LRR/BUBCV
CVICENIi Z BUNECNE BIOLOGIE
4. BUNECNE JADRO A BUNECNE KULTURY

TEORETICKY UVOD:

Bunécné jadro

Bunécné jadro je organelou eukaryotické buriky. Je v ném uloZena vétSina genetické informace
buriky. Jadro je od okolni cytoplazmy oddéleno dvojitou jadernou membranou s péry. Jadernd
DNA ma dvé zakladni funkce. Jednak Fidi veSkeré metabolické déje v bunce, tim Ze dava
vzniknout RNA, kterd je nasledné translatovana do proteint, dalsi funkci je pak uchovani
genetické informace a jeji prenos do dcetinych bunék.

Soubor udalosti vedoucich k rozdéleni matefské bunky na dcefiné se oznacuje jako
bunécény cyklus. Ten se sklddd z G1, Sa G2 faze, souhrnné oznacovanych jako interfaze, a
vlastniho déleni oznacovaného jako M faze. G1 a G2 jsou faze, ve kterych bunka roste,
syntetizuje RNA a proteiny, zdvojuje organely a tvofi struktury potfebné pro rozdéleni materské
bunky. VS fazi bunécného cyklu navic dochazi ke zdvojeni DNA prostfednictvim procesu
replikace. Na konci S faze je tedy kazdy chromozom tvofen dvéma identickymi sesterskymi
chromatidami, které jsou spojeny v misté centromery.

M faze predstavuje fyzické rozdéleni a pfesnou distribuci duplikovanych chromozom do
dcefinych bunék. Somatické buriky se déli procesem oznaCovanym jako mitdza, pfi kterém
z jedné materské bunky vznikaji dvé identické dcefiné bunky. Mitézu délime na pét fazi:

e Profaze
— Dochazi ke kondenzaci (spiralizaci) chromozomu; tvorbé mitotického vieténka
z duplikovanych centrozomt, které se rozchazeji k opaénym poldm bunky;
polymeraci tubulinu vznikaji mikrotubuly, které vychazeji z centrozomdi, a to
astralni — hvézdicovité rozbihajici se kolem centrozom(, polarni — sméfujici

k opacnému polu buriky; na konci profaze se rozpada jadérko.



Prometafaze
— Dochazi krozpadu jaderné membrdny; poldrni mikrotubuly se napojuji na
chromozomy v oblasti centromery ke kinetochoru tak, Ze jedna sesterska
chromatida je pfipojena k jednomu pdlu vieténka, zatimco druha chromatida ke
druhému pélu, takovda mikrotubulova vldakna jsou pak oznacovana jako
kinetochorova.
Metafaze
— Chromozomy jsou v nejkondenzovanéjsim stavu a lze je dobfe rozliSit pod
mikroskopem; tahem kinetochorovych mikrotubulll dochazi k usporadani
chromozomU do ekvatoridlni roviny (metafazni desticka) mezi podly déliciho
vieténka. Raménka chromozomu smérfuji k pdlam bunky.
Anafaze
— Dochazi k oddéleni sesterskych chromatid a k jejich posouvani k opacnym pdliim
buriky (centromerou dopredu) zkracovanim kinetochorovych vlaken. Dochazi
také k oddalovani pdli mitotického aparatu. Na konci faze jsou k péliim odtazeny
jednochromatidové chromozomy, zachovdvd se tak jejich pocet a geneticka
informace.
Telofaze
— Dochazi k prodluzovani polarnich vlaken, kinetochorova vldkna mizi. Na opacnych
polech bunky se kolem jednochromatidovych chromozom( rekonstruuje jaderna
membrana dvou dcefinych jader, ¢astecné ze zbytkd plvodniho jadra. Dochazi

k dekondenzaci chromozom( a rekonstrukci jadérek.

Po mitdze nasleduje cytokineze, pfi které dochazi k rozdéleni cytoplazmy a organel

materské buriky mezi dvé nové vznikajici dcefiné bunky. Obvykle neni povazovana za soucast
mitdzy. Rostlinné burniky se déli centrifugdlné (od stfedu), kdy se v misté ekvatorialni roviny
formuje bunécnd prepdzka. U Zivocichi dochazi k zaskrceni buriky pomoci kontraktilniho

prstence (centripetdlné) a rozdéleni na dvé dceriné bunky.



