko-izmenjevalna kromatografija
e selektivna adsorpcija DNK na silikatho membrano
e vezava DNK na magnetne silikatne delce
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® 9
Reagencéni N

komplet
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Termostat/ termoblok

[

|

\
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Centrifuga

Slika 1. Laboratorijska oprema in material, ki ga potrebujemo pri izolaciji DNK iz polne venske
krvi. Slika je narejena z uporabo BioRender. Vir: BioRender.com; dostopano: 22.8.2024

IZOLACIJA DNK Z UPORABO REAGENCNEGA KOMPLETA

Na voljo so Stevilni komercialno dostopni reagenéni kompleti razlicnih proizvajalcev za
izolacijo DNK iz razli¢nih vzorcev. Na teh vajah boste uporabili reagen¢ni komplet QlAamp®
DNK Mini Kit proizvajalca Qiagen za izolacijo genomske DNK iz vzorca polne venske krvi.
Spodnja shema prikazuje osnovne korake pri izolaciji DNK z uporabo tega reagencnega
kompleta.
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Slika 2. Shema korakov izolacije DNK pri uporabi reagencnega kompleta Qiagen. Slika je
prirejena po https://www.giagen.com/us/products/discovery-and-translational-

research/DNK-rna-purification/DNK-purification/genomic-DNK/qiaamp-DNK-kits/

Navodila za ta reagen¢ni komplet so dostopna tu:

https://www.giagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/DNK-rna-
purification/DNK-purification/genomic-DNK/qgiaamp-DNK-kits
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SPEKTROFOTOMETRICNA ANALIZA I1ZOLIRANE DNK

Spektrofotometri¢no dolo¢imo tako kvantiteto kot tudi kvaliteto, torej Cistost izolirane DNK.
Molekula DNK, natancneje obroci purinskih in pirimidinskih baz v njeni strukturi absorbirajo
svetlobo valovne dolZzine 260nm. Koli¢ina absorbirane svetlobe je sorazmerna koncentraciji
DNK v raztopini. lzmerjeno absorbanco pretvorimo v koncentracijo v ng/uL dvovijacne DNK z
uporabo ustreznega standarda ali z upostevanjem, da ima DNK s koncentracijo 50 ng/uL
vrednost absorbance 1 pri 260 nm. Uporabimo lahko klasi¢ni spektrofotometer, kjer
nastavimo Zeleno valovno dolzZino ali izberemo program analize DNK, kjer je Ze nastavljena
ustrezna valovna dolzina. Vedno vel pa se za analizo nukleinskih uporabljajo t.i.
mikrovolumski spektrofotometri, kjer lahko ovrednotimo DNK iz zelo majhnega volumna, npr.
1do 2 pLter nata nacin prihranimo dragoceni vzorec za nadaljnje aplikacije. Poleg absorbance
pri 260nm, preverimo tudi razmerje aborbanc pri 260nm in 280nm, kjer absorbirajo fenolni
obrodi, ki izvirajo preteino iz proteinov. Cista DNK ima razmerje A260/A280 1,8-2,0 v 10 mM
pufru Tris HCI, pH 8,5.

( il

Spektrofotometer s kiveto Mikrovolumski spektrofotometer

Slika 3. Spektrofotometri za vrednotenje izolirane DNK. Slika je narejena z uporabo BioRender.
Vir: BioRender.com; dostopano: 22.8.2024

ELEKTROFOREZA IZOLIRANE DNK

Izolirano DNK preverimo s pomocjo agarozne elektroforeze. Elektroforeza je separacijska
metoda, ki nam poda informacijo o velikosti izolirane DNK. Za primerjavo velikosti na agarozni
gel vedno nanesemo oznacevalec velikosti ali marker. Le-ta predstavlja niz fragmentov DNK z
znano velikostjo, zato lahko ocenimo velikost nasega vzorca DNK.
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Slika 4. Shematski prikaz priprave in izvedbe agarozne elektroforeze za vrednotenje izolirane
DNK. Slika je narejena z uporabo BioRender. Vir: BioRender.com; dostopano: 22.8.2024

VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO

Verizna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction, PCR) je ena najpogosteje
uporabljanih metod v molekularni biologijo. Gre za metodo pomnoZevanja taréne DNK ali
njenega odseka v pogojih in vitro, s katerim je mogoce v kratkem ¢asu pomnoziti eno samo
molekulo DNK v milijone kopij. PomnoZevanje se doseze s serijo treh korakov: (1)
denaturacija, pri kateri se dvovijatne DNK segrevajo do razcepitve v enovijacnice; (2)
prileganje zacetnih oligonukeltidov, to so kratke molekule DNK, ki se veZejo odsek DNK, ki ga
zelimo pomnoziti; in (3) podaljSevanje, kjer encim DNK polimeraza podaljSuje 3' konec
vsakega zaletnega oligonukleotida vzdolz enovijaéne matrice. Ti koraki se ponovijo
(»ciklirajo«) 25—-35-krat, pri cemer se eksponentno proizvedejo natancne kopije matricne
DNK. Metodo PCR je v prakso uvedel Kary Mullis leta 1983, ki je za to dosezZek prejel tudi
Nobelovo nagrado za kemijo. Od takrat je PCR postal nepogresljivi del molekularne biologije,
zlasti na podrocju diagnostike bolezni ter forenzi¢nih preiskav.
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Slika 5. Shematski prikaz poteka reakcije PCR. Slika je narejena z uporabo BioRender. Vir:
BioRender.com; dostopano: 22.8.2024
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DODATNO GRADIVO

Oglejte si naslednje videoposnetke, ki nazorno prikazejo sestavo in organizacijo molekule
DNK, postopek izolacije DNK ter izvedbo elektroforezne locbe izolirane DNK.

