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1 Historie

1885 - udrzoval Willhelm Roux embryonalni kufeci buiiky nazivu v solném roztoku.

Koncem 19 stol. byla zavedena v zemé&dé€lstvi metoda uchovavani semene dobytka ve zmrazeném stavu.

1907 — Ross Harrison izoloval ¢asti zabi embryonalni tkané a pozoroval po dobu nekolika hodin riist axonu z embryonalni
buriky in vitro. Prokazal tak, Ze nervové vlakno je vyristek jedné nervové bunky.

1912 — Alexis Carrel kultivuje déle jak 2 mésice buniky konektivni tkané a pozoruje kontrakci srdeéni svaloviny in vitro.
1916 - Rous a Jones osetfuji b. trypsinem - prvni zprava o pasazovani. Po dlouhou dobu se dafilo péstovat pouze velké Casti
excizovanych tkani, které musely byt implantovany na sérové podlozi, srazeninu krevni plazmy nebo na extrakty embrii.
1929 Alexander Fleming objevil penicilin.

1935 Gerhard Domagk objevil sulfonamidy (prvni antibiotika pouzivana v terapii).

1940 Earle: prvni kontinualné kultivovana linie z konektivni tkan€ mysi (subklonem téchto bunék jsou dnesni bunky L929).
1949 Alan Parks zavedl protokol pro uchovani bunék v tekutém dusiku.

1949 Bylo zjisténo, ze poliovirus (ptvodce détské obrny) muze rust v kultufe lidskych bun€k. Toto zjisténi umoznilo
pripravu polio vakciny. Polio vakcina pfipravena z deaktivovaného viru byla jednim z prvnich komerénich produktt
kultivovanych Zivocisnych bunék. K pfipravé virovych vakcin se tkafiové kulury pouzivaji dodnes,

1952 - George Gey: prvni lidské b. kontinualné péstované v kultute byly HeLa (butiky z nadoru délozniho ¢ipku Zeny, které
maji 70-80 chromozomu; lidské buriky maji bézné 46 chromozoémt), médium bylo slozené z krevni plazmy, extraktl
hovézich embryi a séra lidské placentarni $titiry (do té doby se piedpokladalo, ze nadorové buiiky nelze kultivovat, ukazalo
se vSak, Ze naopak rostou rychleji a jsou méné naroéné na vné&jsi podminky).

1954 — Michael Abercrombie a Joan Heaysman pozorovali kontaktni inhibici u fibroblastu.

1955 zjistil Eagle, Ze 1ze péstovat HeLa b. v definovaném médiu pouze s 1% dialyzovaného konského séra. ¢imz se
dramaticky snizil obsah nedefinovanych slozek v kultivacéni smési. Dale zjistil, ze viry jsou schopné rust na HeLa b. i pfi
UpIné absenci séra, tento vysledek nasvédcoval tomu, Ze bude mozné produkovat vakcinu tvofenou oslabenymi viriony bez
nezadoucich sérovych proteind.

1958 Gao (Cina, z bource morusového) a 1961 (nezavisle na ném Grace Australie z Antherea eucalypti - druh australskeho
martinace) pripravili prvni kontinualni hmyzi linii. Grace vyvinul prvni médium pro kutivaci hmyzich bunék (na bazi
hemolymfy), je nazyvano Grace’s insect medium.

1961 Leonard Hayflick a Paul Moorhead popsali omezenou délku zivota nenadorovych lidskych bunék v kultute —
~Hayflickav limit*“.

1962 Buonassisi publikoval metodu dlouhodobé kultivace diferencovanych nadorovych bunék.

1965 Ham ukazal, ze n€které typy bunek 1ze péstovat na zcela definovaném médiu bez proteint.

1968 David Yaffe studoval diferenciaci nenadorovych myoblastu in vitro.

Pocatek sedmdesatych let — rozvoj kultivace specifickych bunéénych typt v chemicky definovanych médiich.



V 70 letech byla vyvinuta rekombinantni DNA technologie (exprese savéich gend u bakterii). Vyroba bunéénych produktt
touto cestou je snadnéjsi a levnéjsi, nez s vyuzitim zivocisnych bunék. Brzy se ukazalo, Ze vlastnosti (napf. terapeutické
pusobeni) velkych komplexnich proteint jsou zavislé na posttranslaénich modifikacich (napf. glykozilace, fosforylace),
kterych nejsou bakterialni buiiky schopny, proto byly vytvofeny geneticky upravené zivoci§né buiiky pro masivni komeréni
vyrobu terapeuticky G&innych produktd. Casto jsou pro tyto Giely vyugivany CHO (Chinese Hamster /kfeéik &insky =
dosahovano pouzitim média bez Zivocisnych produktl a bez proteini.

1975 Fuzi dvou nebo vice bun€k byly ptipraveny hybridni buiiky (hybridomy), které slouzi k produkei protilatek, které jsou
vyuzivany v diagnostice a terapii chorob.

2 Vyuziti tkariovych kultur
Uplatnéni v cytofyziologii, cytogenetice, onkologii, imunologii, biochemii, molek. biol., virologii, toxikologii, medicing atd.
Prenatalni diagnostika (namnozeni b. a nasledna karyotypizace); vyzkum (zdroj obrovského mnozstvi poznatkd, jedna z
genetické upravy, ap.); kosmetika (testy pripravkil); farmakologie (testy 1é¢iv); vyroba ockovacich latek (virové vakciny);
primyslova vyroba specifickych bunéénych produktli; kultivace pro transplantace (napt. kiize a urothelium).

3 Zakladni informace a pojmy

Buniky metazoi mohou byt péstovany IN VITRO v tkaiovych (organovych) kulturach (vychozim materidlem je fragment
organu), nebo bunéénych kulturach (vychozim materidlem jsou suspenzni b.)
Kultury rozliSujeme: prisedlé (na pevném podkladu - sklo, plastik, kolagen; adhezi zprostiedkuji integriny)
suspenzni (voln¢ v médiu)
Vyména média:  periodicky (pasazovani)
kontinualné (b. mohou tvofit mnohovrstevnou kulturu)

Primarni kultury- nejcastéji odvozeny z kiize, nebo celych embryi. Piipravi se rozvolnénim ¢erstveé explantovanych tkani ve
vhodném médiu. Nejcastéji se jedna o fibroblasty- bunéény typ, nachazejici se v konektivnich tkanich vSech télnich ¢asti.
Primokultury se v§ak nemnozi neomezeng, po urcitém poctu déleni (u fibroblasti 50-70 generaci) dochazi ke zménam
(starnuti) bunék, az zastave rustu - Hayflickdv limit. Pti¢ina tohoto jevu neni zndma (uvazuje se o tom, ze by se na jevu
mohlo podilet zkracovani telomer), ale zajimavé je, ze buiky ziskané z novorozenct rostou po vice generaci, nez b. ze
starSich jedinct.
Po prvnim pasazovani jiz nemluvime o primokulturach, ale o bunééné linii. Pasazovani znamena pieneseni bun¢k do nové
kultivaéni lahvicky a ptidani erstvého kultiva¢niho média. Buriky z této lahvicky pak oznacujeme jako pasaz (subkulturu).
Buriky po 1. pasazovani se oznacuji jako sekundarni kultura (1. pasaz).
neztratily kontrolu nad svym riistem) a mtizeme tak b. pasazovat neomezené dlouho. Pokud vsak ziskdme buiiky ptimo z
nadoru, pfipadné transformujeme burnky ptivodné nenadorové, ¢i dojde ke spontanni transformaci bun€k v pribéhu kultivace,
vyznaduji se tyto b. ztratou riistové kontroly, vyssi saturatni densitou (hustota populace bungk /cm?) , navic Gasto ziskavaji
schopnost rust, aniz by musely pfisednout (pro vétSinu netransformovanych bunék je pfisednuti nutnou podminkou rastu).
Nékteré transformované bunky jsou tumorogenni (schopné tvofit nadory po preneseni do organismu). TK mohou byt
heteroploidni i diploidni. U nesmrtelnych a transformovanych buii. linii je zménéno chromozomalni slozeni (alterace v
poctu, ale i morfologii chromozomi). Tudiz b. v kulturach jiz neodpovidaji ptivodnim b. ze kterych kultury vznikly.

Nesmime proto zapominat, Ze se jednd o model, ktery neni shodny se situaci v organismu. Navic i kdyZz se snazime
b. vytvotit do jisté miry takové prostredi, jaké mély v organismu, pfece jen jsou zde jisté odlisnosti: 1. kultivacni médium je
odlisné od tkanového moku, 2. b. jsou obklopeny mnohem vétsim mnozstvim mimobunééné tekutiny - tim dochéazi k
vyfed’'ovani latek produkovanych b., 3. dochazi k selekei b. typd, které byly pod neg. kontrolou organismu a v novém
prostiedi prerdstaji typ pivodné pocetnéjsi.

Na druhou stranu ndm tento model dava ohromné moznosti uchopeni biologickych jevi, které by pred nami zistaly
v komplexnim prostfedi organismu utajeny, ptipadné by byly tézko piistupné védeckému zkoumani. Mame k dispozici
rozsahlé relativné homogenni definované populace bun¢k a mizeme ptesné definovat a snadno ovliviiovat kultivaéni
podminky.
RozliSujeme 3 faze ristu b. v kultufe: lag - b. jeSté nerostou (u primokultur pocet dokonce klesa),

logaritmicka - log. poctu b. je linearni fci Casu,
stacionarni - b. dosahuji tzv. satura¢ni density, ktera je dana kontaktni inhibici (u

nadorovych b. vétsinou chybi - vytvoii dalsi vrstvu, nebo zacnou rtst suspenzng), dale ji charakterizuje vycerpani zivin,
ptitomnost inhibitori ristu, méné vhodné pH.

Generacni doba - obdobi mezi dvéma mitézami (trvani bunééného cyklu).

»Doubling time* - as, potfebny ke zdvojnasobeni poctu bunék v populaci.

Ruistova krivka - graficky znazornéna zavislost po¢tu bunék na dob¢ kultivace.

Bunéény kmen je populace bunek selektovana na zaklade urcitych specifickych vlastnosti.

Klon je populace b. vznikla z jedné buiky.

Linie transformované teplotné senzitivnimi onkogeny - pii nizsi permisivni teploté se chovaji jako nadorové (32°C), pti
vy$si jako normalni.



4 Poznamky ke kultivaci jednotlivych bunéénych typi

Neni znama metoda kultivace bungk jater, svali, nervi a ledvin.
Epitelialni b. tvoii jednovrstevné kolonie, fibroblasty mohou tvofit az 3 vrstevné kolonie.
V kultute 1ze snadnéji transformovat a imortalizovat buniky mysi nez bunky lidské.

