Zaklady kultivace bunék — cviceni (EMKB0311c)

Jméno a pfijmeni:

Cislo skupiny:

Studijni obor:

DEN 4

Napln cviceni:

e Shér suspenznich bunék

e 2D fixace

e 3D fixace

e Barveni jader DAPI

e Fluorescencni mikroskopie

Teoreticka priprava

2D fixace
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Centrifugace 4 min/300 g, slijeme supernatant.

Resuspendujeme pomoci vortexu a za pfidani KCl pfedehiatého na 37°C.
Inkubace 15 min.

Centrifugace 4 min/300 g, slijeme supernatant.

Po kapkach pridame roztok fixacni smési (kyselina octova/methanol 1:3)
o teploté -20 °C.

Centrifugace 4 min/500 g, slijeme supernatant.

3x opakujeme.

Naneseme na podlozZni sklo vychlazené na -20 °C.

3D fixace (udrzuje prostorovou strukturu vzorku)
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Centrifugace 4 min/300 g, slijeme supernatant.

Resuspendujeme pomoci vortexu a za pridani PBS.

Inkubace 1 min.

Centrifugace 4 min/300 g, slijeme supernatant.

2x opakujeme.

Buniky rozsuspendujeme v malém mnozstvi PBS (zbylé po sliti supernatantu)
a nakapeme na Cista odmasténa podlozni skla.

Skla fixujeme v 4% paraformaldehydu v PBS po dobu 15 min.

Proplachneme 3x4 min v PBS.

Permeabilizace 5 min v 0,2% Tween a 5 min 0,2% Triton X v PBS.

10. Proplachneme 2 min v PBS.
11. Pokradujeme barvenim.
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FLUORESCENCNi MIKROSKOPIE

Ve fluorescenéni mikroskopii se vyuziva kratsich vinovych délek v oblasti UV zareni, kdy latka
absorbuje ultrafialové paprsky a emituje viditelné svétlo delSich vinovych délek, které je pak
pozorovatelné svételnym mikroskopem. Dochdzi k ozafeni atomu, kde za normalnich
okolnosti obihaji elektrony kolem jadra ve vrstvach (orbitalech) s urcitou energetickou
hladinou. Pfi UV zafeni elektrony absorbuji energii a jsou vybuzeny (excitovany) do vyssi
energetické hladiny. Elektrony jsou na vyssi energetické hladiné nestabilni a vraceji se zpét do
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vyzarenim fotonu
UKOL: PRIPRAVA MIKROSKOPICKEHO PREPARATU, ZAPIS VYHODNOCENI

Sbér suspenznich bunék, automatické pocitani bunék a urceni viability, 3D fixace suspenznich
bunék, véetné permeabilizace (viz vyse).

1. 3D fixované buriky ponofime do DAPI o koncentraci 1 pg/ml.
2. 5 minut inkubujeme ve tmé.

3. Proplachneme 2 min v PBS.

4. Naneseme kryci sklo a zalepime.

UKOL: PROVED A ZAPIS VYSE UVEDENE LABORATORNi UKONY
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