*  Molekula DNK — osnove
https://www.britannica.com/video/22236/DNK-molecule-structure-deoxyribose-sugar-
molecules-Pairs

* lzolacija DNK
https://youtu.be/tcPgdR9 t647?si=k1cgzX1GkPv4MeKT

* Elektroforeza DNK
https://youtu.be/TIZRGt3YAug?si=W30C3FUSeAyLxCe9

VPRASANIJA

1. Iz katerih vzorcev lahko izoliramo DNK? Navedite vsaj 3.

2. Opisite princip izolacije DNK s kolonami.

3. Kaksna je vloga proteinaze K in etanola pri postopku izolacije DNK?
4, Na kaksen nacin preverjamo kvaliteto DNK?
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5. Raziskovalka je za namen PCR izolirala DNK iz 200 puL polne krvi. Pri tem je uporabila
postopek izolacije s kolonami. V zadnjem koraku izolacije je dodala 200 pL elucijskega pufra
in tej raztopini pomerila absorbance pri razli¢nih valovnih dolzinah.

Vrednosti so bile:
A260=0,696
A280=0,575

A230=0,7.

- Izraunajte koncentracijo DNK v koncni raztopini, Ce je pri koncentraciji 50 pg/ml
A260=1.

- Ocenite kvaliteto DNK.

- Ali bi to DNK lahko uporabili za PCR?

6. Kaksne velikosti DNK lahko lo¢imo z uporabo agarozne elektroforeze?

7. V kateri smeri potuje DNK tekom elektroforeze?

8. Od katerih dejavnikov je odvisna locba DNK na agaroznem gelu?

9. Na kaksen nacdin vizualiziramo DNK pri oceni integritete izolirane DNK s postopkom

gelske elektroforeze?

10. Opisite princip PCR (stopnje in priblizno T).
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11. Kaksna je vloga Mg?* ionov pri PCR?

12. Zakaj pri PCR po denaturaciji DNK (95 °C) znizamo temperaturo na 40-60 °C, nato pa
poveéamo na 72 °C?

13. Obkrozite napacno trditev:

a) Razmerje A260/A230 nam sluZi za oceno kontaminacije z reagenti uporabljenimi pri
izolaciji.

b) Razmerje A260/A280 nam sluZi za oceno kontaminacije vzorca s proteini.
c) Razmerje A260/A280 za Cisto raztopino DNK je < 1,8.

d) Kvaliteto DNK ocenimo z elektroforezo na 2% agaroznem gelu
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IZVEDBA VAIJE - POSTOPEK

Na vaji bomo spoznali postopek izolacije DNK iz vzorca polne venske krvi. Uporabili bomo
enega od Stevilnih komercialno dostopnih reagencnih kompletov in sledili navodilom
proizvajalca. 1zolirano DNK bomo vrednotili spektrofotometri¢no ter z elektroforezo. Vzorce
DNK ustrezne kvalitete bomo uporabili za pripravo reakcijske zmesi za pomnoZevanje
dolo¢enega odseka DNK z metodo verizno reakcijo s polimerazo (angl. Polymerase Chain
Reaction, PCR)

1) Priprava vzorcev in reagentov za izolacijo DNK

a. Pripravimo vodno kopel oziroma termo blok (nastavimo temperaturo na 70°C).

b. Pufrom dodamo navedeno koli¢ino absolutnega etanola, liofilizirani proteazi dodamo
priloZzeno topilo.

C. Vsem reagentom omogocimo, da se segrejejo na sobno temperaturo.

2) Priprava 2% agaroznega gela za elektroforezo

a. V erlenmajerico natehtamo 1,5 g agaroze.
b. Dodamo 75 mL pufra TAE, postavimo na tehtnico in stariramo.
c. Pokrijemo z urnim steklom in v mikrovalovni pecici segrevamo toliko ¢asa, da dobimo

prozorno raztopino.

d. Pustimo 5 minut, da se raztopina nekoliko ohladi; med tem pripravimo model za gel.
Na model vstavimo nosilec, t.i. glavnicek, ki bo v gelu ustvaril luknjice za nanos vzorcev.

e. Ohlajeni raztopini agaroze dodamo 4 plL barvila za vizualizacijo DNK in dobro
premesamo in prelijemo v model.

f. Po 30 minutah vzamemo gel iz modela.
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3) Izolacija DNK iz vzorca polne krvi z uporabo reagencénega kompleta

a. V epruveto, ki vsebuje 200 pL polne krvi, dodamo 200 pL pufra Binding Buffer.

b. V isto epruveto dodamo 40 uL proteinaze K in premesSamo na vibracijskem mesalniku.
C. Inkubiramo v vodni kopeli/termo bloku 10 minut pri 70°C.

