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Cviceni z bunécné biologie
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Téma: Cytoskelet

Uvod:

Cytoskelet je vysoce dynamicka proteinova struktura buniky, kterd je neustdle reorganizovana
bé¢hem zmény tvaru buné€k, déleni a reakci na okolni podnéty. Cytoskelet urcuje nejen tvar
buiiky a rozmisténi organel, ale odpovida také za bunécny i vnitrobunécny pohyb, jako je
rozchod chromozomii v mitéze, pohyb organel, bi¢iki afasinek a také svalovy stah.
Cytoskelet je tvofen tfemi typy vldken mikrotubuly, mikrofilamenty a intermedidlnimi
filamenty. Mikrotubuly jsou tvofeny proteinem tubulinem a odpovidaji za pohyb
na intracelularni drovni (méchytkovy transport) a také za tvorbu d¢licitho vieténka béhem
mitézy. Mikrofilamenta jsou tvofena bilkovinou aktinem a jsou spojena ptredevSim s pohybem
celé bunky. Intermedidlni filamenta jsou pak tvofena napiiklad keratinem ale i jinymi
proteiny. Intraceluldrni rozmisténi jednotlivych cytoskeletarnich slozek se od také lisi.
Mikrotubuly voln€ prostupuji celou bunku, mikrofilamenta tvofi hustou sit' tésné
pod cytoplazmatickou membranou a intermedidlni filamenta se vyskytuji hlavné v jadie, kde
vytvéii jadernou laminu. S cytoskeletem jsou navic asociovany dalSi proteiny, které jednak
zajistuji jeho stabilitu ¢i se podileji na dynamice pohybu. Jako ptiklad proteinti asociovanych
s cytoskeletem je moZzné jmenovat dynein a kinesin pro mikrotubuly a myosin pro aktinova
mikrofilamenta.

Poznatky ziskané studiem cytoskeletetu jsou uplatiiovany v medicinské praxi. Pii 1é¢bé
nddorovych onemocnéni se pouzivaji mikrotubuldrni inhibitory napf. taxol, vinblastin,
kolchicin, které blokuji bunécné d€leni. Mikrotubularni jed kolchicin se pevné vdze k volnym
tubulinovym podjednotkdm, a tim znemoznuje jeho polymeraci do mikrotubuldrnich vldken.
Po ovlivnéni bun€k kolchicinem nedochdzi béhem mitézy k tvorbé dclictho vieténka
a segregaci chromozomil do dcefinych bun¢k, coz vede k navozeni bunécné smrti.

Ukol ¢&. 1: Kultivace bunék s inhibitorem mikrotubularniho systému kolchicinem

Material: bunécéna linie HelLa

Chemikalie: 10 mM zasobni roztok kolchicinu v DMSO; standardni kultivacni DMEM
médium; DMSO

Pomicky: flowbox; kultivaéni Sesti jamkovy panel

Postup:
1. Pracujte ve sterilnim prostiedi (flowbox).
2. Kultivujte 150 000 bunek adherentni bunécné linie HelLa ve cCtyrech jamkdch

Sestijamkového panelu s 2,5 ml standardniho kultivacniho média DMEM,
do kterych predtim vloZte sterilni kryci sklicko. Nechejte buiiky adherovat
do druhého dne v inkubdtoru (37 °C, 100% vlhkost, obsah CO; 5 %).

3. Druhy den si ve flowboxu pripravte dvé sterilni 15 ml zkumavky a pripravte
do nich 2,7 ml 0,01 a 0,1 uM roztoku kolchicinu v standardnim kultivacnim médiu
DMEM, uzavrete vickem a rddné promichej na vortexu. PouZij 10 mM zdsobni
roztok kolchicinu v DMSO.



4. Opatrné odsajte médium z prvnich dvou kontrolnich jamek sterilni pasteurovou

pipetou napojenou na vakuovou pumpu.

Pridejte do kazdé 2,5 ml standardniho kultivacniho média DMEM.

Opatrné odsajte médium z dalsich dvou jamek sterilni pasteurovou pipetou

napojenou na vakuovou pumpu.

7. Pridejte do jedné 2,5 ml pripraveného 0,01 uM roztoku kolchicinu a do druhé
2,5 ml 0,1 uM kolchicinu.

8. Inkubujte 24 hod v inkubdtoru (37 °C, 100% vlhkost, obsah CO; 5 %).
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UKol ¢. 2: Fixace, permeabilizace, blokovani, imunofluorescen¢ni znaceni

Material: bunéc¢na linie HelLa
Chemikalie: PBS; PBS-T; fixacni smés methanol-aceton (1:1); standardni kultivaéni médium

DMEM s 10% fetdlnim sérem; Primarni protildtka anti-a tubulin—FITC; zasobni
roztok DAPI 10 mg/ml

Pomiicky: vakuova pumpa nebo automaticka pipeta + Spicky; pinzeta; preparacni jehla
Postup:

Promyvdni:

1. Nyni lze jiZ s bunkami pracovat v nesterilnim prostredi. Pozor na orientaci licové
strany sklicka s bunkami!

2. Promyjte bunky: odsajte médium vakuovou pumpou, pridejte 2 ml PBS, nechejte

5 minut promyvat a poté opét odsajte.