5 Popis nové bunécné linie
Popis nové b. linie, by mél zahrnovat: 1. zda byl vych org. nadorovy, ¢i ne
2. tkan od dospélce (ptip. veék), mladéte ¢i embrya,
3. druh darce (pohlavi)
4. druh vychoziho organu
5. bunéény typ kultury
6. oznaceni linie (zkratka Casto oznacuje lab. ptivodu) pismena, ¢isla
(7. zda byla linie klonovana)
Dobré je kdyz popis obsahuje co nejvice detaild, napi.:
historie linie
pocet pasazi
pouzité médium
ristové charakteristiky
morfologie
karyotyp
vyskyt b. o rizném poctu chromozomu v kult.
zda byli provedeny testy sterility
zda byl potvrzen ptivod b. a jakymi metodami
citlivost b. k virim

6 Vybaveni laboratore

- samostatna laboratof, neprichozi mistnost (omezeni privanu) vybavena UV zafi¢em
- pouzivaji se pieztivky, laboratorni odév

6.1 Laminarni box

Vybaven filtry s pory 0,3uM, vertikalni proudéni vzduchu (horizontalni proudéni je nepfipustné — fouka ven
z boxu, je zde riziko ohrozeni pracovnika patogeny, protoze neexistuje 100% jistota, ze kultura je prosta virt). Box je denné
sterilizovan UV-lampou, v pribéhu dne 70% ETOH (ptip. Ajatin Desident). Pro dikladngjsi o€istu lze pouzit 10%
formaldehyd v 70% ETOH, nebo 2% glutaraldehyd. Box obsahuje kahan, pipetus, pobliz boxu je pfivod elektfiny.

6.2 Termostat s CO,

Kontrolované parametry: teplota (vétSina sav¢ich bunek roste nejlépe pii 37 °C, bezpecnéjsi je vSak nastavit
inkubator na 36,5°C, protoze pti 39 °C buriky rychle hynou, kultury ze studenokrevnych vyzaduji niz8i teplotu, ptaci buiky
naopak vyzaduji vyssi teplotu), % CO, (zajistovano plynovou bombou), vlhkost vzduchu (zajiStovana nddobou umisténou
na dné inkubétoru; do vody je mozné dat thimerosal, nebo 1% dezinfekéni detergent, azid je nevhodny, protoZe reaguje s
kovem). Pro specialni aplikace jsou k dispozici inkubatory s ptivodem CO, i O,.

6.3 Hemocytometr
Pocitac¢ krevnich elementtl.

6.4 Inverzni (objektivy zespodu) mikroskop

Nejlépe s fdzovym kontrastem (pracuje s lomem svétla- je dobie patrnd vnitini struktura bun€k), pozorovani
morfologie, kontaminace, kolonii bun¢k, apod.

6.5 Centrifuga

Na staceni bunék. Pro n¢které metodiky je vhodné pokud je chladitelna. Navic se mtize hodit vysokootackova
centrifuga na ependorfky.

6.6 Lednicka, mrazici box

-20°C, -70°C. Nékteré mrazici boxy mohou obsahovat CO,, nebo LN,, coz umoziuje udrzeni nizké teploty i
v ptipadg, ze dojde k poruse kompresoru, nebo k preruseni ptivodu elektrické energie.

6.7 Vodni lazeii

Nastavena na 36,5°C slouzi k ohfivani médii, rozmrazovani zamrazenych aliqotli reagencii a bun¢k. Voda v 1azni
se méni kazdy tyden a je vhodné do ni pridat thimerosal.



6.8 Prislusenstvi

pH metr, osmometr (neni zcela nezbytny), filtraéni zatizeni (jednorazové filtry, autoklavovatelné filtra¢ni jednotky,
filtry 0,22uM, vakuova pumpa), sklo (pipety, kadinky, valce na pipety, odmérné valce, ap.) automatické pipety, plastik
(8picky, kultivaéni nadobky, zkumavky s uzavérem).

7 Pomocné laboratore

7.1 Pripravna

Mistnost, kde se provadéji ptipravné prace, nevyzadujici sterilni prostredi.

7.2 Umyvarna

Pouzivaji se specialni procedury pro myti skla, nejlepsi je pouzivat vysocekvalitni borosilikatové sklo. Pokud je
sklo $patné umyté, vznikaji pti tepelné sterilizaci pro tkanové kultury toxické slouceniny (patrné denaturované proteiny).

7.3 Steriliza¢ni mistnost

Obsahuje horkovzdusny sterilizator, autoklav.

7.4 Tkanova banka
- tekuty dusik (-196°C)

8 Média

8.1 Zakladni sloZky média

Zakladem jsou 3 slozky: H,O, praskové médium (obsahuje soli, které s vodou tvofi solné rotoky — viz nize),
uhli¢itan sodny (Na,CO3). Médium obsahuje veskeré potiebné Ziviny (definice Ziviny — “chemicka latka zabudovana do
bunéénych struktur, slouzici jako substrat pro biosyntézu a energeticky metabolismus, nebo slouZzici v metabolismu jako
katalyzator ™).

8.2 Voda

Pro tkanové kultury se pouziva ultrapure type I voda: resistivita 18MQ.cm (MQ.cm2/cm) pii 25°C (konduktivita se
udava v pS/cm), takova voda miize obsahovat neutralni organické kontaminanty (toxicita pro b.), proto musi soucasné
splilovat podminku TOC (total organic carbon) pod 10 ppb (parts per bilion — definice: hmota rozpousténé latky/hmota
rozpoustédla x 10°, pouZiva se pro stopové koncentrace —pak je ppb velmi blizké = pg/l). Voda v 1ahvi udajné neni type 1,
protoze dochazi k uvoliovani kontaminantii z obalu (po otevieni i ze vzduchu).

K upravé vody pro tkanové kultury se pouzivaji systémy kombinujici zatizeni zaloZena na riznych principech.
Vyuziva se: reverzni osmoza, absorbce na aktivni hlik, iontoménice, elektrodeionizace, Pyroguard — 5000 Da filtr
(rezistentni k NaOH /pouziva se k sanitizaci/, redukuje hladinu pyrogeni (endotoxinti) pod 0,001 EU/ml /endotoxin units/ a
odstrafiuje nukleazy), UV zafeni - generuje 0zon z rozpusténého O,, nasledné vznikaji OH radikaly, které oxiduji org. latky a
zabiji bakterie (org. latky jsou nezadouci, protoze se vazi na matrice iontoménice, OH rad. navic zabiji bakterie) — vznika
CO,, které je v rovnovaze s H,CO;, H,COj5', CO32', které se vazi na iontoménice.

8.3 Solné roztoky

BSS (balanced salt solutions) — obsahuji kombinaci anorganickych soli, které udrzuji pH (tlumi aciditu) a
osmoticky tlak (vétsina bunék vyzaduje 280-320mOsmol/kg, osmolalitu 1ze upravit NaCl). Soli dale udrzuji membranovy
potencial, slouzi jako kofaktory enzymii a umoziiuji adhezi bun&k. Pfedevsim se jedna o tyto ionty: NA*, K, Mg, Ca®", CI
' '80,%, PO,*, HCO5". Kromé t&chto iontd potiebuji bunky k riistu téZ minimalni mnozstvi stopovych prvki: Fe, Zn, Cu, Se,
ap. BSS vétsinou neobsahuji ziviny pro dlouhodobou kultivaci (ale mohou obsahovat napft. gluk6zu), mohou byt pufrovany
na pouziti v 5, 10% CO,, nebo v bézné atmosféie.

Typy BSS:

e  EBSS (Earle‘s balanced salt solution)
e DPBS (Dulbecco‘s phosphate-buffered saline)
e  HBSS (Hank‘s balanced salt solution)
e  ESSS (Eagle‘s spinner salt solution)
HBSS, DPBS se pouzivaji na vzduchu, EBSS a ESSS vyzaduji 5% atmosféru CO,.

8.4 Dalsi slozky médii

e aminokyseliny (vedle esencialnich /arginin, hystidin, isoleucin, leucin, lysin, methionin, fenylalanin, threonin,
tryptofan, valin/ potiebuji zivoc¢isné tkanové kultury navic cystein, glutamin /zvifata tvofi v jatrech a ledvinach/ a



tyrosin /zvifata tvoti v jatrech z phenylalaninu/) aminokyseliny 1ze nahradit hydrolyzatem proteint, ktery obsahuje
kratké peptidy. Pro ucely kultivace sav¢ich bunék jsou pouZzivany lyzaty z nesavc¢ich proteint, aby bylo minimalizovano
riziko biologické kontaminace.

e lipidy (esenc. MK, cholesterol, etanolamin apod.)

e  vitaminy (nezbytné jsou pfedevs$im vitaminy skupiny B)

e  zdroj energie - glukdza (¢i jiny cukr, 0. glutamin)

mohou obsahovat i proteiny a peptidy (fetuin, y-globulin, fibronectin, albumin, transferin)

pripadné hormony a riistové faktory pro 1. b. typy,

nukleosidy,

aditiva.

8.5 Pufracni systémy

Optimalni pH je pro vétsinu bunék 7,2-7,4. Bunky vétSinou mohou rist i pti pH 6,8 az 6,5 a kratkodobé snesou pH
pres 8. pH se upravuje 1M NaOH, ¢i 1M HCI. Jako opticka kontrola se do médii pfidavaji indikatory pH (napf. fenolova
Cerven).

K pufraci se nejéastéji vyuziva Na,COs. Pufrace je nutna pro kompenzaci bunééné produkce CO, a laktatu. Pii
nizké b. denzité je CO, malo na to, aby pufracni systém zalozeny na Na,CO; spravné fungoval, proto se buiky standartné
péstuji v CO, atmosféie, nedochazi pak k nezadoucimu vyfed'ovani CO, z kultiva¢nich nadob do atmosféry inkubatoru
(pokud se vyuziva otevieny systém — atmosféra v kultivaéni nadobce komunikuje s atmosférou v inkubatoru). Pfi kultivaci
v uzavieném systému, kdy nedochazi k prostupu plynti z kultivaéni nadoby do atmosféry inkubatoru, se pouziva cca
polovi¢ni mnozstvi Na,CO; a CO, v atmosféfe inkubatoru neni tieba.

K pufraci se mohou ale uzivat i jiné latky, napt. organické pufry tfeba: HEPES (nepotfebuje CO, v atmosféte a
lépe vyrovnava rychlé zmény pH, je vSak drahy a ve vyssich koncentracich ¢i pfi nespravné piipraveé toxicky), Bes, Tes.
Na,CO; vsak musi byt i tak v médiu pfitomno, protoze ma i nutricni funkei.

