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Cviceni 5: Fluorescencni barveni bunéek

Cilem praktického cvi€eni je obarveni specifickych struktur bunék fluorescenénim barvivem,
pozorovani téchto struktur pod fluorescenénim mikroskopem a osvojeni si prace s
mikroskopem a potfebnymi programy.

Fluorescence a fluorescenéni barviva

Fluorescenci Ize popsat jako schopnost nékterych latek po vystaveni svétla o kratdi vinové
délce (excitace), emitovat (vyzafovat) svétlo o delSi vinové délce. Existuje fluorescence
primarni neboli autofluorescence, kdy nékteré latky fluoreskuji po dopadu zareni (napf.
chlorofyl €i nékteré polymerni materialy). Druhy typem je sekundarni fluorescence, kdy
fluoreskuje barvivo neboli fluorochrom, které je navazané na urcité misto v burice.

Fluorescencni barviva jsou takové latky, které umoziiuji se vazat na urcitd mista v bufikach,
na urcité organely €i proteiny. V tomto cvi€eni je pracovano s latkou phallodin, ktery ma na
sobé navazano barvivo FITC (phalliodin-fluorescein-5-isothiokyanat). Phalloidin se vaze na
mikrofilamenta (F-aktinova vlakna) cytoskeletu buriky a pod filtrem na fluorescenénim
mikroskopu je pak navazané barvivo FITC vidét zelené. Excituje pfi vinové délce 496 nm a
emituje pfi 516 nm.

Dale je pracovano s barivem DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), které se vaze v buné€ném
jadfe na DNA. Barvivo DAPI ma excitaci pfi vinové 358 nm a emisi pfi 461 nm. Pod filtrem Ize
pozorovat modfe obarvena jadra.

Fluorescenc¢ni mikroskop

Fluorescen&ni mikroskop nam umoziuje pozorovat fluoreskujici latky. Je zde vyuzivano kratsi
vinové délky (UV svétlo), které plsobi na pozorovanou latku, ktera emituje svétlo o vysSi
vinové délce, které je pozorovatelné pod mikroskopem. Tento mikroskop ma objektivy o
rzném zvétSeni, filtry pro zobrazeni barev a fluorescenéni lampu jako zdroj UV zafeni.
Fotografie fluorescenéniho mikroskopu a jeho kompenent je na Obrazku 1.
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Obrazek 1: Fluorescencni mikroskop
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Obarvené buriky v kultivaéni nadobé jsou vlozeny do mikroskopu, kde je na né pﬂsobm\\
svétlem z UV lampy, o urcité vinové délce. Na mikroskopu se prepinaji filtry, které zo rz(zlqji\\
jednotlivé emitujici svételné kanaly pro obarvené bunécné struktury. Pro snimani je vyuzit
program NIS-Elements, ktery umoznuje sloZeni téchto kanall do sebe a vznik podobného
snimku jako je na nasledujicim Obrazku 2. Pro vypocet po¢tu bunék na plochu je vyuzivan
program MatLab, ktery analyzuje pocet bunék na zakladé poctu obarvenych jader.

Obrazek 2: Snimek z Fluorescensniho mirkoskopu obravenych bunék NIH 3T3, jadra jsou obarvena
modfe DAPI a cytoskelet bunék je obarven zelené phalliodinem-FITC.

Cviceni 3: Fluorescencni barveni cytoskeletu bunék

V tomto cvieni jsou burky nejprve fixovany, nasledné musi byt permeabilizovana jejich
membrana, aby doslo k proniknuti barviva. Permeabilizacni roztok se sklada z fosfatového
pufru (PBS), bovinniho sérového albuminu (BSA) a povrchové aktivni latky Tritonu-X. Dle
postupu prace jsou buriky obarveny a nasledné pozorovany na fluorescenénim mikroskopu.
Ze snimka z mikroskopu je pocitan pocet bunék na plochu.

Postup prace:

1. Zkontrolujte pfipravené buriky na dné kultivaéni nadoby optickym mikroskopem a
popiste jejich morfologii.

2. Od bunék odsajte médium a pfidejte PBS, které nasledné odsajte.

3. Kburkam pfidejte 2,5% glutaraldehyd, ktery bunky zafixuje, a kultivaéni nadobu
vloZte do lednice a ponechte 15 minut.

4. Od bunék odsajte 2,5% glutaraldehyd a pfidejte PBS, které nasledné odsaijte.

5. V bunkam pfidejte 3 ml permeabilizacniho roztoku a ponechte ho 5 minut inkubovat.

6. Mezitim pfipravte barvici roztok, ktery se sklada z barviva phalloidin-FITC a
permeabilizaéniho roztoku o poméru 1:1000.

7. Po inkubaci permeabilizacniho roztoku ho odsajte a proplachnéte PBS, které opét
odsajte.

8. Pridejte 1000 pl barviciho roztoku s phalliodin-FITC, nadobu inkubujte ve tmé (v
alobalu) po dobu 30 minut.

Technicka univerzita v Liberci | Fakulta textilni
Studentska 1402/2, 461 17 Liberec 1 | www.ft.tul.cz 2/3



FAKULTA TEXTILNI TUL 7
N2
: : . e f . — I~
. Poinkubaci odsajte barvici smés, pfidejte PBS, které opét odsajte. ////[\\\\\
10. Pridejte 1000 pl barviciho roztoku DAPI, nadobu inkubuite ve tmé (v alobalu) po’dobli\\
5 minut.
11. Po inkubaci odsajte barvici smés, pfidejte PBS, které opét odsajte
12. Pozorujte obarvené buriky na fluorescenénim mikroskopu, pod riznym zvétSenim a
v programu NIS-Elements. Obarvené buriky nasnimejte.
13. Nasnimejte 10 snimkl pouze obarvenych jader pomoci DAPI o zvétSeni 10x a
vypoctete pomoci programu MatLab pocet bunék na plochu.
Vypracovani protokolu
1) Formalni stranka (hlavi¢ka, uvod, popis praktické ¢asti, zavér)
2) Fakticka stranka (snimky z mikroskopu, popis a vysvétleni snimku)
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