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5. CYTOSKELET

TEORETICKY UVOD:

Cytoskelet je vysoce dynamickd proteinova struktura buriky, kterd je neustdle reorganizovana
béhem zmén tvaru bunék, bunécného déleni a reakci na okolni podnéty. Cytoskelet ur€uje nejen
tvar bunky a rozmisténi organel, ale odpovida také za bunécény i vnitrobunécny pohyb, jako je
rozchod chromozom( béhem mitdzy, pohyb organel, bi¢ik( a fasinek a také svalovy stah.

Cytoskelet je tvoren tfremi typy vldken: mikrotubuly, mikrofilamenty a intermedialnimi
filamenty. Mikrotubuly jsou tvofeny proteinem tubulinem a odpovidaji za pohyb na
intracelularni drovni (méchyrkovy transport) a také za tvorbu déliciho vieténka béhem mitdzy.
Mikrofilamenta jsou tvorena bilkovinou aktinem a jsou spojena predevsim s pohybem celé
buriky. Intermedidlni filamenta jsou pak tvofena naptiklad keratinem ale i jinymi proteiny.
Intracelularni rozmisténi jednotlivych cytoskeletdlnich slozek se od sebe také lisi. Mikrotubuly
volné prostupuji celou buriku, mikrofilamenta tvofi hustou sit tésné pod cytoplazmatickou
membranou a intermedialni filamenta se vyskytuji hlavné v jadre, kde vytvafi jadernou laminu. S
cytoskeletem jsou navic asociovany dalsi proteiny, které jednak zajistuji jeho stabilitu ¢i se
podileji na dynamice pohybu. Jako pfiklad proteini asociovanych s cytoskeletem je moiné
jmenovat dynein a kinesin pro mikrotubuly a myosin pro aktinova mikrofilamenta.

Poznatky ziskané studiem cytoskeletetu se uplatiuji v mediciné pfi |écbé nékterych
nadorovych onemocnéni, kdy se pouzivaji latky oznacované jako mikrotubularni inhibitory napft.
taxol, vinblastin, kolchicin, které blokuji bunéc¢né déleni. Mikrotubuldrni jed kolchicin se pevné
vaze k volnym tubulinovym podjednotkdm, a tim znemoZiuje jejich polymeraci do

mikrotubularnich vldken. Po ovlivnéni bunék kolchicinem nedochazi béhem mitézy k tvorbé



déliciho vieténka a segregaci chromozom( do dcefinych bunék, coZ vede k navozeni bunécné
smrti.

Pro studium cytoskeletu se namisto svételné mikroskopie nejcastéji vyuziva mikroskopie
fluorescencni, kterd se diky vyuZiti vhodnych fluorescencnich préb vyznacuje vyrazné vyssi
citlivosti, specificnosti a lepSim kontrastem zobrazeni. Jako zdroj zdareni se v pfipadé
fluorescen¢ni mikroskopie nejcastéji vyuziva rtutova vybojka. Nedilnou soucasti fluorescenéniho
mikroskopu jsou rovnéz tzv. excitaéni filtry, které ze svételného zdroje propousti zareni o urcité
vinové délce, které je nezbytné pro vyvolani fluorescence daného fluorochromu. Bariérovy filtr
pak brani vstupu excitacniho svétla do okuldru a chrani zrak pfed poskozenim.

Praktické cvi¢eni bude zaméreno na vizualizaci mikrotubull v nddorové bunécné linii
Hela pomoci metody nepfimé imunofluorescence. Principem této metody je vazba specifické
protildtky na molekuly tubulinu. Po vytvoreni komplexu je tato primarni protilatka naznadena
protilatkou sekunddrni nesouci fluorescenéni znacku, které po ozareni svétlem o vhodné vinové
délce emituje zareni. Pro lepsi orientaci v preparatu je ndsledné za pouziti DNA interkala¢niho
barviva DAPI naznaceno bunécné jadro. Pouzité fluorochromy se vidy musi liSit svymi

excita¢nimi i emisnimi spektry.