Typy médii pro sav¢i buriky:
e  Eagleovo médium (BME) a jeho modifikace (napi. EMEM, AMEM, DMEM, GMEM, JMEM)
e  RPMI média (napt. RPMI 1629, RPMI 1630, RPMI 1640)
e  dal8i média uzivana se sérem (napt. Fischerovo, Williamsovo)
e média uzivana bez séra (TC199, MCDB)

8.6 Sérum

Médium bez séra se oznacuje jako bazalni médium; se sérem (nebo jinymi vhodnymi tekutinami jako napft.
embryonalni extrakty) jako kompletni. Dodévé se nezmrazené v tekutém stavu, piipravi se aliqoty a zamrazi. Uziva se napf.
hovézi, teleci, fetalni, koniské. Ze zvitat chovanych v malo ekologicky poskozenych oblastech. Obsahuje nedefinované
slozky, proto je nékdy vhodné pouzit definované ndhrady sér (pokud jsou k dispozici). Bezsérova média se pouzivaji také
v ptipadé¢ produkce rekombinantnich produkti, které jsou vyuzivany v lécebnych postupech huméanni mediciny. Eliminuje se
tak riziko biologické kontaminace spojené s pouzivanim séra a zivociSnych proteinti, také Cistota ziskanych produktt je
vyssi. Pro zvySeni produkce rekombinantnich proteinti se pouzivaji suplementy, které podporuji rist bunék: napt. polyamin a
antioxidacni suplementy.

9 Zakladni metodika

9.1 PasaZovani (pfeneseni b. do ¢erstvého média, ur€ity pocet po urcité dob¢)

Na hemocytometru spocitdme koncentraci bunék (Pokud jde o pfisedlé kultury - odstranime médium, oplachneme PbS,
aplikujeme trypsin, piipadné smés trypsinu a EDTA /vaze vapenaté kationty, nezbytné pro pfisednuti bunék/, tim se buiky uvolni, pak
neutralizujeme sérem, nebo médiem se sérem) potfebné mnozstvi bunééné suspenze dame do kultiva¢nich lahvicek s Cerstvym
(ohfatym) médiem a sérem. Nekteré piisedlé b. vyzaduji extracelularni matrix k tomu, aby mohly pfisednout a rtist. V tom
pripadé miizeme na dno kultivacni nddoby aplikovat vysoce nabyty polymer (polylysin, nebo polyornitin). Tento postup
miizeme pouzit i pokud ndm jde o pfisednuti bunék, které obvykle rostou suspenzné. Jiné pfisedlé b. mohou zase vyzadovat
tzv. feeder layer - vrstva b. inaktivovana zarenim, nebo chemicky (slouzi jako podklad pro rust specifickych typt bunék).
Na lahvic¢ku uvedeme: linii, datum, pasaz, typ média, Sarzi séra.

9.2 Uchovavani

- kratkodobé, tydny az mésice (70-80°C), dlouhodobé, roky (pod —150°C) v tekutém dusiku.

b. (v logaritmické fazi ristu) se resuspenduji v zamrazovacim médiu do hustoty 2,5-8 miliond b./ml, médium pro
zamrazeni obsahuje kryoprotektivum (DMSO 5-10%, glycerol /méné vhodné/ 0-30%), sérum, suspenze se
rozpipetuje do zamrazovacich ampuli a oznaci

- pokles teploty je postupny (protoze led piekrystalizovava béhem poklesu teplot)

- pfi rozmrazovani pfeneseme b. okamzité do 37°C, oplachneme a kultivujeme ve vhodném médiu



9.3 Pireprava
-v zamrazeném stavu, nebo v kultivacnim médiu za vhodnych podminek

9.4 Dezinfekce a sterilizace

dezinfekce — zahubeni bezprosttedné nebezpeénych patogend, nejsou v§ak zahubeny vSechny Zivé

zarodky, véetné spor

sterilizace — likvidace véetné spor

antisepse — zneSkodnovani patogent lokalné v tkanich (rany, sliznice, kize), namifena hlavné proti mikrobim

zpusobujicim hnisani

asepse - je souhrn opatfeni vedouci k minimalizaci vyskytu mikroorganismu v prostredi.

chemoterapie — selektivni poskozeni patogenii ve vnitinim prostfedi makroorganismu.

Mikroorganismy vykazuji riznou odolnost vici riznym sterilizaénim technikam. Bakterialni endospory jsou
rezistentni vici teploté, neobalené viry jsou rezistentni vii¢i organickym rozpoustédlim a detergentiim, priony vici teploté
(za sucha vydrzi 360°C, i po 10 min pti 600°C vznikly popel jesté vykazoval schopnost vyvolavat onemocnéni, k jejich znieni je tieba
autoklavovat pti 132°C 1 hodinu), zafeni, detergentim, formaldehydu, peroxidu vodiku, jodové tinktute, kyselin€ peroctové, etylén oxidu,
alkoholu, lyzolu. Kromé autoklavovani Ize likvidovat priony koncentrovanymi louhy, nebo bélidly (napt. chlornan sodny). Odolnost
mikroorganismi mtize ovliviiovat pH, pfitomnost soli, proteinti a sacharidi. Vysledkem zavislosti logaritmu poctu
prezivajicich mikroorganismil na Case je pfimka.

9.4.1 VIhké teplo

9.4.1.1 Autoklavovani

Jedna se o sterilizaci parou (vlhkym teplem). V1lhké teplo je pfi sterilizaci u¢innéjsi nez suché, mimo jiné proto, ze
vodikové mustky drzici tercialni strukturu bilkovin se snadnéji rozrusi, je-li pfitomna polarni molekula vody. V1hké teplo
zpusobuje nejen denaturaci proteind, ale mize poskozovat i nukleové kyseliny. Diky nizsi efektivni teplot¢ ve srovnani se
suchym teplem muze byt vyuzito ke sterilizaci predméti, které nejsou odolné viici vysoké teploté. Autoklavovani pii 121°C
vydrzi vétsina plastll (vyjimkou je napf. polystyren). VEétSina mikroorganismti je lehce deaktivovana pii vihkém teple 60-
80°C. U bakterialnich endospor (které jsou zvlasté odolné diky dehydrataci) se pfedpoklada, ze vlhké teplo zptisobuje
poskozeni DNA, bunééné membrany, nebo bunééné stény.
jiz svj vlastni zdroj tepla a mohou mit i casovy spina¢, automatické napousténi vody do autoklavu, program pro sterilizaci
roztokd, teplomér, manometr, apod. VEtsi autoklavy jsou urceny k postaveni rovnou na zem. U dokonalejsich typu je para do
komory napousténa zhora, coz je efektivnéjsi v odstranéni vzduchu z blizkosti sterilizovanych predmétl, protoze para je
leh¢i nez vzduch. Nejdokonalejsi autoklavy maji funkei, sttidavé aplikace vakua a pary. To umozni, aby se co mozna
nejefektivnéji odstranil vzduch z oballi ve kterych véci sterilizujeme a para se dostala do tésné¢ho kontaktu s povrchem
sterilizovanych pfedmétti. Autoklavy mohou mit nékolik programi, zapisovac teploty béhem programu, mohou mit
mechanismy zabezpecujici rychlejsi ochlazeni sterilizovanych predméti, nékteré po autoklavovani odstranuji vodu
z pfedmétl prostfednictvim vakua. Minimalni steriliza¢ni Casy:

teplota (°C) Pretlak MPa Pretlak (atm) ¢as (minuty)
100 0,00 0,00 1200
109 0,03 0,33 150
115 0,07 0,67 50
121 0,10 1,00 15
126 0,13 1,33 10
134 0,20 2,00 3

Nejcastéji se pouziva 121°C 20 min.

94.1.2 Var

5-10 minut je velmi G¢inna metoda sterilizace (ni¢i dokonce i nékteré endospory, bohuzel ale ne vSechny).
Tyndalizace oznacuje proces, kdy aplikujeme teplo tfikrat po sobé s prestdvkami mezi jednotlivymi aplikacemi. Béhem
prestavek dochdzi k aktivaci spor.

9.4.1.3 Pasterizace

60°C 10 hodin se uziva ve farmaceutickém prumyslu k deaktivaci virti (HIV, hepatitidy B a C) pfi vyrobé produkti
z krevni plazmy. Z téchto produkti se pfi kultivaci bunék mohou pouZzivat napf. albumin a transferin.

9.4.2 Suché teplo

Inaktivace organismi je zapfi¢inéna predevsim jejich oxidaci.

9.4.2.1 Sterilizace v plameni




Teplota plamene by méla dosahovat alespoii 350°C, kovové piedméty je mozné pied oZehnutim namodit do
alkoholu. Kratkodob¢ Ize ozehavat i plastové predméty.

9.4.2.2 Sterilizace v horkovzdu$nych troubach

Metoda je jednodussi nez sterilizace vihkym teplem. Né&které plasty je mozné sterilizovat pouze pii teploté 120°C
po dobu 18 hodin. Trouba by se neméla zaplnit zcela, aby nebylo branéno cirkulaci vzduchu.
Optimalni kombinace teploty a Casu sterilizace:

teplota (°C) ¢as (hodiny)
180 0,5

170 1

160 2

150 2,5

140 3

120 18

Cas je po¢itan od GpIného prohftéti sterilizovanych predmétd.
9.4.3 Zdreni

9.4.3.1 UV zareni

Vyuziva se ke sterilizaci vzduchu, vody, hladkych ploch. Protoze mé slabou penetracni schopnost, musi byt tyto
plochy dtikladné o¢istény. Bakterialni spory a priony jsou vii¢i tomuto zptisobu sterilizace rezistentni.

Ultrafialové zateni (UV) ptfedstavuje elektromagnetické zafeni v rozmezi 100-400 nm (n&kdy se uvadi 10-400 nm),
tedy rozsah mezi X-paprsky (RTG) a viditelnou ¢asti spektra. Fotony maji vyssi energii, nez viditelné svétlo
{Elektromagnetické zafeni (ve vakuu) o vlnové délce A ma frekvenci f a jemu piipisovany foton ma energii E. Vztah mezi nimi vyjadiuji
nasledujici rovnice: A=c/f, E=hf (kde c je rychlost svétla (3x10% m/s) ah = 6.65 x 107**J-s = 4.1 peV/GHz - Planckova konstanta)}.

Mizeme jej klasifikovat na Vacuum UV (100-200 nm, je nejucinnéjsi, nebot piisobi nespecifickou ionizaci molekul a tim
ireverzibilni ztratu jejich fce, v praxi se v8ak nepouziva, protoze je absorbovano vzduchem a sterilizace by tedy musela probihat ve vakuu),
UV-C (200-280 nm), UV-B (280-315 nm), UV-A (315-400nm). NK absorbuji pti 240-280 nm, s maximem pii 260-265 nm
(vznikaji dimery pyrimidind /nejéastéji thyminu/, kovalentni vazby uvnité molekul, pietrzeni fetézce, aj.) bilkoviny vykazuji
absorp¢ni maxima 180 nm (odpovida peptidové vazbe¢) a 280 nm (odpovida aromatickym kyselinam (tryptofanu, tyrosinu,
histidinu).

