PROTOKOL: Barveni jader pomoci DAPI

Béhem interfaze je DNA dekondenzovéna a v jadfe probiha transkripce. Zatimco béhem
mitdzy, ktera pfedchazi bunéénému déleni, je DNA vysoce kondenzovand a pozorovatelné
jsou jednotlivé chromozdémy. V mitdze dochdzi ke zdvojeni obsahu DNA a jejimu
naslednému rozdéleni do dcefinych bunék.

K zviditelnéni DNA se vyuzivej barviva fluorescencni. Fluorescence je schopnost nékterych
latek po ozareni svétlem o kratsi vinové délce (excitacni zafeni) emitovat svétlo o delsi
vlnové délce. Lze rozlisit dva typy fluorescence primarni/autofluorescenci a sekundarni
fluorescenci. Autofluorescence je schopnost nékterych ptirozené se vyskytujicich latek, jako
je naptiklad chlorofyl, fluoreskovat po dopadu UV zafeni. Sekundarni fluorescenci rozumime
fluorescenci barviva tzv. fluorochromu kovalentné navazaného na sledované bunécné
struktufe. Fluorochrom DAPI prochazi bunécnou membranou se vaze do A-T oblasti DNA

(1 molekula DAPI na 3 AT-pary) a po ozafeni UV svétlem dochézi k excitaci a nasledné
emisi fluorescence. Po vazbé DAPI na DNA se az 20x zesiluje intenzita fluorescence, protoze
nedochazi ke zhaseni fluorescence molekulami vody v roztoku. Po navdzani ma DAPI 4,6-
diamino-2-fenylindol excitaci 358nm emisi 461nm.

Material: kultura epitelidlnich adherentnich bunék WB-F344 (in vitro model jaternich
ovalnych bun¢k)

Chemikalie:
e DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindol) ¢ =lug/ml- vaZze se na DNA
e Mowiol — fixace na skle

Pracovni postup:

e oplach bun¢ék EDTA/PBS
e sbér bun€k pomoci trypsinu
e 100ul bunécné suspenze oplachnout PBS

e centrifugace 200g/5min, odsat

e piidat Iml EtOH zafixovat 1 hod pii 4 °C

e pridat 1ul DAPI a inkubovat 20 min ve tmé

e centrifugace 200g/5min, odsat

e resuspendovat v Iml PBS

e centrifugace 200g/5min, odsat

e Kk peletu pfidat 6ul Mowiolu, promichat a odkapnout na sklicko
e piikryt krycim sklickem a nechat zatuhnout 24h

e sledovani jader pomoci fluorescen¢niho mikroskopu

pocitani 200 jader / na vzorek



cell nukleus

http://sciencehastheanswer.blogspot.cz/2012/11/seeing-cells.html

apoptotic cell - in box

http://www.{flickr.com/photos/exothermic/2560318717/



