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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Fluorescen¢ni mikroskopie pri analyze organelové struktury bunék
(Vitalni barveni sav¢ich bunék HEK293T fluorescen¢nim barvivem - FM
4-64 pro sledovani endocytdézy a SYTO 16 pro lokalizace DNA)

Cil praktické tulohy:
Jednoducha manipulace se sav¢i bunécnou linii HEK293T a jeji vitalni barveni
fluorescen¢nimi barvivy, pozorovani bunécnych struktur fluorescen¢nim mikroskopem.

Teorie:

Nazev FM flurescenénch markera biologickych membran je odvozen od zkratky
jména chemika, Fei Mao, ktery tyto slouceniny vyvinul modifikaci pfibuznych sond
(dimethylaminostyrylmethylpyridiniumiodine - DASPMI). FM tak patii mezi styrylova barviva
(styryl dye), coz je velka skupina sloucenin s barevnymi vlastnostmi zavislymi na napéti. FM4-64
je amfifilni molekula, tzn. ze ma hydrofilni a hydrofobni oblast (zndma vlastnost stavebnich
prvki biologickych membran). Lipofilni ¢ast (konec, tail) je tvofena dvéma uhlovodikovymi
fetézci na alkylované styrylové skupin€. Pozitivné nabitd €ast je oznacovadna jako hlava
slouc¢eniny (head). Jadrem molekuly je fluorofor se dvéma aromatickymi kruhy spojenymi
dvojnymi vazbami. Hydrofobni oblast umoziiuje zabudovani barviva do membrany, pozitivné
nabita ¢ast brani dal$imu pronikani do lipidické dvojvrstvy a takovéto ukotveni a interakce vede
ke zméné jasu barviva (rozsviti se).
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Heslovité o FM: Compound Properties
- membranové markery vyuzivané pro sledovani endocytozy a —
exocyt(')zy. Cat# Dye Unit Size mMw Ex Em

- Rozpustné ve vodé T3163 FM® 1-43 1 1mg 611.55 510 626

- Netoxické pro buiiku (pro vitalni barveni) TRGoR | PN AT | 90%10040 | 61188 | 910 | 600

F35355 | FM®1-43FX 10x100pg | 560.09 510 626

- Vmezetuji se do vnéjsi vrstvy cytoplazmatické membrany

- Teprve po za¢lenéni do membrany intenzivné fluoreskuji T | RS0 il Pt | 3. | 820
- Nespecificka fluorecence mize byt odstranéna oplachem Al || ENEESOR g9 Sllichss || Gl o
pfed detekci T13320 FME® 4-64 10 x 100 pg 607.51 558 734
- Analogy (FM2-10, FM5-95...) se lisi ex/em spektry, stupném ERGW. | BSADIEK | 101000 | 78B%: | S6 | WA

23360 | FM2595 | 1mg 56543 | 560 | 734

polarity, stupném signalu pozadi, doporuc¢enou pracovni

koncentraci, rychlosti zabudovani do membrany atd.
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Pro vitalni fluorescen¢ni barveni DNA bude pouzito cyaninové barvive SYTO 16
(detaily jako chemicky vzorec a strukturu vyrobce neuvadi).

Heslovité o SYTO 16

- Chemické slozeni vyrobce neuvadi

- Selektivni barvivo nukleovych kyselin (DNA i RNA)

- Pasivn€ proniké biologickymi membranami

- Jsou vyuzivany pro in vivo barveni i fixované preparaty

- Nizky kvantovy vytézek pokud nejsou navazany na nukleové
kyseliny

- Naopak velky kvantovy vytézek, pokud jsou navazany na
NK I

- Dostupné analogy s velkym vybérem em spekter (od modré
az do Cervené)

- Analogy se lisi permeabilitou, DNA/RNA selektivitou,
vazebnou afinitou atd.

Fluorescence excitation
Fluorescence emission
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- Eukaryotické bunky vykazuji silné jaderné barveni a slabsi
cytoplasmaticky diftizni signal, mohou obarvit
mitochondrie

- Vyuzivaji se pii detekci apoptozy, multidrug-resistant bunék

Linie bunék HEK293T

Jedna se o lidské bunky jejichZ zkratka znamenda Human Embryonic Kidney Cells. Je to
tedy specificka bunécnéd linie originadlné¢ odvozena z lidskych embryonickych bun¢k ledvin
rostouci v tkanové kultufe. HEK293T buiiky jsou v biologickém vyzkumu velmi rozsifené po
mnoho let, a to pfedevsim diky jejich stabilnimu a spolehlivému ristu a jednoduchosti pro
transfekci. Jednd se o adherentni buniky coz je pfedurcuje k jednoduché kultivaci na krycim
skli¢ku pro naslednou mikroskopickou analyzu.

Fluorescencni mikroskopie:

Princip kazdého fluorescencniho mikroskopu je schopnost excitace preparatu pomoci
svétla o urCité vinové délce a sniméni svétla jiné vinové délky diky vzniklé fluorescenci.
Zakladnimi a nutnymi komponenty jsou pfedev§im excitacni filtr, ktery dokaze filtrovat (vybrat)
vhodnou c¢ast spektra ze svételného zdroje. Poté srdcem je dichroické zrcadlo, které excitaéni
svétlo odrazi na preparat, kde vznikne fluorescence a toto zafeni uz dichroickym zrcadlem projde,
nasledné je jesté filtrovano pomoci emisniho filtru, ktery presné vybere oblast spektra vzniklé
fluorescenci, a to findlné dopadne na detektor. Schéma fluorescenc¢niho mikroskopu znézoriiuje
Obrazek 1.
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Obrazek 1: Schéma fluorescenéniho mikroskopu.

Postup:

SYTO 16 — 1mM zasobni roztok v DMSO (Fedit 1250x)
FM 4 — 64 10 mM zasobni roztok v DMSO (fedit 500x)

Odeberte DMEM medium z bunécéné kultury.

Promyjte buniky 2x s PBS pufrem, vZdy inkubujte cca 2min.

Nechte bunky v PBS pufru.

Ptipravte si Petriho misku s vlhkym filtra¢nim papirem a parafilmem.
Ptidejte 8ul vytedéného barviva SYTO 16 na parafilm.

Ptidejte 8ul vyfedéného barviva FM 4-64 do stejné kapky na parafilm.
Opatrné piilozte kryci sklicko na kapku barviv (buiiky smérem doll1).
Inkubujte cca 10min v temném prostiedi.

Ptidejte 7ul montovaciho média (Mowiol) na podlozni sklicko.

10 Opatrné piilozte kryci sklicko na kapku montovaciho média (buniky smérem dolit).
11. Pozorujte preparat pomoci fluorescenéniho mikroskopu.
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