Vizualizace jadra

Klasickou metodou pro vizualizaci jadra (zviditelnéni DNA), které je pak moZné pozorovat za
pomoci svételné mikroskopie, je Feulgenova reakce, kterda je zaloZzena na redukci kyseliny
fuchsinsiricité (Schiffova cinidla) aldehydickou skupinou. Principem je kyseld hydrolyza DNA
kyselinou chlorovodikovou, pti niz dochazi k odstépeni purinovych bazi z DNA. V misté jejich
odstépeni se na deoxyribézovych podjednotkdch DNA uvolfuji aldehydické skupiny, které
redukuji Schiffovo Cinidlo a propujcuji tak DNA cervenofialové zbarveni, které je pak snadno
detekovatelné svételnym mikroskopem.

Dalsi velkou skupinou barviv vyuzivany k zviditelnéni DNA jsou barviva fluorescencni.
Fluorescence je schopnost nékterych latek po ozareni svétlem o kratsi vinové délce (excitacni
zateni) 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 zareni.
Sekundarni fluorescenci rozumime fluorescenci barviva tzv. fluorochromu navdzaného na
sledované bunécéné strukture. Pro praci s fluorochromy je nutné znat jejich zdkladni vlastnosti
jako je jejich excita¢ni a emisni vinova délka a jejich afinita k bunéénym strukturdm. Prikladem
sondy hojné vyuzivané pro vizualizaci bunécného jadra pomoci fluorescenéni mikroskopie je
4’,6-diamino-2-fenylindol (DAPI). DAPI je interkala¢ni fluorescencni 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 Tab. 1.

Tab. 1: Priklady fluorescencnich barviv pouZivanych v bunécné biologii.

Fluorochrom Aex (nm) | Aem (nm)
4’,6-diamino-2-fenylindol (DAPI) 358 461
Fluorescein-5-izothiokyanat (FITC) 492 516-525
Propidium jodid (PI) 535 617
Hoechst-33258 350 450

Bunécné kultury



V soucasné dobé patfi bunécné kultury mezi zakladni ndstroje pouZivané jak v zakladnim, tak i
aplikovaném vyzkumu. VyuZivaji se jako biologicky model pro experimentdlni praci, vyvoj léCiv,
pro vyrobu monoklonalnich protildtek a dalich molekul. Radu linii Ize snadno kultivovat a
predstavuji dobfe charakterizovany homogenni materidl dostupny v dostate¢ném mnozstvi pro
experimentalni praci.

Pro uspésnou kultivaci bunék musi byt spInény podminky prostfedi podobné prostredi in
vivo, které zajistuji kultivacni média a inkubatory. Kultivaéni médium musi obsahovat vyvazeny
pomér aminokyselin, cukrd, vitamin(, soli, mastnych kyselin, antibiotik a stabilizatord pH, které
jsou nezbytné pro rast bunék. Po urcité dobé bunky v kultufe vyCerpaji Ziviny z média ¢i jejich
pocet stoupne na nelnosnou miru, proto je nutné ¢ast bunék odebrat, smisit s novym médiem a
prenést do nové kultivacni lahve (tzv. pasazovani bunék).

Prace s bunéénymi kulturami vyzaduje zvlastni vybaveni a manipulaci. Jednim z hlavnich
pozadavk( je udrZeni sterility, proto je nutno pracovat v aseptickém prostredi, které zabranuje
kontaminaci mikroorganismy (bakterie, viry, houby, paraziti,...). Sterilniho prostiedi je dosazeno
pouzivanim lamindrnich box( neboli flowboxl s horizontalnim nebo vertikdlnim proudénim
sterilniho vzduchu, pouZivanim sterilnich nastroji, pomlcek, roztoki a nadob, a také
rozdélenim pracovist na septickou a aseptickou ¢ast, dezinfekci a pouZivanim ochrannych
pomtUcek. Nejjednodussim zplsobem, jak vysterilizovat drobné;jsi kovové ¢i sklenéné predméty
(pinzety), je oplachnuti predmétu 70% ethanolem a ndsledné opdleni nad lihovym kahanem.
Kromé toho existuje cela fada raznych sterilizatorQ: parni - autoklavy, horkovzdusné, chemické,
radiacni. Pro praci v aseptickém prostredi se zasadné doporucuje nosSeni laboratorniho obleéeni

a gumovych rukavic, které se navic po navléknuti omyji 70% ethanolem.