Ukol &. 1: Vizualizace mikrotubulli a bunéénych jader
Materidl: bunécna linie Hela zafixovana na krycim sklicku

Chemikalie: PBS, 0,2% triton X-100 v PBS, 0,2% BSA v PBS, protildtka proti a-tubulinu (mysi
monoklonalni protilatka), sekundarni protilatka nesouci fluorescen¢ni znacku Alexa Fluor 488

(kralici protilatka specificka proti mysi protilatce), DAPI (10 mg/ml), mowiol

Pomlcky: kultivacni Sestijamkovy panel, pinzeta, preparacni jehla, desticka potazend

parafilmem, podlozni sklicka
Postup:

1. Kryci sklicka se zafixovanymi burikami Hela byla predem pripravena vedoucim cviceni.

Buriky byly vysazeny na sterilni kryci sklicka potaZend Zelatinou. Druhy den po jejich
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adherovdni byly buriky promyty PBS a ndsledné zafixovdny 4% roztokem formaldehydu.
Takto zafixované vzorky byly skladovdny pri 4 °C.

Sklicko se zafixovanymi burikami vloZte do jamky Sesti jamkového panelu licovou stranou
s bunikami nahoru.

Rehydratace:

Do jamky pfidejte 2 ml PBS a rehydratujte buriky nékolik minut. Poté PBS odpipetujte.
Permeabilizace

Pridejte 2 ml 0,2% roztoku tritonu X-100 v PBS a ihned odpipetujte.

Sklicko se zafixovanymi burikami 3x promyjte 2 ml roztoku PBS a nasledné odpipetujte.
Blokovani

Do jamky pfidejte 2 ml 0,2% BSA v PBS a inkubujte 10 min pro blokovani nespecifickych
vazeb.

Primarni protilatka proti a-tubulinu

Primarni protilatku zfedte 50x v roztoku 0,2% BSA v PBS.

50 pl zfedéné protilatky napipetujte na desticku potazenou parafilmem (bez bublin) a
nasledné polozte kryci skli¢ko licovou stranou s burikami dold do roztoku protilatky.
Inkubujte po dobu 30 min.

Kryci sklicko pfeneste do jamky 6ti jamkového panelu licovou stranou nahoru.

Skli¢ko se zafixovanymi burikami 3x promyjte 2 ml roztoku PBS a nasledné odpipetujte.
Sekundarni protilatka

Sekundarni protilatku zfedte 500x v roztoku 0,2% BSA v PBS.

50 pl zfedéné protilatky napipetujte na desticku potazenou parafilmem (bez bublin) a
nasledné polozte kryci sklicko licovou stranou s burikami dol( do roztoku protilatky.
Inkubujte po dobu 30 min ve TME.

Kryci sklicko pfeneste do jamky 6ti jamkového panelu licovou stranou nahoru.

Skli¢ko se zafixovanymi burikami 3x promyjte 2 ml roztoku PBS a nasledné odpipetujte.
Barveni DNA fluorescencnim barvivem DAPI

1500x zredte DAPI do roztoku PBS.
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50 pl zfedéného DAPI napipetujte na desticku potazenou parafilmem (bez bublin) a
nasledné poloZte kryci sklicko licovou stranou s burikami dol(i do roztoku DAPI.

Inkubujte po dobu 15 min ve TME.

Kryci sklicko preneste do jamky 6ti jamkového panelu licovou stranou nahoru.

Sklicko se zafixovanymi burfikami 3x promyjte 2 ml roztoku PBS a nasledné odpipetujte.
Oplachnéte sklicko 2 ml destilované H,0.

Vytvoreni trvalého preparatu

Na podloZni sklicko napipetujte sestfizenou Spickou 10 pl montovaciho ¢inidla mowiol
(bez bublin) a nasledné priklopte krycim sklickem licovou stranou dold.

Sklicka jsou uchovéana ve tmé pfi 4 °C.

Pozorovani ve fluorescenénim mikroskopu

Jadra obsahujici DNA jsou diky DAPI zbarvena modfe, zatimco mikrotubuly diky
fluorescenéni znacce Alexa Fluor 488 zelené.

Zakreslete buriku linie Hela s obarvenym jadrem a mikrotubuly do protokolu.

Otazky:

1.
2.

Zjistéte, jaka je vinova délka excitacni a emisniho spektra pro Alexa Fluor 488.
Srovnejte v tabulce jednotlivé typy cytoskeletdlnich vidken z hlediska jejich slozeni,

velikost, umisténi a funkce.
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