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A) Bunécéné jadro

Uvod:

Bunécné jadro je organelou eukaryotické buriky. Je v ném uloZena vétSina
genetické informace bunky. Jadro je od okolni cytoplazmy oddéleno dvojitou
jadernou membranou s péry. Jaderna DNA ma dvé zakladni funkce. Jednak fidi
veSkeré metabolické déje v burce, tim Ze dava vzniknout RNA, ktera je nasledné
translatovana do proteinQ, dalsi funkci je pak uchovani genetické informace a jeji
pfenos do dcefinych bunék. V dospélém organismu se vétSina bunék jiz nedéli - je v
interfazi. Béhem interfaze je DNA dekondenzovana a v jadie probiha transkripce.
Béhem mitdzy, ktera pfedchazi bunécnému déleni, je DNA vysoce kondenzovana a
pozorovatelné jsou jednotlivé chromozomy. Dochazi béhem ni ke zdvojeni obsahu
DNA a jejimu naslednému rozdéleni do dcefinych bunék.

Klasickou metodou pro vizualizaci jadra (zviditelnéni DNA), které je pak mozné
pozorovat za pomoci svételné mikroskopie, je Feulgenova reakce, ktera je zaloZzena
na redukci kyseliny fuchsinsifiCité (Schiffova c¢inidla) aldehydickou skupinou.
Principem je kysela hydrolyza DNA kyselinou chlorovodikovou, pfi niz dochazi k
odsStépeni purinovych bazi z DNA. V misté jejich odStépeni se na deoxyribézovych
podjednotkach DNA uvolfiuji aldehydické skupiny, které redukuji Schiffovo Cinidlo a
propuUjCuji tak DNA cervenofialové zbarveni, které je pak snadno detekovatelné
svételnym mikroskopem.

Dalsi velkou skupinou barviv vyuzivany k zviditelnéni DNA jsou barviva
fluorescenéni. Fluorescence je schopnost nékterych latek po ozareni svétlem o kratSi
vinové délce (excitacni zareni) emitovat svétlo o delSi vinové délce. Lze rozlisit dva
typy fluorescence  primarni/autofluorescenci a  sekundarni  fluorescenci.
Autofluorescence je schopnost nékterych pfirozené se vyskytujicich latek, jako je
napfiklad chlorofyl, fluoreskovat po dopadu UV zafeni. Sekundarni fluorescenci
rozumime fluorescenci barviva tzv. fluorochromu kovalentné navazaného na
sledované bunééné strukture. Pro praci s fluorochromy je nutné znat jejich zakladni
vlastnosti jako je jejich excitaCni a emisni vinova délka a jejich afinita k buné&nym
strukturam. Pfikladem sondy hojné vyuZivané pro vizualizaci bunééného jadra
pomoci fluorescenéni mikroskopie je DAPI (4°,6-diamino-2-fenylindol). DAPI je
interkalacni fluorescencéni barvivo, které se vaze na DNA do oblasti bohatych na
baze adenin a thymin. ExcitaCni a emisni spektra DAPI jsou spolu s nékterymi
dalSimi pouzivanymi fluorescenénimi barvivy uvedeny v tabulce €. 1.



Tabulka €. I: Fluorescenéni barviva pouzivana v bunécné biologii:

Fluorochrom Aex (nm) Aem (nm)
4’ 6-diamino-2-fenylindol (DAPI) 358 461
Fluorescein-5-izothiokyanat (FITC) 492 516-525
Tetrametylrhodamin-5(a 6)-izothiokyanat (TRITC) 535-545 570-580
Propidium jodid (PI) 535 617
Ethidium bromid 518 605
Fluorescein diacetat (FDA) 490 513
Hoechst-33258 350 450
Akridinova oranz 460 650

Ukol &. 1: Barveni jadra Feulgenovou reakci

Material: nakli¢ena ¢ocka jedla (Lens esculenta)
Chemikalie: Framerova fixaCni smés - 96% ethanol : koncentrovana kyselina octova

(3:1); 1N HCI; Schiffovo reagens; destilovana voda

Pomducky: kyvety; vodni lazen; Petriho misky; svételny mikroskop a mikroskopické

potfeby
Postup:
1. Z naklicené Cocky vypreparujte z kofink( pomoci skalpelu kofenovou Spicku.
2. Oddélené kofenové Spicky preneste do Framerovy fixacni tekutiny na Petriho
misku. Doba fixace je 15 minut pfi pokojoveé teploté.
3. Po ukoncCeni fixace preneste kofenové S$picky do 1IN HCI a nechte
hydrolyzovat 10 minut v 1N HCI pfi 60 °C ve vodni lazni.
4. Poté hydrolyzu zastavte oplachem preparatu destilovanou vodou - 2x 3
minuty.
5. Korenové $picky viozte do kapky Schiffova reagens na podlozni sklo, pfilozte
kryci sklo a provedte roztlak.
6. Sklo s preparatem vlozte do kyvety s roztokem Schiffova reagens a nechte
barvit 25 minut pfi pokojové teploté.
7. Po nabarveni preparat vyjméte a zlehka oplachnéte destilovanou vodou.
8. Preparat pozorujte pod mikroskopem a do protokolu schematicky zakreslete

burfiku s obarvenym interfaznim a mitotickym jadrem a vysledek slovné
zhodnotte.

