Hodnoceni jaderné morfologie pomoci fluorescencni mikroskopie

— detekce apoptickych bunék po obarveni DNA pomoci DAPI

Princip metody

- DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindol) — barvivo, které se siln¢ vaze na DNA
(zejm. v oblastech bohatych na A-T), po vazbé na DNA dochazi k vyraznému naristu
fluorescence bunécnych jader!

- DAPI navdzané na DNA ma absorp¢ni/excitani maximum o vin. délce 358nm
(ultrafialova oblast) a emisni spektrum 46Inm (modra barva), proto je ve
fluorescenénim mikroskopu DAPI excitovano UV svétlem a detekujeme pak modré
svétlo.

- DAPI prochazi ptes plazmatickou membranu, barvi tedy jak zivé tak permeabilizované
buniky (u zivych b. je vSak vstup barvy do buiiky méné efektivni, proto je tfeba b.
membranu permeabilizovat, coz zajisti leps$i proniknuti barvy do jadra a konstantni
signal ve vSech bunkach).

Postup:
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sebrat buiiky do zkumavek (trypsinizace, neutralizace médiem, centrifugace 200g/5min)
oplach v PBS, centrifugace 200g/5min

odsat supernatant a pelet bunék zafixovat — ptidat 3ml 70% EtOH (500ul/zkumanka, 4°C),
jemng¢ promichat, nechat fixovat min. 30 min

nachystat 1ml zvortexované suspenze bunék v ETOH do zkumavky a piidat 1ul DAPI
(1mg/ml)

inkubace 5min ve tmé!

zcentrifugovat Smin/200g, odsat EtOH

pridat k peletu bun¢k cca 15ul MOWIOLU (montovaci médium), promichat pipetou a
kapnout kapku na podlozni sklicko, ptiklopit kryci sklicko

nechat zatuhnout do 2. dne ve 4°C

detekce apoptickych jader (kondenzovany a fragmentovany jaderny chromatin)
pomoci fluor. mikroskopie

hodnoceni:
pocitd se procento bunék s apoptickvm jadrem z celkového poctu 200 bunék na vzorek







