Imunofluorescenéni znateni a- ay-tubulinu

Teoreticky uvod
Imunofluorescereni znateni

Metoda imunofluoresceniho zng&eni pati mezi nejvyznamgjsi experimentakibiologické a
biomedicinské techniky s Sirokym spektrem vyuZigraxi. Podstatou je vazba primarni protilatky na
antigen naseho zamu. Nasleduje vazba sekundawtiljfky konjugované s fluorochromem
rozpoznavajici imunoglobuliny organismu, &hoz pochazi primarni protilatka. Jinou mozZnosti je
zna&eni antigenu dmo primarni protilatkou zrignou fluorochromem. Po excitaciigadim Fislusné
vinové délky ve fluorescénim mikroskopu molekula fluorochromu emitujefesdi o vySSi vinové
délce (tedy niZSi energii) ve viditelné oblasti ldp@ Imunofluorescaemi zna&eni umo#uje takto
vizualizovat nafiklad subcelularni lokalizaci vybranych struktuglativni Grovét exprese proteih
aktivatni stav proteifi (nagiklad pres jejich fosforylani status) atd. Perspektiva této moderni metody

spaiva v teoretické moznosti vizualizovat jakykolivigey produkt na busgné arovni.

Teorie vytvoreni mikroskopického preparéatu

Pro vytvdeni mikroskopického preparatu jsou vhodné adheremimi¢né linie rostouci
prisedle na kultivéni podloZce, kterou fize byt i kryci skiéko. Na & je optimalizovan i nasledujici
protokol. Buiky suspenzni, rostouci v celém objemu media, vyjahecidlni pistup. Buiky jsou
vysazovany do Sestijamkovych pahedo kterych seiedtim vioZi sterilni kryci sktka. Riblizné po
24h inkubaci g 37 °C, 5 % CQ@a 100% vlhkosti (pro kazdou linii je pet hodin nutnych k adhezi
nutné optimalizovat) jsou liky ovlivnény inhibitory proliferace a kultivovany po poZzadoea dobu
v inkubatoru. Po promyti je nutné iky zafixovat, coZz se provadi &upomoci organickych
rozpou&del nebo aldehyid Organicka rozpoudtia (alkoholy a aceton) odstugji lipidy, dehydratuji
buinky a zarové precipituji proteiny bu¥tné architektury. Aldehydy (n#p paraformaldehyd,
formaldehyd/gluteraldehyd) tvio intra a zejména intermolekularni mosty mezi vahny
aminoskupinami a vytiakovelantni sit antigerii. Aldehydy konzervuji strukturu proteinépe nez
organicka rozpou&tlla, ale redukuji antigenicitu¢kterych slozek biiky. Vybér fixativa zavisi na
detekovaném antigenu. Pro volnyigtup protilatky k antigenu je nutna permeabilizamak.
Fixovani pomoci alkohéla acetonu zarovienarusuje integritu membran, permeabiliziakrok tedy
neni nutny. Aldehydy v3ak tuto vlastnost nemapya@to je teba permeabilizaci provést fapomaoci
zted®nych roztok detergent (0,5% Triton-X/PBS). Red vlastni aplikaci protilatek je nutné gkh
vyblokovat, tzn. zabranit nespecifické vazrotilatek. Toho je obvykle dosazeno inkubaci caii
s roztokem BSA (hazi sérovy albumin) nebo s fetalnim sérem, které B8Keé obsahuje. Dale
nésleduje inkubace s primarnimi, sekundarnimi t&ami, pop. dalSimi fluorescefmimi prébami
(napg. DAPI). Fi aplikaci protilatek konjugovanych s fluorochrong nutné inkubaci prové&t ve

tme. Na zavr jsou ze sklfek s butkami vytvareny mikroskopické preparaty pomoci tzv. montovacich



médii (50% glycerol, mowiol). Pozorovani se provdudimoci fluorescemiho mikroskopu pod