Ukol €. 1: Barveni jadra Feulgenovou reakci

Material: naklicena ¢ocka jedla (Lens esculenta)

Chemikalie: Framerova fixa¢ni smés (96% ethanol:koncentrovana kyselina octovd, 3:1), 1M HCl,
Schiffovo reagens

Pomlcky: termoblok, kadinky, pinzeta, skalpel, svételny mikroskop + mikroskopické pom(icky

Postup:



1. Z predem naklicené ¢ocky (3-4 dny) vypreparujte pomoci skalpelu kofinky.
2. Kofinky preneste do Framerovy fixa¢ni smési a fixujte po dobu 24 h.
Provedeno vedoucim cviceni.

Oplachnéte kofinky 3x v destilované vodé.

Pfeneste kofinky do 1M HCI a hydrolyzujte po dobu 30 min pfi 60 °C.
Hydrolyzu zastavte oplachem kofink( 3x v destilované vodé.

Kofinky pteneste do Schiffova reagens a inkubujte po dobu 30 min pfi pokojové teploté.

N o »u AW

Vypreparujte z kofinku obarvenou kofenovou $picku, vliozte do kapky Schiffova reagens
na podloznim skli¢ku, pfikryjte krycim sklickem a provedte roztlak.

8. Preparat pozorujte pod mikroskopem a urcete jednotlivé faze mitdzy.

Ukol &. 2: Pasazovani adherentni nadorové linie

Material: buné¢na kultura adherentni nadorové linie Hela

Chemikalie: kultivaéni médium DMEM s pfidavkem 10% fetdlniho bovinniho séra,
streptomycinu, penicilinu a L-glutaminu; EDTA, trypsin/EDTA, 70% ethanol

Pomucky: flowbox s vertikdlnim proudénim vzduchu + sada sterilnich pomUcek pro praci ve
flowboxu, inverzni svételny mikroskop, Petriho misky, zkumavky

Postup:

1. Prfed zacatkem prace ve flowboxu je potfeba flowbox zapnout a vysterilizovat UV
zarenim po dobu pfiblizné 15 min. Provedeno vedoucim cviceni.

2. Nasadte si gumové rukavice, otfete pracovni plochu 70% ethanolem a stejné tak
rukavice. Pti praci nikdy nepohybujeme rukama ¢i nesterilnimi pomUckami nad sterilnimi
predméty, otevienymi nadobami apod. Sterilnimi Spickami nebo pipetami se
nedotykdme niceho nesterilniho.

3. Preneste Petriho misku s Hela burikami z inkubatoru (37 °C, 5% CO,) do flowboxu.

4. Pasteurovou pipetou odsajte staré kultivaéni médium.

5. Poté napipetujte sklenénou pipetou 1 ml EDTA po sténé Petriho misky tak, aby nedoslo
k odlepeni bunék ode dna kultivaéni nddoby. Oplachnéte krouzivymi pohyby dno misky.

6. Pasteurovou pipetou odsajte roztok EDTA a pfidejte 0,5 ml roztoku trypsin/EDTA.



7. Petriho misku preneste do inkubatoru a inkubujte po dobu 3-5 min.

8. Jakmile se bunky odlepi ode dna kultiva¢ni nadoby, pfeneste Petriho misku do flowboxu.
9. Oplachnéte dno misky 3 ml Cistého kultivaéniho média.

10. Pfeneste na Petriho misku 1 ml (25 %) bunééné suspenze.

11. Doplnte 4 ml Cistého kultivaéniho média na celkovy objem 5 ml média.

12. Petriho misku se spasaZzovanymi burikami vlozte zpét do inkubatoru.

Otazky:
1. Jak se nazyvd prvni bunécnd kultura odvozend z lidské tkané? Kdy a zceho byla
odvozena? PouZiva se dodnes?
2. Jak se liSi inverzni mikroskop od klasického svételného mikroskopu? Proc¢ se vyuziva
k pozorovani bunécénych kultur v kultivaénich nddobdach?

3. Popiste jednotlivé faze mitdzy.
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