3. Opakujte krok promyti jeste 1x.

Fixace a permeabilizace bunék:

4. Pridejte opatrné po kapkdch 1 ml ledové vychlazené fixacni smési methanol —
aceton (1:1).

5. Inkubutejte 10 min v -20 °C.

6. Odsajte fixacni smés.

7. Pinzetou podeberte sklicko a oprete ho o sténu jamky, nechejte uschnout volné
na vzduchu.

8. Suchd, zafixovand sklicka lze v tomto stavu uchovdvat v -20 °C nebo primo pouZit

pro imunofluorescencni znaceni (viz. ddle).
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Rehydratace:

9. Ptidejte 2 ml PBS a nechejte rehydratovat 10 min.

10.  Opatrné odsajte PBS vakuovou pumpou nebo pipetou.

Blokovani:

11. Ptidejte 2,5 ml média DMEM s 10% fetdlnim sérem pro blokovani nespecifickych
vazeb na 5 min.

12.  Opatrné odsajte médium DMEM s 10% fetalnim sérem vakuovou pumpou.

Primarni protilatka anti-a tubulin-FITC

13.  Nared'te zdsobni roztok anti-a tubulinu-FITC 10 pg/ml 1 : 4 do média DMEM
s 10% fetdlnim sérem (kone¢nd koncentrace 2 pg/ml). Na 1 sklicko je potieba
25 ul, nezapomente na neékolik ul rezervy, napt. na 4 sklicka (105 pl 1 s rezervou)



napipetujte 21 ul anti-o tubulinu 10 pg/ml do 84 pul média DMEM s 10% fetdlnim
sérem.

14.  Naneste 25 pl takto pfipraveného roztoku anti-oo tubulinu-FITC na desticku
obalenou parafilmem, ptiklopte kryci sklicko s bunikami na kapku roztoku a ulozte
vSe do krabice s vikem zvlh¢ené uvnitf destilovanou vodou.

15.  Inkubujte 30 minut pfi laboratorni teploté.

Promyvani

16.  Preneste sklicko zpét do panelu.

17.  Promyjte bunky ptfidinim 2 ml PBS, nechejte 3 minuty promyvat a poté odsajte.

18.  Promyjte bunky pfidinim 2 ml PBS-T, nechejte 3 minuty promyvat a poté odsajte.

19.  Promyjte buniky pfiddnim 2 ml PBS, nechejte 3 minuty promyvat.

DAPI

20.  Nated'te 2000x zasobni roztok DAPI 10 mg/ml do PBS (konecnd koncentrace
5 ug/ml). Na 1 jamku je potieba 1 ml, napt. na 4 jamky (4 ml) napipetujte 2 ul
zasobniho roztoku DAPI 10 mg/ml do 4 ml PBS.

21.  Pfidejte 1 ml takto ptipraveného roztoku DAPI do kazdé jamky.

22.  Inkubujte 10 min pii laboratorni teploté ve tmé.

Promyvani

23.  Promyjte bunky ptidanim 2 ml H,O, nechejte 2 minuty promyvat a poté odsajte.

Vytvorieni trvalého preparatu

24.  Naneste na podlozni sklicko 3 — 5 pl mowiolu, pfiklopte sklicko bunkami
na spodni stran¢ a nechejte zatuhnout do druhého dne ve tmé pii 4 °C. Pro lepsi
prevenci vyschnuti je mozné navic utésnit okraje bezbarvym lakem na nehty.

Uchovavani preparati

25.  Sklicka jsou uchovavéna ve tmé pii 4 °C.

Ukol &. 3: Pozorovani preparatu a fotografovani

1. Pozorujte preparaty fluorescenénim mikroskopem (objektiv FL, 20x nebo imerzni
40x).
2. Nejdiive zaostfete na jadra, kde je DNA nabarvend modie DAPI (filtr WU).
3. Poté pozorujte o-tubulin znaceny zelené¢ FITC (filtr WIY) a zakreslete
do protokolu.
Otazky:

1. Zjisti, jaka je vinova délka excitacniho a emisniho spektra pro FITC?
2. Srovnej, nejlépe v tabulce, jednotlivé typy cytoskeletdlnich vldken z hlediska jejich
slozeni, velikosti, umisténi a funkce v burice.
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