Monochromatické nizkotlaké UV lampy (254 nm) neposkozuji v dostatecném rozsahu piipadné ptitomné reparacni
proteiny. Uginngjsi jsou polychromatické UV lampy (200-400 nm), které poskozuji i proteiny, véetnd reparaénich. Pro
ucinnost dezinfekce je dulezitou veli¢inou tzv. UV-davka {UV-davka (mJ/cm2, mWs/cm2) = intenzita UV-zafeni (mW/cm2) x
expozice (s)}, ovSem pii stejné UV-davce ma vyS$si i€innost veétsi intenzita pii kratsi expozici, nez méné intenzivni
dlouhodobé expozice. Intenzita UV klesa se ¢tvercem vzdalenosti ozafovaného objektu. Musime téz pocitat s tim, ze UV-
zativka starne a po ur€itém Case ztraci svou u€innost a je nezbytné ji vymenit.

9.4.3.2 Gama zareni

lonizujici zateni elektromagnetické povahy s jeste kratsi vinovou délkou (pod 0,01 nm) nez RTG, tudiz fotony maji
velmi vysokou energii a pronikaji do hloubky, vznika pfi radioaktivnich, ale i jinych jadernych a subjadernych dé&jich.
Poskozuje ptimo DNA, navic zptisobuje tvorbu volnych radikalt a peroxidu z vody. Zdrojem gama zafeni v praxi je obvykle
radioaktivni kobalt (°°Co). PouZivé se predeviim ke sterilizaci materialii, které nelze sterilizovat teplotng. Prodavany
laboratorni plast a nékteré chemikalie (napf. antibiotika) jsou sterilizovany predevsim timto zptisobem. Bakterialni spory a
viry jsou rezistentn&jsi vuci tomuto ozafovani. Priony jsou extrémné rezistentni. Rezistence mikroorganismu vzrusta (2-5x)
za nepfitomnosti kysliku a v pfipad¢ sterilizace mrazenych vzorkd.

9.4.4 Plynna alkylacéni Cinidla

Poskozuji nukleové kyseliny a proteiny mikroorganismi. Uziva se Etylén oxid, plynny formaldehyd. Jsou efektivni
i vuci viraim. V ptipadé Etylén oxidu jsou bakterialni spory o néco odolnéjsi. Alkylaéni ¢inidla jsou U€inné;si za vyssi teploty
a vyssi vlhkosti vzduchu. V potaz musime brat, Ze alkyla¢ni ¢inidla jsou toxicka.

9.4.4.1 Etylén oxid

Zpusobuje alkylaci amino, sulthydrylovych, karboxylovych a hydroxylovych skupin. Pouziva se ke sterilizaci ve
specialnich autoklavech, kde mize byt kombinovan s parou. Timto zplisobem je vyuzivan spiSe v nemocnicich. Prodavany
laboratorni plast mtize byt téz sterilizovan timto zptisobem. Po sterilizaci v§ak mohou na plastu ztistat toxické zbytky etylén
oxidu, proto je vhodnéjsi sterilizace gama zafenim.

9.4.4.2 Plynny formaldehyd

Pouziva se predevsim ke sterilizaci sterilnich boxt (s vyvodem z mistnosti ven) a mistnosti. Pokud je sterilizovana
mistnost, je nutné odstranit citlivé elektronické piistroje. Nékteré ptistroje (napi. n€které CO, inkubatory) maji pro tyto ucely
oddélavaci display. Mistnost se utésni a necha zaplynéna pies noc a rano se pofadné vyvétra a vycisti od zbytki
formaldehydu. Je nezbytné pracovat s pomtickami chranicimi dychaci soustavu.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Vlnov%C3%A1_d%C3%A9lka
http://cs.wikipedia.org/wiki/Frekvence
http://cs.wikipedia.org/wiki/Foton
http://cs.wikipedia.org/wiki/Rychlost_sv%C4%9Btla
http://cs.wikipedia.org/wiki/Planckova_konstanta

9.4.5 Sterilizacni roztoky

Jsou méné ucinné nez jiné metody sterilizace (napf. teplota). Nekteré dezinfekéni roztoky jsou neutralizovany

pu steriliza¢nich roztokd:

organickou hmotou, nékteré jsou toxické. Pouzivaji se ke sterilizaci ploch, pouzitého skla pfed mytim, biologického
materidlu pred likvidaci. Efektivita jednotlivych ty

typ Houby Bakterie Endospory Viry
aldehyd O0.K. O.K. O.K. O.K.
hypochlorit O.K. O.K. O0.K. O0.K.
fenol O.K. O.K. neefektivni O.K.*
alkohol neefektivni O.K. neefektivni O.K.*

*... v piipad¢ nékterych neobalenych virti je i€innost desinfekce slabsi.

9.4.5.1 Aldehydy

Formaldehyd (4%), nebo glutaraldehyd (2%). Nejsou neutralizovany organickou hmotou. Minimalni doba
pusobeni je 30 minut, ke znieni vSech bakterialnich spor ovSem déle. Glutaraldehyd by se mél pouzivat maximalné tyden od
pridani aktivatoru.

9.4.5.2 ProstiredKky na bazi chloru

Relativné levné, ovsem malo ucinné v pfitomnosti vétsiho mnozstvi organické hmoty. Nevhodny pro dezinfekci
kovi, protoze zpusobuji korozi. Doba pisobeni - minimalné 30 minut, nejlépe vsak ptes noc.

9.4.5.3 Fenoly

Nejsou neutralizovany organickou hmotou. Uzivany v koncentraci 2-5%. Mohou zanechat lepkavé zbytky.

9.4.5.4 Alkohol

Predevsim k dezinfekci povrchil a rukavic, nebo rukou (1épe je vSak pouzivat specialni pfipravky na ruce, které
nevysusuji tolik pokozku a jsou navic u¢inngjsi. Optimalni koncentrace je 70-80%. Povrch je tfeba potadné namocit a
prebytek alkoholu nechat odpatrit.

9.4.5.5 Dalsi steriliza¢ni roztoky

peroxid vodiku (5-10%), kyseliny, zasady (bakterie vétSinou rostou v pH 4,5-8, n&které toleruji ph 1 — octové a
chemolitotrofni sirné; nebo naopak pH 9 - Alcaligenes faecalis. Vi€i nizkému pH jsou vyrazn& odoln&jsi spory) detergenty, pfipadné mix
ruznych desinfekénich ¢inidel.

9.4.6 Filtrace

RozliSujeme dva druhy filtr: 1. hloubkové, 2. membranové.

Hloubkové zachytavaji nezadouci ¢astice ve hmote filtru. Vynalezeny byly koncem 19. stoleti. Filtraéni hmota
muze byt z porcelanu, skla, azbestu. PouZzivaji se k filtraci plyni a jako ptedfiltrace pfed pouzitim membranovych filtr,
které se snadno ucpavaji.

Membranové filtry puisobi spiSe jako sita (zachytavaji mikroorganismy na svém povrchu). Vyvinuty byly
v padesatych letech 20. stoleti. V soucasné dobé se pouzivaji membranové filtry ke sterilizaci roztokd, které nemohou byt
sterilizovany zvysenou teplotou kvili obsahu termolabilnich slozek (sérum, médium, bunééné produkty, apod.). Vyrobeny
jsou z nylonu, polysulfonu, polykarbonatu, acetatu celuldzy, nitratu celuldzy, ptipadné z mixu obou derivata celulozy.
Specialni pouziti maji filtry se snizenou schopnosti vazat proteiny (polyvinylidin difluorid).

K odstranéni bakterii a hub se pouzivaji filtry s pory 0,2 um, které vsak nezachyti mykoplazmata, viry a priony.

K odstranéni mykoplazmat a dokonce i nékterych vétsich vird (napt. parainfluenzy-3, ktery miize byt pfitomen v séru) jsou
pouzivany filtry s péry 0,1um (tyto filtry se pouzivaji téz pii vyrobé produktt ze séra). K odstranéni mensich virt se
pouzivaji filtry s men$imi pory. Vzdy je tfeba védét, co potiebujeme ve filtrované tekutiné zachovat. Existuji napt. filtry,
které jsou schopné zachytit ¢astice vétsi jak 180kDa (vyrabéji se vSak i filtry s pory zachycujicimi ¢astice nad 70kDa), této
hodnoté je blizko molekularni hmotnost imunoglobulinu G. Proto je tfeba otestovat, jestli jsme nahodou neodstranily i
imunoglobulin v pfipadech, kdy by nam to mohlo vadit. Filtry slouZzici k odstranéni vird jsou velmi drahé, jedna se o
pomérné novou technologii.

V pribéhu filtrace se pory ucpavaji. Proto pokud filtrujeme kapaliny s vétsim obsahem nerozpustnych ¢astic (napf.
sérum), je vhodné provést nejprve filtraci filtrem s vétsimi pory, abychom usettily filtry s malymi pory, které jsou vyraznéji
drazsi. V. membranovych filtrech se mohou vyskytovat zbytky latek pouzivané pfi jejich vyrob¢, napt. surfaktant, zbytky
etylenoxidu. K dispozici jsou vsak i filtry s extrémné nizkym obsahem extrahovatelnych latek sterilizované zafenim gama,
pripadné mtizeme vyhodit prefiltrovanou tekutinu z pocatku filtrace.

Nekteré kultivacni lahvicky maji ve svych uzavérech zabudovany filtry. Plyny od bun¢k a predev§im k bunikdm
prochézeji pies tento filtr, coz snizuje moznost kontaminace kultury. Tento systém je Casto vyuzivan pokud jsou kultivovana
velkd mnozstvi bunék. Dale jsou k dispozici filtry chranici napf. pipety pfed kontaminaci tekutinou, ¢i vzduchem, pfimo
v pipeté, ptipadné ve $picce k pipeté.

Ke sterilizaci vzduchu v mistnosti a v sterilnim boxu se pouzivaji HEPA (high efficiency particulate air) filtry.
Ptisobi jako hloubkové filtry a odstrafiuji 99,97% ¢astic o velikosti 0,3uM. Odstranuji i viry, které jsou navazany na castecky
prachu. Existuji ptedpisy kolik je nejvyssi ptipustnd koncentrace ¢astic pro mistnost, nebo box slouzici k ur¢itym uceltim.