d. Dodamo 100 pL izopropanola. PremesSamo na vibracijskem mesalniku (15 s).

e. Vsebino previdno prenesemo v kolono, ki smo jo vstavili v zbirno epruveto.

f. Centrifugiramo 1 minuto pri 8000 g. Kolono nato prenesemo v novo zbirno epruveto,

filtrat zavrzemo.

g. V kolono odmerimo 500 plL pufra za odstranitev inhibitorjev in centrifugiramo 1
minuto pri 8000 g. Kolono nato prenesemo v novo zbirno epruveto, filtrat zavrzemo.

h. V kolono odmerimo 500 pL pufra za spiranje in centrifugiramo 1 minuto pri 8000.

i. Kolono nato prenesemo v novo zbirno epruveto, filtrat zavrzemo.

j- V kolono ponovno odmerimo 500 pL pufra za spiranje in centrifugiramo 1 minuto pri
8000.
k. Filtrat odlijemo, kolono ponovno vstavimo v zbirno epruveto in centrifugiramo 10

sekund pri 14000 g.
l. Kolono nato prenesemo v 1,5 mL epruveto, filtrat zavrzemo.

m. V kolono odmerimo 200 L elucijskega pufra ali precis¢ene vode. Inkubiramo pri sobni
temperaturi 1 minuto, nato centrifugiramo 1 minuto pri 8000 g. Kolono zavriemo, izolat DNK
je v filtratu.

4) Spektrofotometri¢na analiza izolirane DNK

a. Uporabimo kivete iz kvar¢nega materiala, ker merimo pri valovnih dolzinah v UV
obmocdju. Valovno dolZino nastavimo na 260nm.

b. Najprej izmerimo slepo, ki je enaka raztopini, ki smo jo uporabili za elucijo DNK iz
kolona v zadnji fazi izolacije.

C. Izmerimo vzorec izolirane DNK in izracunamo kolic¢ino izolirane DNK.

d. Cistoto izolirane DNK ocenimo z meritvijo razmerja absorbanc pri 260 in 280 nm.
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5) Elektroforeza izolirane DNK

Q

Gel prenesemo v elektroforezno kadi¢ko z TAE pufrom.

b. Na gel nanesemo 2 pL vzorca izolirane DNK in 2 pL nanaSalnega pufra z bromfenol
modrim.

c. Na prvo luknjico nanesemo oznacevalec velikosti z definiranim Stevilom in velikostjo
fragmentov na podlagi katerega bomo ocenili velikost nasega vzorca.

d. Elektroforeza poteka v 1x TAE pufru 30 minut pri stalni napetosti 100 V.

e. Po koncani elektroforezi gel presvetlimo z UV svetlobo valovne dolZzine 302 nm in ga

fotografiramo ter analiziramo velikost naSega vzorca DNK.

6) Verizna reakcija s polimerazo (PCR) z vzorcem izolirane DNK

a. V1,5 mL epice napipetiramo reagente po spodnji shemi:

Reagent Volumen (uL)
Ultra Cista voda 13,9

Pufer za PCR 2,5

Raztopina dNTP 2,5

Raztopina MgCl, 2,0

Zacetni oligonukleotid 1,0

F

Zacetni oligonukleotid 1,0

R

Encim DNK polimeraza 0,1

b. Tej reakcijski zmesi dodamo 2 uL vzorca izolirane DNK.
c. Epico z vzorcem vstavimo v cikli¢cni pomnoZevalnik in nastavimo spodnji program:

Temperatura ( °C) | Cas Stevilo ciklov
95 12 min 1

94 30s

56 30s 36

72 1 min

4 > 6 min 1

d. Po koncani reakciji PCR bomo vzorce shranili in uporabili na naslednji vaji za dolocitev
prisotnosti mutacije oz. spremembe nukleotidnega zaporedija.
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Slika 6: Laboratorijska oprema, materiali in reagenti, potrebni za izvedbo vaje.
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POROCILO:

Materiali in aparature:

Rezultati:

6. Spektrofotomeri¢no vrednotenje izolirane DNK.
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7. Analizaizolirane DNK z agarozno elektroforezo. Dopolnite spodnjo shemo agaroznega
gela z oznakami vzorcev ter rezultati elektroforezne lo¢be. Komentirajte rezultat
elektroforeze vasega vzorca DNK.

Opombe: Pregledal/a:
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ANALIZA POLIMORFIZMOV DOLZIN RESTRIKCIJSKIH FRAGMENTOV

Izr. prof. dr. Janja Zupan, mag. farm.

uvoD

Na vaji bomo spoznali enostavno metodo za odkrivanje znanih sprememb nukleotidnega
zaporedja DNA t.i. analizo polimorfizmov dolzZin restrikcijskih fragmentov (angl. Restriction
Fragments Length Polymorphism, RFLP). Uporabna je za diagnozo prirojenih boleznih in v
sodni medicini, ¢eprav so jo dandanes velinoma Ze izpodrinile napredne metode
sekvenciranja. Pri prakticnem delu bomo kot bioloski vzorec uporabili produkt reakcije PCR iz
predhodne vaje. Naucili pa se bomo tudi nacrtovati in od¢itavati rezultate te metod RFLP za
odkrivanje drugih tockastih sprememb.

