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Imunofluorescenc¢ni znaceni intracelularnich

antigenu v bunécné kulture (é)omoci protilatek

konjugovanych s eFluor™ nanokrystaly

I Uvod

Tento protokol je optimalizovan pro imunofluorescenéni studie intracelularnich antigen
v bunééné kultufe pomoci protilatek, které jsou konjugovany s eFluor® 605NC nebo
650NC — pouzitim kitu:

e eFluor®605 nanokrystalovy konjugaéni kit (amino skupina), kat. &. 88-7071
e eFluor®650 nanokrystalovy konjugadni kit (amino skupina), kat. ¢. 88-7072

e eFluor®605 nanokrystalovy konjugaéni kit (thiolova skupina), kat. &. 88-7141
e eFluor®650 nanokrystalovy konjugaéni kit (thiolova skupina), kat. &. 88-7142

Poznamka
Inkoust PAP Penu muze interferovat se signalem eFluor® nanokrystalu, a proto neni doporuceno spole¢né
pouZziti.

I MATERIAL

e 1X TBS; fedéni ze zasobniho 20X TBS promyvaciho pufru pro IHC (kat. ¢. 00-4954)

e I1XPBS,pH7.4

e Blokacni €inidlo: IHC/ICC blokacni pufr s nizkym obsahem proteint (kat. &. 00-4953)
nebo IHC/ICC blokacni pufr s vysokym obsahem proteinu (kat. €. 00-4952)

e protilatka konjugovana s eFluor® nanokrystaly

e Fluoromount G vazebné médium (kat. ¢. 00-4958)

e zvihéena nadobka (do které se budou umistovat sklicka s komurkami bé&hem
inkubace)

e parafilm

e kryci skli¢ka (22 x 50 mm)

e lak na nehty

Pristroje:
e mikroskop (vybaveny pfisludnymi filtry)
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I PROTOKOL
1. Bunky v pozadované hustoté (tak, aby byly schopny se pfichytit) umistéte na

sklicko (napf. 30 000 bunék/komurka v 8-komurkovém sklicku). Bunky jsou
obvykle na sklicko pasazovany 1 den pfed znacenim, aby dosahly 60-80% pokryti
dna.

Pro fixaci vzorku, inkubujte sklicko se 4% formaldehydem 15 minut pfi pokojové

teploté nebo se 100% methanolem 10 minut v -20°C.

Poznamka: Inkubacni doby zavisi na sledovaném antigenu a musi byt stanoveny pro konkrétni
buriky a cilové antigeny. Uvedené inkubacni doby a metody jsou jen orientaéni Gdaje pro pozdéjsi
optimalizaci.

Opatrné 3x promyjte sklicka pouzitim 1X PBS (5 minut/promyti) — pro aplikaci
roztoku do komurky a nasledné odsati ven z komurky pouzijte kapatko.

Poznamka 1: Je dllezité, aby buriky v tomto kroku nevyschly. Pripadné vyschnuti by mohlo vést ke
zvySenému pozadi pfi zna¢eni a nasledné nespravné interpretaci vysledkd.

Poznamka 2: Je doporu¢eno nepromyvat vice nez 2 komurky najednou, aby se tak snizila moznost
vysychani bunék. Promyvaci roztok aplikujte opatrné, aby nedochazelo k odtrzeni bunék.

Formaldehydem fixované buriky, intracelularni a jaderné antigeny zpfistupnite po
permeabilizaci — pouzitim 1% Triton X-100 fedéného v 1X PBS, 30 minut pfi 37°C
a nasledné 10 minut pfi pokojové teploté. Abyste predesli odpafovani a
pfipadnému vysychani bunék béhem inkubace, zakryjte komUrky parafiimem. Pro

bunky fixované methanolem v kroku 2. obvykle neni permeabilizace nutna.
Poznamka: Pro optimalni permeabilizaci, zavisi inkubaéni doby na sledovaném antigenu a musi
byt stanoveny pro konkrétni buriky a cilové antigeny. Uvedené inkubacni doby a metody jsou jen
orientacni udaje pro pozdéjsi optimalizaci.

Opatrné 3x promyijte buriky pouzitim 1X PBS (5 minut/promyti) — viz krok 3.

Pro zablokovani, aplikujte na bunky IHC/ICC blokaéni pufr (s nizkym nebo
vysokym obsahem proteinQ), 1-2 hodiny v pokojové teploté ve zvihéené nadobce.
Pouzijte pfiblizné 100 ul / komarku v 8-komurkovém sklicku (mnozstvi pufru
muzete dle potieby zvysit €i snizit tak, aby byly komurky zaplnény).

Poznamka: Nejcastéji se doporucuje pouziti IHC/ICC blokacniho pufru s nizkym obsahem proteint
(kat. ¢. 00-4953). Pro buriky nebo protilatky s vysokym podilem nespecifického znaceni a pro

jaderné antigeny je doporu¢en IHC/ICC blokacni pufr s vysokym obsahem proteint (kat. ¢. 00-
4952).

Nafedte protilatku konjugovanou s eFluor® nanokrystaly stejnym blokacnim
pufrem, ktery jste pouzili v kroku 6. a zakryjte pfed svétlem. Obvykle je
doporu€ené vychozi fedéni pro protilatky konjugované s eFluor nanokrystaly v
rozpéti 1-40 nM.
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8. Naredénou protilatku aplikujte na bunky a zakryjte parafilmem, viz krok 4. Pro
dosazeni nejlepSich vysledkd, inkubujte ve zvihené nadobce pFes noc, pfi 4°C.

Chrante pred svétlem.

Poznamka: Protilatky, které reaguji se silné exprimovanym antigenem, mohou mit kratsi inkubacni
dobu (1-2 hodiny pri pokojové teploté). Optimalni inkubacni doba zavisi na konkrétni protilatce a
cilové tkani/antigenu.

9. Opatrné 3x promyjte bunky pouzitim 1X PBS (5 minut/promyti) — viz krok 3. a
chrante pred svetlem. Pro maximalni intenzitu signalu doporucujeme pouzivat pro
protilatku konjugovanou s eFluor® nanokrystaly promyvaci a inkubacni pufr
s obsahem TBS.

10.Odstrante promyvaci roztok ze sklicka a aplikujte 2-3 kapky Fluoromount G
vazebného média (kat. €. 00-4958), zakryjte krycim sklickem. Utésnéte kryci
skliCko bezbarvym lakem na nehty a nechte 20 minut zaschnout, ve tmé.

11.Pro dosazeni nejlepSich vysledkd ihned mikroskopujte. Preparaty mohou byt
skladovany pfi 4°C, ve tmé.