Sterilni boxy a HEPA filtry je tfeba nechat pravidelné testovat (1x, 2x do roka) pokud se pracuje s nebezpe¢nymi patogeny.
Koncentraci ¢astic v mistnosti 1ze monitorovat prostfednictvim pocitace ¢astic. Biologickym testem je umisténi
mikrobidlnich agarovych ploten do boxu, nebo sterilni mistnosti.

Ke sterilizaci médii mizeme pouzivat: 1. jednorazové filtry (rychlé, spolehlivéjsi sterilita, ale drahé), nebo 2.
filtra¢ni zafizeni k opakovanému pouziti, kdy ménime pouze membranu (po pocatecni investici do zafizeni je filtrace
levnéjsi, je zde ale riziko nespravné funkce filtru v disledku $patného sestaveni zafizeni, nevyhodou je téz ¢asova naro¢nost
- po filtraci je nutné steriliza¢ni zatizeni umyt, sestavit s novym membranovym filtrem, zabalit a sterilizovat autoklavovanim.

Filtrace muize probihat za pozitivniho tlaku (malé objemy do 50 ml stéikackou, vét§i objemy pumpou), nebo za
negativniho tlaku (vyvévou). Pokud filtrujeme médium obsahujici uhli¢itan sodny, zvySuje se po filtraci pH. Vyraznéji za
pouziti negativniho tlaku. Pfi pouZiti negativniho tlaku, mize navic dochazet k pénéni roztoku a denaturaci proteind.

Spravnou funkeci filtrli 1ze testovat (vétsinou po pouziti filtru) napi. méfenim odporu, ktery klade filtr proudicimu
vzduchu. Filtry 1ze testovat téZ tim, ze u filtrovaného produktu zjistujeme, jestli je tento produkt sterilni. Inkubujeme
produkt v podminkach podporujicich riist mikrobd (vhodna teplota, ptipadné pouzijeme téZ médium vhodné pro mikroby),
pokud po uréité dobé inkubace mikroby nedetekujeme, filtr je pravdépodobné v poradku. U filtrii s pory 0,2 um se vyuzivaji
malé bakterie, napt. Pseudomonas diminuta.

9.5 Detekce kontaminace

bakterie, kvasinky, plisné:

- zrakem - je patrny zakal. Navic kontaminace zpisobuje zménu pH, pokud je ptitomen indikator, tak dochazi ke

zméné zbarveni média. Bakterialni kontaminace pH snizuje, houby pH zvysuji.

- mikroskopicky (méné vyrazna kontaminace)

- kultivaéné (jesté méné vyrazna kontaminace, kultivace 4 tydny bez antibiotik)

- Buné&éna kultura mize byt téZ infikovana jinou bunéénou kulturou.

Bakterie se odstranuji antibiotiky, ptipadné je mozné vyuzit centrifugaci. Kvasinky a plisné se odstrafiuji
antimykotiky. Viry prakticky nelze odstranit.

9.5.1. Detekce mykoplazmat

Mykoplazmata nepferistaji kultivované buiiky, jedna se intracelularni parazity, ktefi ovliviiuji metabolismus
bunék. Mohou byt v kultufe nepozorovany i nékolik let. Jedna se o prokaryoticke org. ohrani¢ené trojvrstevnou
cytopl. membr., bez b. stény, patii k nejjednodussim org. schopnym autonomni reprodukce, primér nejmensich
druhi je kolem 200nM.

1. fluorescen¢ni barveni (Hoechst 33342/33258) - modte sviti jadra b. a mykoplazmata uvnitf b.

2. inkorporace uracilu (utilizuji mykoplazmata)/ uridinu (utilizuji sav¢i b.)

urac./urid.=400-1000 (<100= infekce)

3. Pomoci polymerazové fetézova reakce (PCR) — detekce specifického fragmentu DNA po jeho namnoZeni.

4. RNA hybridizace — detekce specifické RNA pomoci znacené oligonukleotidové sondy.

5. Méfeni aktivity mykoplazmatickych enzymd.

6. Kultivacné — vyuzivaji se specialni média pro mykoplazmata.

K likvidaci mykoplazmat se pouZzivaji specifickd antibiotika, ¢i jiné latky selektivné likvidujici mykoplazmata.

9.6 Detekce proliferace

9.6.1 V populaci

- klonogenické studie (Pokud jsou buriky vysety ve vhodné koncentraci, odpovida pocet kolonii, které se po ase
vytvoii, potim vysévanych bun€k). Vyhody: velice pfesné, pocitime jen bunky zivé a délici se. Nevyhody: 1ze
pouzit jen u bunek tvoticich kolonie; ¢asové naro¢né, tudiz nepouzitelné pro vetsi pocet vzorkl; pokud se b. v
néekterych koloniich piestanou po ¢ase délit, kolonie budou mensi a mohou byt pti hodnoceni pod mikroskopem
prehlédnuty a tim podhodnoceny pocty vysévanych bunék.

- poéitani bunék (v Burkerové komirce, hemocytometrem, pritokovym cytometrem). Pozn.: hemocytometr
nerozliSuje zivé a mrtvé b., je tieba jesté stanovovat zivotnost. Vyhody: rychlé (ptedevsim v piipadé cytometrt),
levné.

- scintilaéni m&feni inkorporace *H thymidinu po 2-24 hodinové inkubaci do DNA syntetizujicich bunék. Vyhody:
citlivé (sta&i 10°-10* bungk), linearni méfeni proliferace v §irokém logaritmickém rozsahu, nizké pozadi.
Nevyhody: prace s radioaktivitou, tvorba radioaktivniho odpadu.

- inkorporace bromdeoxyuridinu (BrdU) po 2-24 hodinové inkubaci do DNA syntetizujicich buné¢k, odstranéni
supernatantu, nasledné inkubace s anti-BrdU protilatkou konjugovanou s peroxidazou, pfidani substratu pro
peroxidazu a nasledna detekce produktu na elisareaderu. Vyhody: 1ze celé provadét na kultivaéni desticce, tudiz
neni potieba bunky prenaset, je neradioaktivni. Nevyhody: zavislost absorbance na koncentraci je linedrni jen v
navic mohou mit citlivost jako zminéna radioaktivni metoda).

- MTT test (zalozen na méteni metabolické aktivity bunék, ze které extrapolujeme bunééné pocty). MTT ptidané k
bunkam (obvykle na 4 hodiny) je metabolicky pfeménéna na ve vodé nerozpustny formazan, ten rozpustime a na
elisareaderu méfime zbarveni pfi 550-600nm. Vyhody: 1ze celé provadét na kultivacni desticce, tudiz neni potfeba
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bunky ptendset, 1ze pouzit pro vSechny typy bunék, levné. Nevyhody: zavislost absorbance na koncentraci je

linearni jen v omezeném rozsahu. Pozn.: existuji i jiné drazsi latky, poskytujici ve vod¢ rozpustny produkt (odpada

rozpous$téni), zde 1ze méfit jednu kultivacni nddobku vicekrat v ¢ase, nelze je vak pouzit pro v§echny typy bunék.
- spektrofotometrické stanoveni celkovych proteinii s vyuZitim Amidové cerné.

9.6.2 U jednotlivych bunék

- autoradiografie: inkubace bun&k s *H thymidinem, pokud je mén& neZ hodinova, tak se ozna¢i pouze buiiky v S fazi,
fixace a ponofeni do emulse. Jako vysledek ziskdme €erna zrna na filmu. Nevyhody: dlouhy ¢as expozice (dny), prace s
radioaktivitou.

- inkubace bun¢k s BrdU, pokud je méné nez hodinova, tak se oznaci pouze bunky v S fazi, fixace a denaturace DNA,
pridani protilatky proti BrdU konjugované bud’ s fluoresceinem (detekce pomoci fluorescenéni mikroskopie, nebo
flowcytometrie), nebo s alkalickou fosfatazou (detekce pomoci svételné mikroskopie po pfidani substratu) - vyhody:
vysledek béhem par hodin, 1ze barvit soucasné i na tkailovou morfologii, nevyhody: obarvené vzorky nelze dlouho
skladovat.

- detekce S-faze na prutokovém cytometru v ramci hodnoceni buti. cyklu po obarveni DNA napt. propidiumjodidem.
Vyhoda: rychla metoda.

9.6.3 Detekce antigenii spojenych s proliferaci a bunéénym cyklem

Vyuziti mysich protilatek proti antigeniim: Ki-67, PCNA, topoisosmerase Ila, aj., pfidani protilatek proti mysim
protilatkam znacenych bud’ fluoresceinem (detekce fluorescecni mikroskopii, nebo pritokovym cytometrem); nebo
peroxidéazou, ¢i alkalickou fosfatazou (detekce pomoci svételné mikroskopie po ptidani substratu). Vyhody: vysledek béhem
par hodin, 1ze barvit soucasné i na tkafiovou morfologii. Nevyhody: Vazba protilatek na antigeny mtize byt znemoznéna
pozmeénénim vazebného mista na antigenu v prubéhu nekterych fixacnich postupti.

9.7 Viabilita

- inkorporace znagenych metabolickych prekurzorti (*H thymidin, **S methionin, *H uridin)

- barviva, neporu$ena membrana zabrafiuje nabytym barvivim ve vstupu do b. (trypanova modf, eosin, safranin), u
zivych b. navic nejsou poruseny mechanismy vylucujici barvivo ven z b.

- FDA (fluorescein diacetat) — bez naboje, lipofilni — prochazi cytoplazmatickou membranou do buriky, je §tipan
esterazami (v zivych burikach) a vznika lipofobni fluorescein, ktery je v butikach, zivé butiky pak emituji fluorescenci.

-MTT

9.8 Bunéény cyklus

Metody detekce bunééného cyklu lze rozdélit do 2 kategorii:
1. Méfeni v jednom ¢asovém bod¢ (neziskame infci ohledné kinetiky b. cyklu).

a) Mc¢ii se obsah DNA (pomoci fluorochromu vaziciho se na DNA: DAPI, propidium iodid + RNase A,).
Nejveétsi obsah DNA maji b. v Go/M fazi, polovicni maji b. v Gy/G; fazi. Na histogramu, kde je na ose x
obsah DNA a na ose y pocet b. se nam b. v Go/M a Gy/G; zobrazi jako piky. Mezi témito piky je patrna
populace buné¢k v S fazi. Mensi obsah DNA nez buiiky v Go/G; maji b. apoptické, které v prubéhu
apoptozy ztraceji DNA. Neodlisime Gy od G, a G, od M.

b) Mozno méfit dalsi parametr, ktery se méni v prubéhu bunécného cyklu, nebo v zavislosti na tom, jestli
b. je ¢i neni v klidovém stadiu:

o méfime citlivost DNA k denaturaci

Zavisi na mitfe kondenzace chromatinu: nejvétsi kondenzace je v mitdze a nejmensi pii vstupu b. do S faze.

