Interfazni FISH na bunécné suspenzi

1. Sklizeni bunék

CHEMIKALIE

Fixativ — Methylalkohol p.a. a cistou kyselinu octovou fedit v poméru 3:1. Fixativ musi byt pfipraven
vZdy Cerstvy pred sklizenim bunék! Pro jiné ucely lze kratkodobé uchovavat pfti 4 °C.

75mM KCl — 2,8 g chloridu draselného rozpustit v 500 ml sterilni destilované vody. Uchovavat pfi
4 °C. Pfed sklizenim predehtat na 37 °C.

SKLIiZENI
1) Vsechny centrifugace probihaji po dobu 10 minut pfi 1500 RPM a laboratorni teploté.

2) Odstranit médium a dvakrat dikladné oplachnout burky sterilnim PBS (37 °C).
3) Prevést buriky do suspenze a centrifugovat.

4) Odsat supernatant, pelet dikladné resuspendovat Pasteurovou pipetou a pfidat 10 ml 75mM
KCI predehtatého na 37 °C. Hypotonizace pfi 37 °C po dobu cca 30 minut.

5) Pridat 10 kapek fixativu, lehkym obracenim zkumavky promichat a centrifugovat.

6) Odsat supernatant. Resuspendovat pouze lehkym zatfesenim zkumavkou (buriky jsou v této
chvili nachylné k protrzeni!). Po kapkach pridat 10 ml fixativu. Promichavat krouzenim.

7) Fixace 20 minut pfi pokojové teploté. Poté centrifugovat.

8) Odsat supernatant a ddkladné resuspendovat Pasteurovou pipetou. Po kapkach pridat
5 ml fixativu.

9) Fixace 10 minut pfi pokojové teploté, centrifugovat.

10) Maximalné odsat supernatant. Doplnit fixativem na cca 1 ml (mlécné zakaleni suspenze)
a uskladnit pfi teploté 4 °C.

2. Priprava preparatu

Pfiprava podloZnich skel
— Oplach v 70% etanolu, mechanické ocisténi kartackem.

— Oplach v destilované vodé.

— NaloZit do sklenéné kyvety s 70% etanolem a skladovat pfi 4 °C.

— Optimalni je ponechat skla pfed pouzitim takto alespon pres noc.
Pred nakapanim suspenze sklo dikladné utfit do sucha utérkou na optiku
(Micro Optic-Cleaner, Hama).

Pfiprava krycich skel
— Oplach v 70% etanolu, mechanické ocisténi, oplach v destilované vodé.

— Utfit do sucha utérkou na optiku.

Pfiprava preparatu
Na vychlazené a nadychnuté podloZni sklo kdpnout z vysky 1-3 kapky suspenze (dle hustoty

suspenze) pod Uhlem cca 40 °. Nechat volné schnout — idealné alespon do druhého dne.



3. FISH

CHEMIKALIE
Ethanolova fada — 70%, 80% a 96% ethanol

0,5xSSC (pH 7,2) — zasobni roztok 20xSSC fedit v dH,0, upravit na pH 7,2

2xSSC (pH 7) — zasobni roztok 20xSSC fedit v dH,0, upravit na pH 7

FISH — optimalizovany protokol pro sondy Poseidon™ (Kreatech Diagnostics
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ZestarSeni preparatu pomoci 2xSSC (Saline-sodium citrate, solny roztok citratu sodného)
pfi 37°C po dobu 30 minut.

Dehydratace v etanolové fadé (70 %, 80 % a 96 %) pfi laboratorni teploté, 2 minuty pro kazdou
koncentraci.

Nechat volné schnout — ideadlné do druhého dne. Poté aplikace sondy.
Od bodu 4 ddle chranit prepardt pred svétlem.

Na kryci sklo aplikovat 7 pl sondy — pozor na vzduchové bubliny. Preparat pfiloZit ve spodni
poloviné ke krycimu sklu se sondou a vyckat aZ se sonda rozprostie po celé plose kryciho skla.
Poté kryci sklo oblepit rdmovaci hmotou Fixogum.

Kodenaturace (sondy a DNA preparatu) na kovové plotynce pfi teploté 73°C (nastavit plotynku
radéji na 75°C) po dobu 4 minuty.

Hybridizace ve vlhké komurce pfi 37 °C pres noc.
Lze nahradit cca 4h hybridizaci. Lepsi vysledky jsou ale dosaZeny hybridizaci pres noc.

Odstranit ramovaci hmotu a opatrné sejmout kryci sklo.

Odmyti nenavazané sondy — 0,5xSSC pfi 75°C po dobu 3 minut, oplachnuti v 2xSSC pfi RT po
dobu 1 minuty

Nechat oschnout ve tmé.

10) Aplikovat 10 pl DAPI a hotovy preparat uzavrit krycim sklem. Oramovat.



Fluorescencni detekce cytoskeletdlnich proteint

CHEMIKALIE

Fixativum — 3% paraformaldehyd v PBS

Permeabilizace — 0,2% triton TX-100 v PBS

Blokovaci roztok — 3% BSA (bovinni sérovy albumin) v PBS

7 .

1. NepFima imunocytochemicka detekce a-tubulinu (mikrotubuly, MT)

Znaceni bunék
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Oplach v PBS -2 x 1 min

Fixace 3% PFA - 20 min

Permeabilizace 0,2% triton TX-100 - 1 min

Oplach vPBS - 3x 3 min

Blokovani 3% BSA - 10 min (na parafilmu)

Oplach v PBS 3 x 3 min

Inkubace s 12 pl primarni Ab (anti-a tubulin) - 60 min / 37°C (na parafilmu)
Oplach v PBS -3 x 3 min

Inkubace s 12 pl sekundarni Ab (anti-mysi IgG-Alexa488/TRITC) - 45 min /37°C (na
parafilmu) - lze kombinovat s detekci F-aktinu viz. krok 5 ndsledujici ulohy

Oplach v PBS - 3 x 3 min
Detekce DNA — Hoechst33342 — 4 min
Oplach v PBS

Montovat v montovacim médiu DAKO

2. prima detekce F-aktinu (mikrofilamenta, MF)

Znaceni bunék
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Oplach v PBS - 2x 1 min

Fixace 3% PFA - 20 min

Permeabilizace 0,2% triton TX-100 - 1 min

Oplach v PBS -3 x 3 min

Inkubace s 12 ul phalloidin-FITC/TRITC - 45min / 37°C (na parafilmu)
Oplach v PBS - 3 x 3 min



7) Detekce DNA — Hoechst33342 —4 min
8) Oplach v PBS

9) Montovat v montovacim médiu DAKO

Pozorovani autofluorescence rostlinného a zivoc¢iSného ptivodu

MATERIAL
pylova zrna, listy rostlin, fasy, Supiny z motyliho kfidla.

Fluorescencni odliseni zivych a mrtvych bunék

CHEMIKALIE

Akridinova oranz — 5 mg/ml
Ethidium bromid — 3mg/ml

AO :EB:voda—1:1:1000

Znaceni bunék

1) Oplach v PBS
2) Kapka barviciho roztoku na podlozni sklo

3) Ptiklopit kryci sklo s burikami / inkubace 5 min