SPREMEMBE V GENIH
Spremembe v genih delimo na mutacije in polimorfizme.

e Mutacija je sprememba gena, ki prepreci nastanek proteina, ki ga ta gen kodira, ali
povzrocijo nastanek spremenjenega ali nefunkcionalnega proteina. Rezultat je
znacilna klini¢na slika, npr. hemofilija zaradi mutacije v genu za faktor strjevanja krvi
VI, cisti¢na fibroza zaradi mutacije v genu CFTR.

e Polimorfizem (angl. Single Nucleotide Polymorphism, SNP) je prav tako genetska
sprememba, vendar obic¢ajno ni povezana z znacilno klini¢no sliko in lahko pomeni smo
vi$jo nagnjenost za pojav dolocene bolezni, npr. osteoporoze.

Polimorfizem pojavlja z visjo frekvenco (vi$jo od 1 %) v populaciji kot mutacija.

RESTRIKCIJSKE ENDONUKLEAZE

Restrikcijske endonukleaze (restriktaze, molekularne Skarje) so bakterijski encimi, ki cepijo
dvovijaéno DNA na to¢no dolo¢enem mestu. Ti encimi prepoznajo 4-8 bp dolga, obicajno
palindromna zaporedja v dvovijacni DNA, kamor se veZejo in razrezejo DNA na dva dela (Slika
1). Palindromno zaporedje pomeni, da enako zaporedje v smeri 5'=>3' na obeh verigah DNA.
Restriktaze na ta nacin varujejo bakterije, saj v bakterijah razgradijo tujo DNA, npr. virusno,
bakterijska DNA je zascitena pred cepitvijo z modifikacijo baz (metilacijo) v prepoznavnem
mestu.
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endonukleaza

GAATTC / c AATTC
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Slika 1. Restrikcija dvovijacne DNA na dva fragmenta z restrikcijsko endonukleazo.

Imena restriktaz (Smith& Nathans 1973) se zacnejo s posevno tri¢rkovno kratico, ki nam pove
iz katerega bakterijskega seva je bil encim izoliran. Temu sledi rimska Stevilka, ki oznacuje
kronologijo identifikacije. Na primer, Hindlll je bil tretji od Stirih encimov izoliranih iz
Haemophilus influence serotipa d. Aktivnost restrikcijskih nukleaz se meri v U/uL. 1 enota je
koli¢ina encima, ki v 50 uL zmesi pri optimalnih pogojih (T, pufer, dodatki) v 60 min popolnoma
razcepi 1 g specificnega DNA substrata. Primer restirkcijskih endonukleaz ter njihovega
delovanja je prikazan na sliki 2.

p P
Alul: 5'.A GO/\C T.3 2\

Hindlll: 5..AAGCTT..3
3.TC\BA.S 3. TTCGAA.5
o \
Y

P G\i
’ / 7
Haelll: 5.G G/C C..3 EcoRl: 5..GAATTC.3

‘ ‘ 3..CTTA .5
3.C cy G..5 Z\f
o Y

Slika 2. Pri restrikciji DNA z Alul in Haelll dobimo tope konce, pri restrikciji z Hindlll in EcoRl
pa lepljive konce fragmentov .

Izoshizomere so encimi iz razlicnih bakterij z enakim prepoznavnim mestom, ki pa imajo lahko
razlicno cepitveno mesto kot je prikazano na sliki 3.

Smal: CC%GG
Xmal:ééCGGG

Slika 3. Encima Smal in Xmal sta izoshizomeri.
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ANALIZA POLIMORFIZMOV DOLZIN RESTRIKCIJSKIH FRAGMENTOV (RFLP)

Analiza polimorfizmov dolzin restrikcijskih fragmentov ali krajSe RFLP temelji na delovanju
restrikcijskih encimov, ki prepoznajo in cepijo specificno zaporedje DNA. Prisotnost oziroma
odsotnost spremembe ugotovimo na osnovi elektroforezne locbe fragmentov, ki nastanejo
pri inkubaciji vzorcev DNA s specifi¢no restrikcijsko endonukleazo.

Vzemimo primer, kjer z metodo RFLP ugotavljamo prisotnost polimorfizma v genu XYZ. V ta
namen z metodo PCR pomnoZimo 572 bp dolg odsek tega gena, znotraj katerega se nahaja
sprememba nukleotida C>A, ki jo Zelimo analizirati. Normalno je na tem mestu prisoten C,
sprememba pa spremeni nukelotid C v A. Vzorec PCR inkubiramo v reakcijski zmesi z
restrikcijsko endonukleazo Xbal, ki prepozna in cepi preucevan produkt PCR, e je prisoten
nukleotid A. Pri tem nastaneta dva krajsa fragmenta, 357 bp in 217 bp.

Na sliki 5 je prikazana fotografija agaroznega gela, kamor so bili naneSeni vzorci po inkubaciji
z restrikcijsko endonukleazo Xbal.