V Gy fazi je chromatin také kondenzovan, ovSem méné, nez v mitdze. Vyuziva se fluorochrom akridinova

oranz (AQO), ktera odlisn¢ barvi dvouvlaknovou a denaturovanou DNA. Bunky se fixuji pomoci 70% Etoh,

inkubuji s RNasou, pomoci 0,1M HCI ¢astecné denaturujeme DNA, a barvime AO. Rozlisime G, Gy, S, G,

M. Nelze pouzit u bun¢k s vysokym obsahem glykézaminoglykani a keratini (také se barvi AO). AO se

vaze na hadicky FCM, po méfeni je tfeba pfistroj proplachnout, aby nedochéazelo k ruseni naslednych

meéfenti.

o méfime expresi antigenil asociovanych s bunéénym cyklem:

PCNA, Ag detekovatelny protilatkou Ki-67, nebo jaderny antigen p120. Dle zvoleného antigenu volime

vhodnou metodu fixace, nejcastéji se k fixaci pouziva formaldehyd, nékdy smés etoh s acetonem, metoh

apod. Po fixaci se b. resuspenduji ve vhodném roztoku, piida se Ab, pfida se sekundarni Ab

s fluorochromem a PI s RNasou. Protilatky vyvinuté proti denaturovanym proteiniim, na detekci po

westernovém blotttingu, mohou byt pro tuto metodu nevhodné.

2. sledujeme cytokinetiku
a) méfeni v del$im ¢asovém obdobi u b., u kterych zablokujeme b. cyklus.

o Synchronizujeme napf. pomoci colcemidu, vinblastinu. Uvedené latky navozuji blok v mitoze.

V ur¢itych ¢asovych intervalech sledujeme pomérné zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunééného
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cyklu vyjadiené jako f. Do grafu vyneseme zavislost log (1+f;) na Case. Jedna se o piimku (od
okamziku, kdy se ucinek synchroniza¢niho ¢inidla projevi. Trvani bunécného cyklu odpovida rychlosti,
se kterou jsou b. akumulovany v mitdze. Pokud méfime pouze obsah DNA, tak sledujeme akumulaci
bun¢k v G,/M. Posun piimky pro akumulaci bun¢k v G,/M oproti pfimce pro akumulaci b. v M ukazuje
délku trvani G,. Misto sledovani akumulace bunék v mitéze, mizeme sledovat Gbytek bunék z G,
populace, pfipadné prichod b. S fazi. Rlizné b. maji k synchroniza¢nim ¢inidliim riiznou citlivost, je
proto tfeba vyzkouset rizné koncentrace a nasledné vybrat tu nejvhodnéjsi. Ke stanoveni délky trvani
fazi bunécného cyklu je mozné vyuzit téz autoradiografickych metod.

b) kombinované sledovani DNA replikace i DNA obsahu

o Replikace se sleduje pomoci BrdUrd. Pfi kratkodobé aplikaci se BrdUrd inkorporuje do DNA
syntetizujicich bun¢k namisto thymidinu. BrdUrd lze nasledné detekovat na zékladé¢ jeho schopnosti
zhaset fluorescenci fluorochromi: Hoechst 33358, nebo AO, nebo se k detekci vyuziva znacenych Ab.
(V grafu, kde na ose y je obsah BrdUrd a na ose x obsah DNA ndm vyjde obracené U.) Pro detekci
BrdUrd je tiecba DNA denaturovat. Barvitelnost bunék zavisi na struktufe chromatinu, takze pro urcity
druh bungk je tieba metodu optimalizovat. Je tieba otestovat rizné teploty denaturace (80-100°C),
ptipadné rtizné koncentrace HCI (1-4 M).

9.9 Pouziti antibiotik (vhodné&jsi je moZna termin antimikrobni latky)
Bunécné linie je vhodnéjsi kultivovat bez antibiotik. Pfedevs§im pro to, ze rutinni pouzivani antibiotik ¢asto vede
k vytvoteni rezistentnich mikrobidlnich kmend. Antibiotika také mohou ovlivilovat metabolismus kultivovanych
bunék. Kultivace bez antibiotik je naro¢né&jsi na sterilitu prace, a proto jsou antibiotika ¢asto rutinné pouzivana.
Antibiotika mohou byt pfirodni, semisynteticka (upravena ptirodni), synteticka (pfirozené se vyskytujici, ovsem
ptipravena chemicky), chemoterapeutické latky (chemicky ptipravenad, v piirodé se nevyskytujici). Antibiotika
mohou mit cidni (hubici) efekt, nebo staticky (brzdici rist) efekt.
- proti bakteriim, kvasinkdm, plisnim a mykoplazmatim
kritéria pro antibiotika:
- nesmi inhibovat riist a ani ovliviiovat metabolismus b.
- musi ochrafnovat po celou dobu experimentu
- netoxické a bezpecné pro uzivatele
- kompatibilni s ostatnimi slozkami média
- rozpustné v netoxickych rozpoustédlech
Antibiotika pouzivand pfi kultivaci bun¢k.
Antibiotikum likviduje mechanismus G¢inku mechanismus rezistence
Penicilin (samostatné se | G+ ISBS
neuziva)
Penicilin G G+ ISBS
Ampicilin G+, G-

Penicilin/streptomycin | G+, G-

Penicilin/streptomicin/ | G+, G-

neomycin

Gentamycin G+, G-, mykoplazmata | IP, aminoglykosidové

Kanamycin G+, G-, mykoplazmata | IP, aminoglykosidové

Streptomycin G+, G- IP, aminoglykosidové mutace v genu pro S12
ribozomalni protein,
inaktivace prostfednictvim
aminoglykosidové
transferazy (Podava se
obvykle v kombinaci, kvuli
vysokému riziku vzniku
rezistence.)

Neomycin G+, G- IP, aminoglykosidové

Paromomycin G+, G-, 11. protozoa, IP, aminoglykosidové

omezené helminti
Spektinomycin G-, G+ (gonokoky) IP, bakteriostaticky u¢inek strukturné mutace v genu pro

podobné aminoglykosidiim. ribozomalni protein S5.
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Tylosin G+, mykoplazmata IP, makrolidové

Tetracyklin G+, G- 1P ztrata permeability bunééné
stény

Mytomycin C G+, G- I synt. DNA

Polymyxin G- Polypeptid s hydrofobnim koncem, ktery

funguje jako kationicky detergent. Vazba
na lipid A bakterialnich LPS, vytvati pory
do cytoplazmatické membrany

Amphotericin B kvasinky, plisné vazba na steroly membrany hub, vytvari
(makrolidové) kanaly do bunééné membrany
Nystatin kvasinky, plisné vazba na steroly membrany hub, vytvari

kanaly do bunééné membrany

Casto se pouzivaji derivaty v tabulce uvedenych latek. Dodavaji se praskova, nebo v tekuté formé.
G+ ... grampozitivni bakterie

G- ... gramnegativni bakterie

IP ... inhibuje proteosyntézu

ISBS ... inhibuje syntézu bakterialni stény

10 Specialni metody

10.1 Synchronizace bunék

Normalné musi b. dosdhnout ur€ité velikosti, aby vstoupila do S faze. Velikost sama o sob&é muize, ale nemusi byt
inicidtorem vstupu do S faze, spiSe se predpoklada, Ze iniciace je zpisobena akumulaci urcitych chemickych latek uvnitf
bunky. Normalni, ale i nékteré nadorové b. jsou schopny vstupu do G, faze v diisledku kontaktni inhibice, nebo snizeni
mnozstvi séra. Vétsina nadorovych b. vstupu do G, faze schopna neni.

Synchronizace se pouziva predevsim k vyzkumu b. cyklu a d&ji s nim souvisejicich. Pomoci micrarrays na
synchronizovanych burikach (jde o systémy obsahujici na spole¢né podloZce vice oblasti s riznymi sondami, tyto ¢ipy se
konstruuji fotolitograficky, podobné, jako jiz davno rizné integrované polovodi¢ové soucastky, prozkoumavana NK predem
fluorescenéné znacena se podle stupné své podobnosti se sondami na jednotliva mista ¢ipu pfichyti, nasledna diferenciace se
provadi bud’ fizenym proudem tekutiny nebo zménou napéti, ktera zpusobi elektrostatické odpuzovani $patné drzici NK,
méfeni mnozstvi NK, ktera se ptes diferenciaci "udrzela" se provadi skenovanim flourescence), které umoziily sledovat
expresi ohromného mnozstvi genti (pro hybridizaci na mikroarrays se pouzije mRNA) soucasné, se zjistilo, Ze exprese stovek
gentl (napf u primarnich lidskych fibroblastl exprese 700 gent) koreluje s b. cyklem.

Fyzikalni metody:

- mitoticky detachement (u pfisedlych b., které se nedrzi podkladu pfili§ pevné, az 90% uéinnost, b. nejsou
ovlivnény chemikaliemi, ani nedostatkem zivin), buiiky v mit6ze se drzi podkladu nejméné, takze po pfeneseni na jinou
misku ziskavame populaci b., které vstupuji do G, faze. Setfepava se nékolikrat opakované (setfeseme b. které jsou v mitoze
— tzn. b. na pocatku této faze b. cyklu, ale i na jejim konci), nasleduje pfestavka napt. 2h (béhem niz jsou b. umistény
v inkubatoru) a pak se setfepavaji b., které pouZzijeme (ziskame b. které vstoupili do mitézy maximalné pted 2 hodinami.

- gradientova centifugace (G1 jsou nejlehci),

- centrifugadni elutrace (médium tece proti sedimentaci b., b. jsou d€leny na zakladé velikosti, velmi G¢inna
metoda, navic b. nejsou ovlivnény chemikaliemi, ani nedostatkem zivin ap., je vSak tfeba draha centrifuga), jedina metoda,
jak lze ziskat velkd mnozstvi b. na zaklad¢ jejich velikosti.

- pomoci sortrovani pti flowcytometrii

- membranové vymyvani je noveé vyvinutd metoda. Exponencialné rostouci b. se navazi na membranu. Pti déleni
zustava jedna dcefinnd b. na membrané a druha se uvolnuje. (U takto ziskanych bunék odpovida mnozstvi cytoplazmy fazi
bunécného cyklu.)