raznymi filtry v zavislosti na sledovaném fluorochrom

Mikrotubularni cytoskelet

Mikrotubuly jsou tuhé, duté, valcovité utvary o letentni Sice cca 25 nm, s tloti&ou stny
priblizné 5 nm a prornlivé délce, ktera i¥e nabyvat hodnotddow nanometit az po ®kolik
desitek centimelr (nervova vladkna). 8hu tvai zpravidla 13 lineamh s&azenych fettzci —
protofilament, jejichz zakladni stavebni jednotfsou heterodimery tubulinu sloZené z globularnich
o- a B-tubulinovych podjednotek. Iniciace tvorby mikrotid probiha v ZiveiSnych buikach
v centrosomech. Jsou to drobné struktury nachazsie blizkosti jadra, odkud mikrotubuly vybihaji
k periferii buiky. Skladaji se ze dvou centriol a amorfni proteénchmoty obsahujici stovky
nukleanich mist pro tvorbu mikrotubiutvorenych prstenci-tubulinu.

Mikrotubuly jsou velmi dynamické Utvary, ve kteryae neustéle i$tla faze daistani a
zkracovani. Tato dynamicka nestabilita j@leditou vlastnosti nezbytnou pro spravné vykonavani
v3ech jejich funkci.

Kli¢ovou ulohu hraji mikrotubulyipjaderném dleni - mitdze, kde zaji%iji presné rozéleni
genomu matiské buiky do burgk dceinnych. Vytvai zde sloZity, vysoce specializovany Utvar zvany
mitotické weténko. Na jechodu G@S-faze dochéazi k rozpojeni a duplikaci centriatitivcentrosomu,
které dale rostou a t8uji se az do konce,@4ze. Oba takto vytyené centrosomyifgom po celou
dobu #Aistavaji spojené, azhem profaze se rozchazi do protilehlych straikpa davaji tak zaklad
pélim mitotického veténka. Na pghtku mitézy dochazi k rozpadu dosavadnich mikrdiuba
vytvoreni novych, kratSich, jejichZ typickou vlastnogigxtrémg zvySena dynamicka nestabilita,
ktera je 4-100x vySSi oproti interfazi. Z polreténka vybihaji hzdicovitt uspdadané mikrotubuly
s konci smafujicimi volné do cytoplazmy pop navazané na viiti stranu plazmatické membrany -
tzv. astralni mikrotubuly. Bkteré mikrotubuly se v ekvatorialni ro¥irspojuji pomoci asociovanych
proteini s mikrotubuly z druhého pélu. Takto vytemy mikrotubulus prochézejici cytoplazmou od
jednoho pélu k druhému se oznge jako polarni. Kinetochorové mikrotubuly pronikpo rozpadu
jaderné membrany ke kondenzovanym chromdmina napojuji se do mist jejich centromer se
specialnimi komplexy protein zvanych kinetochory. Vifpad spravného pibéhu mitézy jsou
v8echny zdvojené chromozémy vazangma svazky mikrotubul k okEma pétim vieténka a jsou
postup® piesouvany do ekvatorialni roviny iky, kde vytvdi tzv. metafazni destku, ve které
neustale mir&kmitaji vliivem gretahovani obouifpojenych svazk mikrotubufi. Pokud chromozémy
nejsou spravh a oboustranh priipojeny, dochazi k zastaveni kného cyklu na fechodu
metafaze/anafaze vlivem kontrolniho bodteténka. V anafazi se sesterské chromatidyélafd
v misg centromer a jsoufjfahovany k paim kinetochorovymi mikrotubuly. Sogbrg s timto se
polarni mikrotubuly prodluzuji polymeraci na plusAcich a posouvanim dith mikrotubuii
vzdjemrg od sebe v oblasti jejichigkryvu pomoci asociovanych prot&inAstralni mikrotubuly se

v této fazi gipojuji k plazmatické membré&na gitahuji k ni poly veténka. Tahéchto astralnich



mikrotubuli a prodluZovani polarnich mikrotutiubddaluje poly ¥eténka od sebe a napomaha tak

segregaci chromozAmPoly weténka se pozfl stavaji zakladem centros@m dceinnych buikach.