M1 2 3 4 5 6 7 8 N

< 572 bp
<= 357 bp
<= )15 bp

AA AC CC

Slika 4. Fotografija agaroznega gela po presvetlitvi z svetlobo 302 nm.
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Odgovorite na spodnja vprasanja:
1. Kaj predstavlja vzorec nanesen na prvo mesto na gelu (skrajno levo) oznacen kot M?
2. Kaj predstavlja vzorec nanesen na zadnje mesto na gelu (skrajno desno) oznacen kot N?

3. Nastejte vse moZne genotipe oznacene na oba nacina (s ¢rko nukleotida in s prvo ¢rko
encima).

4. Dolocite genotip na oba nacina oznacevanja vsem 8 vzorcem nanesenim na gel.

DODATNO GRADIVO

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techrflp/

https://www.thermofisher.com/si/en/home/life-science/sequencing/fragment-
analysis/restriction-fragment-length-polymorphism-rflp-analysis.html
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IZVEDBA VAIJE - POSTOPEK

Na vaji bomo z metodo RFLP ugotavljali prisotnost polimorfizma v genu za osteoprotegerin
(OPG). Polimorfizem A>C bomo dolocili v 323 bp dolgem odseku, ki ste ga v prejsnji vaji
namnotZili z reakcijo PCR. Uporabili bomo restrikcijsko endonukleazo Bcll, ki prepoznava in
cepi zaporedje: 5' T49°GAT§A 3". Pri tem dobimo dva krajSa fragmenta DNA, in sicer 69 bp in
254 bp. Ce je namesto C prisoten A, torej je zaporedje sledece: 5' TGATAA 3', encim Bcll tega
odseka ne prepozna in ohranimo izhodis¢en 323 bp dolg odsek DNA.

1) Priprava zmesi za restrikcijo in inkubacija

Dopolnite spodnjo tabelo z volumni glede na Stevilo vzorcey, ki jih boste analizirali v skupini.
Upostevajte tudi 10% pribitek zaradi izgub pri pipetiranju.

Nato posamezne komponente reakcijske zmesi napipetirajte v 1,5 mL epico.

zmes za restrikcijo z Bcll
V (uL) V (uL)
Stevilo vzorcev 1
Bidestilirana voda 8,37
Bcll (15 U/pL) 0,13
NEBuffer 3 (10x) 1,5
Vzorec PCR 5,0

Na ta nacin boste pripravili reakcijsko zmes za vse preiskovane vzorce. 10 pL reakcijske zmesi
dodate svojemu vzorcu PCR v 0,5 mL epico. Vzorce inkubiramo na vodni kopeli 60 min pri 50
°C.

2) Priprava 3% (m/V) agaroznega gela

Sestavimo model za gel in vstavimo glavnicke za 15 vzorcev. Gel pripravimo tako, da v
erlenmajerico natehtamo 2,25 g agaroze, dolijemo 75 mL 1x TAE pufra in ponovno stehtamo.
Pokrijemo z urnim steklom in pustimo 5 minut. Nato erlenmajerico postavimo v mikrovalovno
pecico in segrevamo toliko ¢asa, da dobimo prozorno raztopino. Po¢akamo 5 minut, dodamo
6 pL barvila za detekcijo dvovijatne DNA (SyberGreen®, SyberSafe® idr.), premeSamo in
vlijemo gel v pripravljen model. Po 30 minutah vzamemo gel iz modela.
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3) Elektroforezna locbha

Po koncani inkubaciji restrikcijske zmesi dodamo v vsako epico 2,5 pL nanasalnega pufra in
lo¢imo fragmente z elektroforezo. Elektroforeza bo potekala 45 min v 1x TAE pufru in pri stalni
napetosti 90 V. Poleg vzorcev nanesemo na gel tudi oznacevalec velikosti fragmentov (2,5 ulL)
in nerestringiran produkt PCR (5uL) kot negativno kontrolo.

4) Odcitavanje rezultatov

Po koncani elektroforezi gele presvetlimo z UV svetlobo valovne dolzine 302 nm in gel

fotografiramo.

/ Laboratorijska oprema \

spektrofotometer
set za elektroforezo
tehtnica

\

/

/

\

Material

produkti PCR gena za OPG
epruvete
pipete
mikrocentrifugirka

\

/

/ Reagenti \

restrikcijska endonukleaza Bcll
puffer NEBuffer 3
nanasalni puffer XC ali BfB
agaroza za PCR
50 x TAE pufer
interkelirajoce barvilo

\ /

Slika 5. Laboratorijska oprema, materiali in reagenti, potrebni za izvedbo vaje.
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POROCILO:

Materiali in aparature:

Rezultati:

8. Slika gela in oznake lis.
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9. Komentar rezultatov.
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Opombe: Pregledal:
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BIOINFORMATIKA IN VIRTUALNI CELICNI PROCESI

Izr. prof. dr. Anja Pislar, mag. farm.

V prvem delu vaje boste spoznali nekatere prosto dostopne spletne podatkovne baze in
bioinformacijska orodja, ki jih pogosto uporabljamo za iskanje ali analiziranje podatkov o
bioloskih molekulah. Naucili se boste, kje iskati specificne informacije, in se tudi sami
preizkusili v brskanju za podatki na reprezentativnih primerih. Pri tem boste obnovili svoje
znanje o strukturi genov, o posttranskripcijskih modifikacijah RNA in posttranslacijskih
modifikacijah polipeptidov, o nivojih zgradbe proteinov in o strukturi celice. Skozi
bioinformati¢no vajo vas bo vodil hipoteti¢ni scenarij. S pomocjo internetnih virov boste
odgovarjali na zastavljena vprasanja.