Ukol &. 2: Barveni jadra pomoci Hoechst-33258

Material: bunécna kultura adherentni nadorové linie HeLa (kontrolni a ovlivnéna

nocodazolem)

Chemikalie: pracovni roztok Hoechst-33258 o koncentraci 1ug/ml v PBS
Pomucky: fluorescencni mikroskop; automatické pipety + Spicky
Postup:

1.

Z bunécné kultury odsajte kultivacni medium.

2. Napipetujte pracovni roztok Hoechst-33258.
3.
4. Porovnejte rozdil mezi kontrolnim vzorkem bunék a vzorkem bunék

Pozorujte inverznim fluorescenénim mikroskopem.

ovlivnénych nocodazolem.



B) Bunécéné kultury

Uvod:

Bunécné kultury patfi v souCasné dobé k nejpouzivanéjSim biologickym
modelim. Bunécné kultury ZivociSnych bunék slouzi pro studium novych I[éCiv,
kultury rostlinnych bunék pak nachazeji znacny vyznam ve Slechtitelstvi a genovém
inZenyrstvi pfi produkci transgennich plodin.

Pro uspésnou kultivaci bunék musi byt splnény podminky prostfedi podobné
prostfedi in vivo, které zajiStuji kultivaCni média a inkubatory. Kultivacni médium
musi obsahovat vyvazeny pomér aminokyselin, cukrd, vitaminu, soli, mastnych
kyselin, antibiotik a stabilizatord pH, které jsou nezbytné pro rist bunék. Po urcité
dobé buriky v kultufe vyCerpaji Ziviny z média Ci jejich poCet stoupne na neunosnou
miru, proto je nutné ¢ast bunék odebrat, smisit s novym médiem a pfenést do nové
kultivaCni l1ahve.

Prace s bunécnymi kulturami vyZaduje zvlastni vybaveni a manipulaci. Jednim
z hlavnich pozadavki je udrzeni sterility, proto je nutno pracovat v aseptickém
prostfedi, které zabranuje kontaminaci mikroorganismy (bakterie, viry, houby,
paraziti,...). Sterilniho prostfedi je dosazeno pouzivanim laminarnich boxd neboli
flowboxu s horizontalnim nebo vertikalnim proudénim sterilniho vzduchu, pouzivanim
sterilnich nastrojli, pomucek, roztoki a nadob, a také rozdélenim pracovist na
septickou a aseptickou C¢ast, dezinfekci a pouzivanim ochrannych pomdcek.
Nejjednodussim zplsobem, jak vysterilizovat drobnéjsi kovové &i sklenéné predméty
(pinzety), je oplachnuti pfedmétu 70% ethanolem a nasledné opaleni nad lihovym
kahanem. Kromé toho existuje cela fada rlznych sterilizator(: parni - autoklavy,
horkovzdusné, chemické, radiacni. Pro praci v aseptickém prostfedi se zasadné
doporuCuje noSeni laboratorniho obleCeni a gumovych rukavic, které se navic
po navléknuti omyji 70% ethanolem.

Ukol &. 1: Pozorovani bunééné kultury inverznim mikroskopem

Material: rizné bunécné kultury
Pomlucky: inverzni mikroskop
Postup:
1. Seznamte se s pouZitim inverzniho mikroskopu.
2. Pozorujte inverznim mikroskopem rGzné bunécné kultury v kultivacnich
lahvich. Sledujte tvar a denzitu bunék.

Ukol é. 2: Prace ve flowboxu

Material: rizné bunécéné kultury
Chemikalie: kultivaéni média
Pomucky: flowbox a sada sterilnich pomucek pro praci ve flowboxu
Postup:
1. Pfed zaCatkem prace v flowboxu je potfeba zapnout flowbox a zaroven UV
zareni pfiblizné na 15 minut.
2. Pred praci ve flowboxu otifete pracovni plochu 70% ethanolem. Nasadte si
gumoveé rukavic a omyjte je 96% ethanolem a nechejte ve flowboxu uschnout.



3. Pfipraci v boxu je dulezité udrzovat Cistotu a poradek.

4. V boxu s vertikalnim laminarnim proudénim je potfeba myslet na to, Zze NIKDY
nepohybujeme rukama ¢i nesterilnimi pomdckami NAD sterilnimi pfedméty,
otevienymi nadobami, lahvemi, zkumavkami atp. V pfipadé flowboxu s
horizontalnim proudénim vzduchu takto ne€inime ZA sterilnimi pfedméty.

5. Sterilnimi Spickami nebo sklenénymi pipetami je potfeba manipulovat tak,
abychom se nikdy nedotkli ni¢eho nesterilniho.

6. Po ukonceni prace je tfeba vzdy dukladné uklidit pracovni plochu. Tu otfete
nejprve destilovanou vodou a poté 70% ethanolem. Pokud jste pfi praci
pouzivali vakuovou pumpu, je potfeba promyt nasavaci hadi¢ku 70%
ethanolem.

Otazky:
1. Jak se nazyva prvni bunécna kultura odvozena z lidské tkané? Kdy byla
odvozena a pouziva se dodnes?
2. Jak se liSi inverzni mikroskop od klasického svételného mikroskopu? Pro¢ se
vyuziva k pozorovani bunécénych kultur v kultivacnich nadobach?
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