Chemické metody:
G1/S blok - izoleucinova deprivace (musi se dialyzovat izoleucin ze séra) G1

-deprivace séra G1

-n-butyrat (inhibuje acylaci histont)

-hydroxyurea (inh. synt. RNA, nutné pro synt. DNA) S

-deprivace séra + hydroxyurea

- deprivace vapniku

-dvojity thymidinovy blok (vysoké koncentrace thymidinu blokuji DNA synt.) S
G2/M blok - kolchicin, kolcemid, vinblastin, nocodazole

Chemické metody synchronizace b. jsou spojeny s etnymi problémy. Je tieba pohlidat si, jestli jsou b. opravdu
synchronizované, ¢i nikoli. Napf. v pfipadé lovastatinu, coz je inh. 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A reduktazy, u
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kterého se piedpokladalo, Ze zastavuje b. v G1 fazi a Ze je mozné cyklus opét rozbéhnout pfidanim k. mevalonové (produkt,
ktery je katalyzovan enzymem, ktery produkuje inhibovany enzym) se novéji zjistilo, Ze b. nesynchronizuje, ale pouze brzdi
jejich proliferaci.

Statisticka reanalyza dat z experimentl s microarrays ukazala, ze cyklicita exprese gentt miize byt ndhodna, ze
cyklicita a pik cyklicity se lisi pfi opakovani téhoz experimentu, Ze amplituda v druhém cyklu neni vzdy mensi, nez v 1.
cyklu. Z toho vyplyva, Ze geni, jejichz exprese koreluje s b. cyklem nemusi byt stovky, ale podstatné mén¢. Skuteénost
zkresluje také fakt, Ze pfi pouziti synchronizacnich ¢inidel nejsou publikovany experimenty, pii kterych k synchronizaci
nedoslo. Pfi synchronizaci pomoci chemikalii neziskdime homogenni populaci bunék, protoze i kdyZ je zasah stejny, tak
bunky na kterych probiha, jsou odlisné. S touto skute¢nosti souvisi rychla ztrata synchronnosti (vétSinou se ztraci jiz po
prvnim cyklu). Pokud zablokujeme jeden proces (napf. syntézu DNA), tak ostatni probihaji dal. Bunky pak maji jednu
vlastnost spolec¢nou, ale v ostatnich se 1isi stejné jako b. pivodni. Pfi pokusu o synchronizaci miZe byt inhibovan proces,
ktery je na b. cyklu nezavisly. Navic exprese genti po odblokovani synchronizace miize byt specificka pro pouzitou metodu
synchronizace a nemusi tedy odpovidat expresi geni v prib&hu normalniho prichodu bunék bunéénym cyklem. Také je
tieba si uvédomit, ze faze bunécného cyklu ma urcité trvani, takze napf. inhibitory DNA syntézy zablokuji b. v tom stadiu
S faze, ve kterém se pravé nachazeji (nékteré na pocatku, nékteré ke konci S faze).

Synchronizované b. musi mit stejné mnozstvi DNA, rozsah distribuce velikosti b. musi byt mensi, nez v ptivodni
i po pruchodu bunéénym cyklem po synchronizaci).

Uspésnost synchronizace se ovéfuje pomoci sledovani vstupu bunék do S faze (autoradiograficky, pomoci
protilatek proti PCNA, cyklinim, BrdUrd). Mnozstvi bunék v mitoze Ize sledovat v mikroskopu s fazovym kontrastem.

Existuji teplotné senzitivni mutanty, které za vys$sich teplot nejsou schopny prichodu ur€itym mistem v bunééném
cyklu.

10.2 Soucasna kultivace vice bunéénych typu

Za pomoci specidlnich filtra¢nich vlozek jsou buiiky v jedné misce prostoroveé oddéleny, ale vzajemné na sebe
pusobi prostfednictvim latek uvoliiovanych do média.

10.3 Klonovani

Klonovani se pouziva ke sniZzeni genetické variability v bunééné populaci. Nepiijemné je, Ze se klony stavaji po
urcité dobé generaci opét heterogennimi populacemi, pro udrZzeni homogenity je tieba klonovani opakovat. Rychlost s jakou
se ztraci homogenita bunééné populace je dana nejenom vlastnostmi bunék, ale i vlastnostmi kultiva¢niho prostiedi. Ke
klonovani miizeme pouzit bunky primokultury (aspésnost klonovani je nizsi, nenadorové buriky se mnozi jen po omezeny
pocet generaci, coz limituje velikost ziskanych klonti), nebo buiiky bunééné linie.

Problémem pfi klonovani je, ze, pfinejmensim po nékolik prvnich generaci, jsou buiky vystaveny nefyziologické
situaci. Chybi jim spole¢nost ostatnich bun€k, coz ma za nasledek snizené mnozstvi autokrinné a parakrinné produkovanych
ristovych faktori a nedostatek interakci mezi buiikami a buitkami a mezibunéénou matrix. Z téchto divoda jsou kladeny
vysoké naroky na kultivacni médium. U médii a sér, ktera hodlame pouzit ke klonovani, je tfeba zjistit jestli jsou schopna
podporovat rist bunék v nizkych bunéénych koncentracich. Mezi jednotlivymi Sarzemi séra jednoho typu je v tomto sméru
velka variabilita. Navic $arze, ktera podporuje rust klonu jedné bunééné linie, mize ptisobit inhibi¢né na rtst klonu jiné
bunécné linie. Pro ucely klonovani se pouziva vyssi koncentrace séra, napt. 20%. Vyssi koncentrace ristovych faktora
v kultivaénim médiu se dosahuje pouzitim kondiciovaného média. Jedna se o médium ziskané z kultury po dosazeni 50%
konfluence, nebo po dosazeni 50% normalni maximalni koncentrace bunék. Pfipadné se pouziva vrstva vyzivujicich bunek
(feeder layer), které jsou po ozatfeni RTG zbaveny schopnosti proliferovat.

Pro klonovani se pouzivaji vyhradné aktivné rostouci kultury v logaritmické fazi ristu. U zadné z metod si
nemuzeme byt 100% jisti, ze je ziskana populace bunék skute¢né klonem. Dokonce i v pfipadé mikromanipulace, existuje, i
kdyz nizka, pravdépodobnost, Ze budou nechténé misto jedné bunky izolovany buiky dvé. Techniku klonovani volime
s ohledem na efektivnost tvorby kolonii (CFE) klonovanych bun¢k. CFE zjistime pokud vysejeme ur¢ité mnozstvi bunek a
po nékolika dnech sledujeme mnozstvi vzniklych kolonii. CFE= pocet kolonii/ pocet vysetych bunék, obvykle se vyjadiuje
v procentech. U nékterych primokultur mize byt pod 1%, naopak u stabilnich linii se mize blizit k hodnoté 100%.

10.3.1 Metoda limitniho i'edéni

Jedna se o nejpouzivanéjsi metodu. Piipravime 3 bunééné suspenze (kazdou po 10 ml) o tfech riznych
koncentracich bunék (koncentrace volime v zavislosti na CFE, napt. pro 5-10% CFE volime koncentrace 500, 100 a 50
bunék/ml). Kazdou suspenzi rozpipetujeme do jednoho 96 jamkového platicka po 100ul. A ptidame 100ul kompletniho,
nebo kondiciovaného média. Po nékolika dnech je tfeba médium vymenit. Pfi vyméné média mtize dojit k uvolnéni
nékterych ptisedlych bunék, které mohou dat vzniknout novym koloniim. Proto je vhodné ménit médium teprve jsme-li si
jisti, Ze v jami¢ce se nachazi pouze jedna kolonie (pozorujeme v mikroskopu). Po napéstovani dostate¢ného mnozstvi bunek,
vybereme plati¢ko, ve kterém se objevuji bunky jen v mensim poctu jamek a s tim budeme pracovat dale. Vzdy jednu kolonii
(z jamky ve které je jenom jedna kolonie) pfepasazujeme do jedné jamky na 24 jamkovém platicku. Opét kultivujeme a
ménime médium. Prepasazujeme do lahvigky (25 cm?) a nasledné do vétii lahvicky (75 cm?). Buiiky zamrazime.

10.3.2 ,, Te¢kovdni*

Ptipravime si bunéénou suspenzi o koncentraci 500 — 1000 bunék/ml. Do suspenze ponoiime Spi¢ku Pasterovy
pipety. Diky kapilarni elevaci dojde k nasati suspenze. Suspenzi z pipety pienasime do stiedu jamicek na 96 jamkovém

14



platicku, tak aby byl pfenaseny objem zhruba 1pl. Za pomoci mikroskopu zjistime ve kterych jamickach je pouze jedna
bunka. Do takovych jamicek ptidame 200ul vhodného média. Stejné jako u piedeslé metody napéstujeme dostatecné
mnozstvi bun€k a zamrazime.

10.3.3 Mikromanipulace

Jedna se o finanéné a Casove naroc¢nou techniku, vyzadujici velkou miru zruénosti;. Mtize byt provadéna ruéné,
nebo za pomoci mikromanipulatoru. V obou ptipadech se pouziva Pasterova pipeta s extra tenkym koncem napojena na
mikrolitrovou pumpu. Nejprve nabereme 100ul média bez bunék (zajisti vyplaveni butiky pii pfenosu na 96 jamkové
platicko), trochu vzduchu a potom se snazime pod inverznim mikroskopem umisténym ve sterilnim boxu nabrat pouze jednu
bunku s troskou média. Obsah Pasterovy pipety pfeneseme do jamky na 96 jamkovém plati¢ku. Postup opakujeme, dokud
nezaplnime vSechny jamky. Mikroskopicky zjistujeme ve kterych jamickach je skute¢né pouze jedna butika. Do takovych
jamicek pfidame dalSich 100pl média. Stejné jako u pedeslych metod napéstujeme dostatecné mnozstvi bun€k a zamrazime.

10.3.4 VyuZiti sortrovaciho zarizeni piipojeného k flowcytometru

Metoda vyzaduje zvladnuti slozitého a drahého zatizeni a je spojena s vys§im rizikem infikovani bunééné kultury.
Muzeme volit parametry (méfitelné na flowcytometru), které musi vybrané bunky spliiovat. Kazda buika je nejprve
zmeéfena a pokud vyhovuje nasim podminkam je pienesena do jamicky na 96 jamkovém platicku. Dalsi vyhovujici burika je
prenesena do dalsi jamicky, atd. Pfiddme vhodné mnozstvi média. Stejn¢ jako u predeslych metod napéstujeme dostatecné
mnozstvi bun¢k a zamrazime.