V drugem delu vaje si boste ogledali animacije celi¢nih komponent (strukturo proteinov, DNA,
kromosomov in plazmaleme), organelov in njihovih funkcij ter nekaterih celi¢nih procesov
(mitoze, mejoze, replikacije DNA, transkripcije in translacije). Sproti boste odgovarjali na
zastavljena vprasanja.

Prvi del

Kot bodoci kozmetologi/kozmetologinje vselej z zanimanjem preberete sestavo kozmeti¢nega
izdelka na embalazi. Tako naletite na retinol kot biolosko aktivho snov v kremi za
pomlajevanje koze. PoiScete podatke o kemizmu retinola.

A. Poiskali boste zapis za spojino retinol v krovni podatkovni zbirki PubChem. Zbirka med
drugim zdruZuje podatke o proucenih Cistih spojinah (PubMed Compound), o zmeseh,
izvleckih, kompleksih in neproucenih substancah (PubMed Substance) ter o bioloskih
aktivnostih spojin in substanc, pridobljenih z visokozmogljivimi presejalnimi testi (PubMed
BioAssay). PubChem skupno vsebuje preko 300 milijonov vnosov za substance in spojine,
ki so sestavljene iz manj kot 100 atomov oziroma imajo manj kot 1000 vezi. Zbirko vzdrzuje
Nacionalni center biotehnoloskih informacij (NCBI, National Center for Biotechnology
Infrormation), ki deluje v okviru Nacionalne medicinske knjiznice (NLM, National Library of
Medicine) pod okriljem ameriskega Nacionalnega insStituta za zdravje (NIH, National
Institute of Health). Iskanje je mogoce z uporabo klju¢nih besed (npr. vitamin, antioxidant),
imen spojin (npr. retinol), stukturnih formul ali fragmentov le-teh, empiriénih formul,
molske mase in drugih molekulskih deskriptorjev.
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Spletni brskalnik usmerite na podatkovno zbirko PubChem
(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). V iskalno vrstico vnesite retinol in zaZenite iskanje. V

zavihku Compounds med zadetki izberite zapis, oznacen s CID (Chemical IDentifier)-Stevilko
445354, Oglejte si strukturo datoteke.

V datoteki in drugih podatkovnih bazah pois¢ite:

1) trivialno ime za retinol:

2) ime po IUPAC:

3) biolosko funkcijo retinola:

4) molsko maso retinola:

5) molekulsko formulo retinola:

6) podatke o topnosti v vodi in organskih topilih:

7) klasifikacijo retinola glede na tarcni receptor, na katerega deluje (najdete jo pod KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes): Target-based Classification of Compounds):

8) primer klini¢ne raziskave, v okviru katere vrednotijo/so vrednotili u¢inkovitost retinola za
izboljSanje klini¢nih znakov staranja koze, s sledenjem povezavi ClinicalTrials.gov = vpisite
termina: Condition or disease: skin ageing; Other terms: retinol:

9) encime, ki katalizirajo pretvorbo retinola v retinojsko kislino (retinoat) — najdete jih pod
Metabolism/Metabolites:

retinol = retinal:

retinal - retinoat:
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10) Kaksen je mehanizem delovanja retinojske kisline?

11) Kako lahko dostopate do literaturnih virov o metabolizmu retinola neposredno iz baze
PubChem?

Zdaj veste Ze precej o retinolu, Se vedno pa ne poznate mehanizma delovanja, ki ob topikalni
aplikaciji vodi do revitalizacije koZe. Radovednost poteSite z brskanjem po znanstveni
literaturi.

B. V bibliografski zbirki PubMed boste poiskali znanstvene ¢lanke na temo vloge retinola kot
ucinkovine, ki spodbuja obnavljanje koZe. Zbirka pokriva podrocje naravoslovnih in
biomedicinskih ved in vsebuje navedke z (vecinoma) povzetki ¢lankov ali (redkeje)
celotnimi ¢lanki, v Stevilnih primerih pa so prisotne tudi povezave do publikacij na spletnih
straneh zaloZb, ki izdajajo dolocene revije. VzdrZuje jo ameriska Nacionalna medicinska
knjiznica. Posebnost zbirke PubMed je, da omogoca iskanje s pomocjo posebnega sistema
besednjaka, imenovanega MeSH (MEdical Subject Headings). MeSH sestavljajo skupine
sinonimov (tezaver), ki hierarhi¢no zajemajo gesla in tako dovoljujejo iskanje bolj ali manj
podrobnih informacij (primer je podan v prilogi 1 na strani 9). Seveda je mogoce iskati
¢lanke tudi po besedah v naslovu ali povzetku, imenih avtorjev in podobno. Pri iskanju si
lahko pomagamo z logi¢nimi (Boolovimi) iskalnimi operatorji (AND, OR in NOT), z
oznacevalci (tags), ki sledijo geslu (npr. [Author], [Publication date], [Journal] ipd.), ali tako,
da iskanje omejimo oziroma usmerimo s funkcijo Limits. Z uporabo narekovajev dosezemo,
da PubMed obravnava dve ali vec¢ besed kot besedno zvezo.

