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Cviceni z bunécné biologie
Uloha ¢islo 6

Téma: Bunécné jadro

Uvod:

Bunécné jadro je organelou eukaryotické builkky, v némz je uloZena vétSina genetické
informace buiiky. Jadro je od okolni cytoplazmy oddéleno dvojitou jadernou membranou
s pory. Jadernd DNA ma dv¢ zdkladni funkce. Jednak tidi veskeré metabolické déje v bunce,
tim Ze diva vzniknout RNA, kterd je ndsledné translatovdna do proteinti. Dalsi funkci je
uchovani genetické informace a jeji pienos do dcefinych bunék. V dospélém organismu
se vétSina bunck jiz nedé€li - je v interfdzi. Béhem interfaze je DNA dekondenzovana a v jadie
probihd transkripce. Zatimco béhem mitézy, kterd predchdzi bunéénému déleni, je DNA
vysoce kondenzovand a pozorovatelné jsou jednotlivé chromozémy. V mitéze dochazi
ke zdvojeni obsahu DNA a jejimu ndslednému rozdéleni do dcefinych bun¢k.

Pro stanoveni proliferace bun¢k se vyuZziva vypocet mitotického indexu. V soucasné dobé se
s uréenim mitotického indexu setkdvdme napiiklad v medicinském vyzkumu, kde slouZzi
ke stanoveni toxicity testovanych latek, v ekologii pfi urovani ptisobeni latek na organismy
v prostfedi ¢i v klinické medicin€ k urceni poctu délicich se bunék v potenciondlnim nadoru
z biopsie tkan¢. Mitoticky index je definovan jako pomér poctu bunék v mitéze k celkovému
poétu bunék. Cim je mitoticky index vyssi, tim vice bunék se nachdzi v mitotické fazi
bunééného cyklu. Abychom mohli mitoticky index stanovovat je potieba jadra (DNA)
obarvit. Klasickou metodou vyuzivanou k zviditelnéni DNA je Feulgenova reakce, kterd je
zaloZzena na redukci kyseliny fuchsinsifi¢ité (Schiffova cinidla) aldehydickou skupinou.
Principem je kyseld hydrolyza DNA kyselinou chlorovodikovou, pfi niZ dochazi k odstépeni
purinovych bazi z DNA. V misté jejich odStépeni se na deoxyrib6zovych podjednotkdch DNA
uvoliluji aldehydické skupiny, které redukuji Schiffovo c¢inidlo a proptjcuji tak DNA
cervenofialové zbarveni, ta je pak snadno detekovatelna svételnym mikroskopem.

Dalsi velkou skupinou barviv vyuZivanych k zviditelnéni DNA jsou jsou barviva
fluorescenc¢ni. Fluorescence je schopnost nékterych latek po ozafeni svétlem o kratSi vinové
délce (excitani zafeni) emitovat svétlo o delSi vIinové 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 zifeni. Sekundarni fluorescenci rozumime fluorescenci barviva tzv.
fluorochromu kovalentné¢ navdzaného na sledované bunécné struktufe. Pro praci s
fluorochromy je nutné znét jejich zdkladni vlastnosti jako je jejich excita¢ni a emisni vlnova
délka a jejich afinita k bunénym strukturdm. Excitacni a emisni spektra nékterych vybranych
flourochromt jsou uvedena v tabulce €. L.



Tabulka ¢. I: Fluorescen¢ni barviva pouZivand v bunééné biologii:

Flourochrom iex (nm)  Aem (nm)
DAPI 4,6-diamino-2-fenylindol 358 461
FITC fluorescein-5-izothiokyanat 492 516-525
TRITC tetrametylrhodamin-5(a 6)-izothiokyanat 535-545 570-580
5-AIF 5-jodoacetamidofluorescein
PI propidium jodid 535 617
Ethidium bromide 518 605
FDA Fluorescein diacetat 490 513
Hoechst 350 461
Akridinova oranz 460 650
Ukol ¢.1: Barveni jadra pomoci DAPI

Materidl: kultura hmyzich bun¢k SF9
Chemikalie: pracovni roztok DAPI (4,6-diamino-2-fenylindol) o koncentraci 1pg/ml
Pomticky: fluorescenéni mikroskop a mikroskopické potieby; automatické pipety + Spicky

Postup:
1.

2.
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Na podlozni sklicko napipetujte 10 pl bunécné suspenze SF9, pftipipetujte 10 pl
pracovniho roztok DAPI a prekryjte krycim sklickem.

Preparét pozorujte pomoci fluorescen¢niho mikroskopu a hodnotte tvar jader, jejich
relativni velikost vztaZzenou k velikosti bunky a také strukturu jader, zda jsou
homogenni ¢i heterogenni. Schematicky zakreslete buiikku s obarvenym interfaznim
a mitotickym jadrem a vysledek zhodnotte.

2: Barveni jadra Feulgenovou reakci

Materiél: naklicena ¢ocCka jedla (Lens esculenta)
Chemikalie: Framerova fixacni smés (96% ethanol : koncentrovand kyselina octova (3:1);

IN HCI; Schiffovo reagens; destilovand voda

Pomtcky: kyvety; vodni lazen; Petriho misky; svételny mikroskop a mikroskopické potieby

Postup:
1.
2.

3.
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Z nakli¢ené ¢ocky vypreparujte z kotinkii pomoci skalpelu kofenovou Spicku.
Oddélené kotenové Spicky pieneste do Framerovy fixacni tekutiny na Petriho misku.
Doba fixace je 15 minut pii pokojové teplot¢.

Po ukonceni fixace pfeneste kofenové Spicky do IN HCI a nechte hydrolyzovat
10 minut v IN HCI pii 60 °C ve vodni lazni.

Poté hydrolyzu zastavte oplachem preparétu destilovanou vodou - 2x 3 minuty.
Kotenové Spicky vlozte do kapky Schiffova reagens na podlozni sklo, pfilozte kryci
sklo a proved’te roztlak.

Sklo s prepardtem vloZte do kyvety s roztokem Schiffova reagens a nechte barvit
25 minut pii pokojové teploté.

Po nabarveni preparit vyjméte a zlehka opldchnéte destilovanou vodou.

Preparat pozorujte pod mikroskopem a do protokolu schematicky zakreslete buiiku
s obarvenym interfdznim a mitotickym jadrem a vysledek slovn¢ zhodnot'te.

Stanovte mitoticky index. Spocitejte tedy celkovy pocet bunék a pocet buné¢k v mitéze
v 10 zornych polich, zapiSte do tabulky a stanovte mitoticky index.



Tabulka ¢. II: Stanoveni mitotického indexu bunécné suspenze SF9:

Zorné pole 112(3[4|5(6]7|8|9]10|Celkem | Mitoticky index

Pocet bunék

Pocet bunék v mitdze
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