10.3.3 VyuZiti krouzki

Metoda je pouzitelna pouze u pfisedlych bunék. Vysejeme bunky v takové koncentraci, abychom ziskaly oddélené
kolonie. Vhodné je 4 jamkové plati¢ko. Do jamek vysévame rizna mnozstvi bunék napt. 10 000, 1000, 100 a 10. Po
nékolika dnech si ozna¢ime kolonie, které jsou dobie oddélené od okolnich bunék. Odstranime médium. Pomoci sterilni
pinzety uchopime krouzky (nejéastéji se pouzivaji sklenéné, z nerezavéjici oceli, nebo PTFE, 1ze je koupit, nebo je mozné si
je natezat z vhodné rourky) a ponofime jejich spodni okraj do silikonového mazadla (mazadlo je tfeba stejné jako krouzky
predem sterilizovat v horkovzdus$né troubg). Krouzky ohrani¢ime vybrané kolonie. Do krouzkd napipetujeme trypsin, po 20
sekundach vétSinu trypsin odsajeme (nechame pouze tenkou vrstvu), sledujeme, kdy dojde k uvolnéni bunék, pak naplnime
krouzky kompletnim médiem a pfeneseme na 24 jamkové platicko. Stejné jako u predeslych metod napéstujeme dostateéné
mnozstvi bun¢k a zamrazime.

10.3.6 VyuZiti misek s folii

Metoda je pouzitelna pouze u pfisedlych bunék. Na dné misek je hydrofilni FEP (fluorovany ethylen propylen)
folie. Vysejeme buiiky v nizké densité, tak abychom ziskaly kolonie, nasledné oddélime kolonie rozfezanim folie skalpelem.
Preneseme do jamek v mikrotitracni desticce, kde provedeme trypsinizaci. Stejné jako u predeslych metod napéstujeme
dostatecné mnozstvi bunék a zamrazime.

10.3.7 VyuZiti média s vysokou viskozitou

Metoda je pouzitelnd pouze pro suspenzni buriky. Diky viskozité média, kterou zajist'uje agar, nebo metyl celuloza,
se dcefinné bunky nevzdaluji od buiiky matefské. Opét vysévame buiiky o vhodné nizké koncentraci. Po vytvoteni kolonii je
prenasime pomoci Pasterovy pipety do jamicek s médiem. Stejné jako u pfedeslych metod napéstujeme dostatecné mnozstvi
bunék a zamrazime.

10.4 Genova amplifikace

Metoda je vyuzivana napt. pro zvyseni tvorby specifickych bunécnych produkti. K selekci bunc¢k
s amplifikovanymi geny je mozné vyuzit systém dihydrofolatreduktaza - metotrexat. Zvoleny gen kotransfekujeme s genem
dhfr (pro dihydrofolatreduktazu). V médiu obsahujicim metotrexat (inhibitor dhfr) mohou piezivat jen ty buiky, které
spontanné amplifikuji gen dhfr a tak piekonaji inhibici metotrexatem. Koncentraci metotrexatu postupné zvysujeme. Takto
je mozné po nekolika mésicich vyselektovat buriky s az 100 ndsobné amplifikovanou DNA pro dhfr. Spolu s dhfr se
amplifikuje i ndmi pozadovany gen.

10.5 Vpraveni cizorodych molekul do buiiky

Nejcastéji se vpravuji nukleové kyseliny (vpraveni DNA se oznacuje jako transfekce), ale mohou se
vpravovat proteiny, fluorescencni proby a dalsi latky. Buniky cizorodou DNA normalné nepfijimaji, proto je
tieba specialnich technik.
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10.5.1 Mikroinjekce

- pomoci tenoucké kapilary. Do jadra savéich bunék 1ze vpravit maximalné 10-20 pl, do jejich cytoplazmy
maximalné 100-200 pl, vétsi objemy buiiku vétSinou zahubi. Smrt buiiky nastava rovnéz pokud dojte k propichnuti buiky
skrz — v mikroskopu se objevi bila skvrna.

Nejefektivnéjsi procedura, ovSem je pomald a vyzaduje drahé zafizeni. Je mozno ji provadét ru¢né, nebo pomoci
pocitacové fizeného automatu. Automat vyrazné usnadiiuje a urychluje manipulaci, 1ze kontrolovat vpravovany objem (je
dan tlakem pod kterym je roztok vypuzovan z kapilary a dobou po kterou je kapilara v buice), pocitac si pamatuje polohu
bunék (neni potieba miizka na podkladu na ktery nechame b. pfisednout).

Plovouci buiiky mtizeme pfinutit k pfisednuti pomoci concanavalinu A, nebo phytohemaglutitinu P, nebo IgG.
Nebo mizeme vyuzit pipetky, kterou buiiku pfidrzime. Stejné tak je pipetka pfinosem pokud neni adheze pfisedlych bunék
dostatecné pevna.

Mikroinjekce je spojena s pfechodnym néaristem Ca®', je tieba s tim pogitat, pfipadné pouzit vhodné kontroly,
abychom odlisili jeho vliv.

10.5.2 Metody vyuZivajici naruseni cytoplazmatické membrany

Membrana bunék je lokaln¢ pfechodné narusena, coz umozni proniknuti latek, které jsou obsazeny v okolnim
roztoku. Metody vyzaduji optimalizaci pro urcity bunéény typ a vpravovanou latku, abychom docilili vysokého vytézku pii
soucasném nizkém rozsahu poskozeni bunék.

Naru$eni mtize byt navozeno elektrickymi pulzy — elektroporace, nebo mechanicky:

1. opatrnym seskrabovanim piisedlych butiek ze dna kultiva¢ni misky, které jsou prevrstveny roztokem latky
(kterou chceme do b. vpravit) v PbS pomoci gumové skrabky. Po pfidani vyhiatého média se bunky pienesou do zkumavky,
stoci a nasadi na dalsi kultivaci.

2. Protahovanim bun¢k pies stfikacku s jehlou. Zde je tfeba udrzovat béhem procedury pro b. vhodnou teplotu a
kontrolovat, jestli ve vzdusné atmosféte nedochazi ke zménam pH ohrozujicim Zivotnost b. Metoda je pouzitelné i pro bunky
rostouci v suspenzi.

10.5.3 Biolistika

(odvozeno od slova balistika) — nastielovani materialu obaleného v kovovych (wolfram, zlato) ¢asticich. Pouziva se
u rostlinych bunék.

10.5.4 Virové obaly.
Mozné vpravit material do bunék s receptory pro pfislusny vir.

10.5.5 Lipofekce

Vyuziva se liposomd, které flizuji s cytoplazmatickou membranou. Liposomy jsou dvé nebo vice lipidickych
dvouvrstev (mdZou byt nahrazeny vrstvami detergentu) stfidajicich se s vodnim prostiedim, takze je 1ze vyuzit ke vpraveni
molekul nepolarnich i polarnich.

10.5.6 Dextran

Inkubace DNA s dextranem na ktery je navazan dietylaminoetyl, ktery ma kladny naboj a mtize se tak na né&j vazat
DNA, cely komplex se do buiiky dostava prostiednictvim endocytdzy. DNA se dostane do jadra, nebo je jiz v cytoplazmé
degradovana. Prvni metoda pro pfenos DNA do vétsiho poctu bunék. Pro vétSinu bunék je tato metoda malo efektivni.

10.5.5 Fosforecnan vipenaty

Endocyt6za DNA ve formé precipitatu s fosforecnanem vapenatym je mnohem efektivnéjsi, nez s vyuzitim
dextranu. Suspenzni b. jsou velmi odolné vii¢i transfekei fosfore¢nanem vapenatym.

10.6 Piiprava transgennich zvirat

Nejcastéji se jedna o transgenni mys$i. Nejprve je tieba ptipravit si rekombinantni (uméle sestavenou) DNA, ktera
obsahuje: gen, vektorovou DNA, kterd umozni vlozeni do hostitelské DNA a sekvence promotoru a enhanceru, které zajisti
expresi genu. Transformuji se (vpravi se cizorodd DNA) do embryonalnich kmenovych bunék, ziskanych z blastocysty.
Vyselektuji se transformované bunky a vpravi do jiné blastocysty, kterd se implantuje do délohy pseudopregnantni mysi
(ziska se po pareni se samcem u n¢hoz byla provedena vasektomie - chirurgické pretéti chamovodu, samotné pafeni u mysi
vyvola ptithodné hormonalni zmény pro uhnizdéni embrya v déloze). V kousku tkan€ z ocasu potomki se testuje piitomnost
genu. mys$i s pfitomnym genem jsou heterozygotni a je tieba je spafit, abychom ziskali homozygoty. Jejichz pafenim
ziskame transgenni kmen.
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Gen se inkorporuje do riznych mist v genomu, je vSak mozné vlozit jej na ur¢ité misto a pfitom nahradit gen
pivodni, pokud zname ¢ast sekvence pied a za pfislusnym genem. Tak je mozné obnovit funkci u mutantniho zvitete, nebo
,,Vypnout“ puvodné funkéni gen.

Vpravovana DNA obsahuje:

neo’ - gen pro enzym inaktivujici antibiotikum neomycin a jeho derivaty, jako G418 — letalni pro savéi buiiky.

tk — gen pro thymidin kindzu, enzym, ktery fosforyluje nukleosidovy analog gancyclovir. DNA polymeraza pak
pouziva tento nefunkéni nukleotid jako substrat, takze gancylovir zabiji b., které obsahuji gen tk.

sekvence homologni k sekvencim pied a za pfislusnym genem. neo' leZi mezi témito sekvencemi, tk mimo tyto
sekvence. Pokud se navazi na sekvence pted a za genem, tak dojde k homologni rekombinaci a tk sekvence se neinkorporuje.
Pokud je inkorporace nahodna, tak je véetné tk.

Selektuje se médiem s G418 a gancyklovirem.

11 Bezpecnost

Pro ¢loveka predstavuji nebezpeci infekce predevsim viry, mykoplazmata a plisné. Je tfeba mit na
paméti, ze kazdy Zivoc¢i$ny biologicky material je pro ¢lovéka potencialné infekéni. Dokonce byl popsan i
ptipad umrti ¢lovéka po nakaze z tkanovych kultur. U priméarnich kultur je nebezpeci vétsi ve srovnani
s bunécénymi liniemi. Jsou popsany piipady nakazeni clovéka (napf. hantavirem, virem choriomeningitis)
z primarni kultury hlodavci. Infekéni mohou byt i bunééné linie, médium a sérum, proto je tkainové banky a
solidni vyrobci v tomto sméru testuji. Uzivani tkani a krve z pracovniki laboratofe pro ptipravu
transformovanych bunécnych linii je zakdzano, protoze osoba, ze které byly buiky ziskany, neni vici témto
buitkdm imunni. Nadorové buiiky z jiného nez vlastniho organismu jsou obvykle zni¢eny imunitnim systémem.
Ani to vSak nemusi byt pravidlem, zvlasté je-li snizena imunita. Potencialni nebezpeci predstavuji téz genetické
modifikace, které mohou aktivovat infekéni agens z klidového stadia, nebo mohou rekombinaci vzniknout nova
infekéni agens.

Odpad od tkanovych kultur se odklada do specialnich kontejnert, které se spaluji, infekéni véci se vSak
jesté predtim sterilizuji (napf. autoklavuji).
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