Spletni brskalnik usmerite na podatkovno zbirko PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Najprej vnesite v iskalno vrstico le geslo retinol in

kliknite Search. Dobljeno Stevilo zadetkov:

Veliko Stevilo zadetkov zahteva omejitev iskanja s primerno izbiro gesel. Pregledni ¢lanki so
odlicen zacetek, ko se Zelite informirati o doloceni problematiki. Ponovite iskanje z gesloma
retinol in skin ter hkrati omejite rezultate na pregledne ¢lanke (review) v angleskem jeziku.
Dobljeno Stevilo zadetkov:

Med zadetki izberite ¢lanek avtorjev Babamirija in Nassaba (uporabite funkcijo [Author] oz.
[AU] za priimkom avtorja; vzemite si trenutek, da preberete povzetek), s povezavo Similar
articles pa si oglejte Se tematsko sorodne publikacije. Dobljeno Stevilo zadetkov:

Odstranite omejitve iskanja in v iskalno vrstico vnesite retinol AND (skin OR epithelium) AND
"anti ageing". Dobljeno Stevilo zadetkov:
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Preberite povzetek ¢lanka Rosettija in sodelavcev iz leta 2011. IzpiSite imena treh proteinov,

katerih sintezo spodbuja retinol.

Sama imena proteinov vam ne povedo veliko, zato preverite Se nekaj podrobnosti o njihovi

lokalizaciji, bioloski funkciji in strukturi.

C. V podatkovni bazi UniProt boste odprli datoteke o posameznih proteinih, katerih izrazanje

spodbuja retinol in ki vzdrzujejo strukturo koze, ter se poucili o lastnostih teh proteinov.
UniProt (UNIversal PROTein resource) je centralna proteinska podatkovna baza, ki zdruzuje
informacije iz treh zbirk: Swiss Prot Svicarskega bioinformati¢nega instituta (SIB, Swiss
Institute of Bioinformatics), TTEMBL Evropskega bioinformati¢nega instituta (EBI, European
Bioinformatics Institute) in PIR-PSD Proteinskih informacijskih virov (PIR, Protein
Information Resource), ki deluje pod okriliem ameriske Nacionalne fundacije za
biomedicinske raziskave (NBRF, National Biomedical Research Foundation). V zbirki
UniProt najdemo informacije o imenu proteina in gena, ki ga zapisuje, o funkciji proteina,
o njegovi znotrajceli¢ni lokalizaciji, o izraZzenosti proteina v razli¢nih tkivih/organih, o
domenski sestavi proteina (in vlogi posameznih domen), o vezavnih mestih za substrate in
kofaktorje, o drugih proteinskih partnerjih ter o razlicicah proteina, ki so posledica naravne
genetske variabilnosti, posttranskipcijskih modifikacij mRNA, alternativnhega povezovanja
eksonov, proteoliticnega procesiranja ali posttranslacijskih modifikacij.

Spletni brskalnik usmerite na streznik ExPASy (EXpert Protein Analysis System;

http://www.expasy.ch/) in izberite iskanje po zbirki UniProtKB. V iskalno vrstico vnesite

sapiens (da omejite zadetke na ¢loveske proteine) in anglesko ime enega od treh proteinov iz

naloge pod tocko B. Med zadetki iskanja poiscite relevantne(ga).

Za izbrani protein izpiSite:

1)
2)
3)
4)

5)

6)
7)

polno ime proteina:

alternativno/-a ime(na) proteina:

ime gena, ki kodira izbrani protein:

koliko aminokislin gradi polipeptidno verigo: ; od tega aminokislin v zrelem
peptidu (po proteoliticnem procesiranju): (od AK st. do AK st.
)

imena proteinov, s katerimi interagira:

v katerih tkivih je izraZen:

subceli¢no lokalizacijo:

78


http://www.expasy.ch/

8) vrste posttranslacijskih modifikacij:

9) lokalizacijo posameznih domen in regij polipeptidne verige:

10) kateri encimi in kje (na katerem mestu) cepijo prekurzorsko polipeptidno verigo:

11) tri primere modifikacij aminokislinskih ostankov:

12) Stevilo razliénih proteinskih produktov kot posledice alternativnega spajanja eksonov:
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Zgolj za vajo si oglejte Se subceli¢no lokalizacijo spodaj navedenih proteinov (za hitrejsi dostop
do datotek posameznih proteinov lahko uporabite kar moznost iskanja po kodah UniProt, ki
so navedene v tabeli I). Pri razumevanju si lahko pomagate z definicijami, do katerih pridete,
¢e sledite povezavam.

Tabela I: Primeri proteinov z razlicnimi subceli¢énimi lokalizacijami. Z uporabo podatkovne
zbirke UniProt dopolnite skrajno desni stolpec tabele.

protein koda iz UniProt subceli¢na lokalizacija
kalmodulin P62158
citokrom c1 P08574

albumin P02768

adrenergicni

P08588
receptor B1
alkohol
) P00325
dehidrogenaza 1B
bistin Q13895

Na dnu datotek posameznih proteinov pod rubriko Cross-references opazite povezave do
podatkovnih baz nukleotidnih zaporedij genov, ki jih kodirajo. Sklenete si ogledati Se, kaksne
informacije vklju€ujejo tovrstne zbirke.