Priklad:
A
a-tubulin y-tubulin
BJ
kontrola
B a-tubulin y-tubulin
Hela
kontrola

Obrazek 1: Imunofluorescetni zn&eni mikrotubul (a-tubulin), centrosorin (y-tubulin) a DNA. (A)
Normalni lidské fibroblasty BJ; (B) nadorovériy déloznihoéipku Hela.



Pracovni postup:

Biologicky material
nadorové biiky déloZnihoc¢ipku HeLa (kontrolngi ovlivnéné inhibitory proliferace),

zdravé lidské fibroblasty BJ

Vybaveni a pomicky
Sestijamkovy panel, pinzeta, podloZni &kéi, destika obalen& parafilmem, fluoreséen mikroskop

Olympus vybaveny digitalni kamerou CoolSnap, sapat@a Spiek

Chemikalie, roztoky a protilatky:

aceton

anti-a-tubulin-AlexaFluor4388
anti-y-tubulin-Dyomics647

DAPI (10 mg/ml)

DMEM s 10 % fetalnim sérem (DMEM/FS)
methanol

mowiol

PBS (fosfatovy pufr)

0,1%Tween/PBS

Vlastni postup:
1. Bunky jsou kultivovany na krycich skkach v Sestijamkovych panelech v inkubétoru (37 °C,
5 % CQ, 100% vlhkost).
Promyvani:
2. 2x1mlPBS, 2min.
Fixace a permeabilizace buék:
3. Odsaj PBS.
4. Opatrr pidej 1 mlledové vychlazenéfixa¢ni sneési methanol — aceton (1:1).
5. Inkubuj 10 min v -20 °C.
6. Pinzetou podeber skko a ogi ho o stnu jamky, nechej na vzduchu uschnout.
7. Sucha, zafixovana skka lze v tomto stavu uchovavat v -20 °C.
Rehydratace:
8. 1 ml PBS, 10 min.
Blokovani:
9. 1 ml DMEM/FS, 15 min
Primarni protilatka anti- a-tubulin-AlexaFluor488
10. Nated’ zasobni roztok protilatky do DMEM/FS (na 1 gkb pciitej 25 pl)100x



11. Nanes 25 pl roztoku primarni protilatky na délatiobalenou parafilmemfiglop kryci
sklicko s buitkami naspod a uloZ vSe do krabice s vikemd&aitié uvnik destilovanou vodou.
12. Inkubuj 1 hod @ laboratorni teplat ve trrg!!!.

Promyvani
13.1 ml PBS, 2 min
14.1 ml PBS-T, 2 min
15.1 ml PBS, 2 min.

Primarni protilatka anti- y-tubulin-Dyomics647
16. Nated’ zasobni roztoky protilatek do DMEM/FS (na 1 &kdi patitej 25 pl)50x
17. Nanes 25 pl roztoku primarni protilatky na déstiobalenou parafilmem§iglop kryci
sklicko s butkami naspod a uloZ vSe do krabice s vikemdaiiié uvnit destilovanou vodou.
18. Inkubuj 1 hod pi laboratorni teplat ve tne!!!.

Promyvani
19. 1 ml PBS, 2 min
20.1 ml PBS-T, 2 min
21.1 ml PBS, 2 min.
DAPI

22. Nared’ 2000xzasobni roztok DAPI 10 mg/ml do PBS (kéné koncentrace 5 pg/ml).
23. Pridej do kazdé jamky 1 ml roztoku DAPI.

24. Inkubuj 10 min pi laboratorni teplat ve tne.

Promyvani
25.1 ml PBS, 2 min
26.1 ml PBS, 2 min
27.1 mlH,0, 2 min.

Vytvoreni trvalého preparatu
28. Nanes na podlozni skko 5 pl mowiolu a fiklop sklicko buikami na spodni strén
29. Preparat Ize ihned pozorovat, pro pouZziti imerzmibjektivu je vSakieba nechat mowiol
ztuhnout do druhého dnéig °C.
Uchovavani preparati

30. Sklicka jsou uchovavana ve &pii 4 °C.