D. Lahko bi sicer iz zapisa v bazi UniProtKB sledili povezavam na razli¢ne zbirke nukleotidnih
zaporedij, a si boste ogledali le bazo Entrez Gene, ki jo vzdrzuje NCBI. V zbirki najdemo
osnovne informacije, kot so nukleotidna zaporedja gena, pripadajote mRNA ter
kodirajocega odseka znotraj mRNA (CDS, coding sequence), alternativna zaporedja mRNA
in opis funkcije gena oz. njegovega produkta. Dodatno so v bazo vkljuceni podatki o tem, s
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katerimi geni/proteini dolocen gen interagira, ter stevilne povezave do drugih podatkovnih
zbirk (npr. PubMed), kjer lahko pridobimo zelo specificne informacije o genu in njegovem
produktu.

Spletni brskalnik usmerite na zbirko Entrez Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) in v

iskalno vrstico vnesite sapiens (da omejite zadetke na Cloveske proteine) in anglesko ime
enega od treh proteinov iz naloge pod toc¢ko B. Med zadetki iskanja poiscite relevantne(ga).
Oglejte si strukturo datoteke!

Drugi del

Pozorno si oglejte animacije strukture evkariontske celice in celi¢nih procesov na spletni strani
https://www.youtube.com/user/ndsuvirtualcell/ in odgovorite na vprasanja.

A. Sprehod po celici (Through the Virtual Cell)

1) Katera organela igrata osrednjo vlogo pri razposiljanju proteinov na ustrezna mesta (npr. v
endosome, celicho membrano ali zunajceli¢ni prostor) z vezikularnim transportom?

2) Kaksnih modifikacij so delezni proteini v Golgijevem aparatu? KakSna je vloga teh
modifikacij?

3) Na kakSen nacin potujejo proteini v mitohondrij (vrsta transporta)?

B. Transkripcija (Transcription)

1) Kaksna je vloga transkripcijskih dejavnikov?

2) Kako imenujemo odsek DNA, ki se prepise v (m)RNA?

81


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
https://vcell.science/

3) Kateri encim katalizira sintezo RNA na osnovi DNA kot matrice?

C. Zorenje mRNA (mRNA Processing) & Povezovanje eksonov (mRNA Splicing)

1) Katere so tri osrednje posttranskripcijske modifikacije mRNA?

2) Kako imenujemo dinamicni ribonukleoproteinski kompleks, ki katalizira izrezovanje
intronov in povezovanje eksonov?

3) Kaj je intron?

D. Translacija (Translation)

1) Nastejte tri faze translacijskega procesa.

2) Navedite nukleotidni zaporedji zacetnega kodona (na mRNA) in pripadajocega antikodona
(na tRNA). Kateri aminokislinski ostanek je vezan na iniciatorsko tRNA?

3) Kaj ustavi proces translacije?
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E. Transport in razvr$canje proteinov (Protein Trafficking)

1) Opisite strukturo Golgijevega aparata.

2) Kaksna je funkcija Golgijevega aparata?

3) Kam potujejo proteini iz Golgijevega aparata?

F. Razvr$anje proteinov (Protein Trafficking) & Posttranslacijske modifikacije (Protein
Modification)

1) Opisite strukturo Golgijevega aparata.

2) Kaksna je funkcija Golgijevega aparata?

3) Kam potujejo proteini iz Golgijevega aparata?

4) Kaj je glikozilacija?

G. Mitoza (Mitosis) & Mejoza (Meiosis)
1) Zapisite, kaj se dogaja med posameznimi fazami mitoze:

profaza:

metafaza:
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prometafaza:

anafaza:

telofaza:

2) Kaj je posebnost prve profaze mejoze?

3) Ali so celice, nastale s prvo mejoti¢no delitvijo, Ze haploidne ali Se vedno diploidne?

4) Kaj je kon¢ni »produkt« mitoze in kaj mejoze?

H. Energijska poraba (Energy Consumption) & Fotosinteza (Photosynthesis (Light
Reactions)) & Glikoliza (Glycolysis (Overview)) & Krebsov cikel (Citric Acid Cycle
(Overview)) & Dihalna veriga (Electron Transport Chain)

1) Zapisite poenostavljeno kemijsko reakcijo, ki poteka v okviru zapletenega procesa
fotosinteze. Za kaksno vrsto reakcije gre (oksidacijo ali redukcijo)?

2) Zakaj (kako) pri fotosintezi nastaja kisik? V kateri fazi fotosinteze se tvorijo sladkor;ji?

3) Zapisite poenostavljeno kemijsko reakcijo, ki poteka v okviru zapletenega procesa celicnega
dihanja. Za kaksno vrsto reakcije gre (oksidacijo ali redukcijo)?

4) V katere faze razdelimo proces celicnega dihanja? Kateri so kon¢ni produkti posameznih
faz?
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5) Kje v celici poteka glikoliza?

6) Kje v celici poteka Krebsov cikel?

7) Zakaj (kako) pri celicnem dihanju nastaja voda?

Porocilo izdelal:
Datum:

Pregledal:
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