Imortalizace bunéek

ProcC?
- prevedeni primokultur v permanentni linie
- zjednoduseni kultivacnich podminek

a) Spontanné — pomalé, ¢asto malo ucinné
b) Cilené
- fyzikalnimi faktory: Gama zareni, Rentgenové zareni (zareni X), teplota

- chemickymi faktory: NiCl, NiSO,, Dimethylsulphate, N-methyl-N-nitrosouera (MNU),
benzo[a]pyrene diol epoxide, 4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO)

- biologickymi faktory: viry - virus Epstein Barrové, virus mysi leukémie,
virus Rousova sarkomu, SV40
vektory (plasmidy / viry) exprimujicimi transformujici
protein, napr. antigen SV40 large T nebo adenovirus E1A,..
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Cilené genetické manipulace

gl L
o Fowe e
; i)
SHEVTE
" paly A AchFP

pAcGFP1-Tubulin

Kan' 6.0 kb
haa'

Tubulin
P sV o
|||:l.||

Sdl
' ﬂ F"II.II |J
ari




Infekci — viry Vneseni vektoru do bunék

Chemicky

lipofekce: obaleni vektoru s lipidy a fuze komplexu s cytoplasmatickou
membranou

Ca?* precipitace: vysrazeni vektoru na povrchu bunék v komplexu s Ca2+ a
jeho pohlceni bufikou endocytozou

transfekce pomoci dextranu: komplex vektor / dextran spojeny
diethylaminoethylem je endocytovan do buriky

transferofekce: vektor je navazan na transferin a pfes transferinovy
receptor endocytovan do bunky

Mikroinjikace

Elektroporace - naruSeni bunééné membrany elektrickym vybojem a diflize
vektoru do burky

Nucleofekce - elektroporace v kombinaci s chemii, pfenos vektoru do jadra

Biolisticky — vektor navazany na partikuli (zlato, wolfram) je vstrelen do m

tkané, bunék
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Elektroporace & nukleofekce
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Selekce bunécnych klonu

Adherentni bunky pod selekCnim antibiotikem, pfi dostatecné nizké
ucinnosti transfekce nebo jejich konfluenci tvofi samostatné kolonie, které lze

mechanicky, pfipadné za pomoci proteaz (trypsin, kolagenaza) oddélit

Suspenzni bunky pod selekénim antibiotikem je tfeba rozklonovat meznim
fedénim (nékdy potfeba i u adherentnich), nebo rast v polotekutém /

visk6znim médiu (agar apod.)

Nejbéznéjsi selekCni antibiotika pro savCi buriky

G418 / Neomycin, Hygromycin B, Puromycin




Dodatek — TKANE a ORGANY

Tkané umime kultivovat / pfipravovat jen velice omezené, vétSinou jde pouze o
uchovani po urcitou dobu, podobné jako organy.

U organu je jiz aktualni otazka pfivodu zivin, kysliku a odvodu metaboliti a CO.,.
Organy je tedy tfeba mit metabolicky utlumeny (podchlazenim) a nebo napojeny na
obeh s zivinami simulujici krevni zasobeni.

V soucCasné dobé je zvladnuta problematika krve (Ize zamrazit), CasteCné pak
epidermis / kuze a jaterni tkané. Intenzivné se studuji moznosti vyuziti bunék
pankretu (Langernhansovych ostrivku) z prasat. Velkym pfislibem pro
transplantace jsou také bunky a tkané pripravené z kmenovych bunék.

Epidermis — primokultury prasecich / lidskych keratinocytl péstované na
syntetickych nosicCich se pouzivaji k regeneraci poskozeni epidermis po
popaleninach apod.

Castecné uspéchy jsou pfi pfipravé umélych jater, kdy separované hepatocyty
jsou vysety do reaktoru na rozvodné potrubi z polopropustnych membran. Cely
takovy bioreaktor pak pripomina skuteCna jatra s krevni obéhem a odvodem Zzluci.
Hepatocyty se vSak zatim nedafi dostateCné efektivné zamrazovat k

dlouhodobému uskladnéni a tak vyuziti podle potreby. m




klimabox

Rostlinné explantaty ——3

RNDr. Helena Lipavska, Ph.D.

Podobné tkanovym kulturam

- Ndaroky na Cistotu / sterilitu

Prace v laminarnich boxech

RUst za sterilnich podminek +/-

Specialni inkubatory, klimaboxy — svetelny rezim

Zivné pady s agarem (pevné), v zavislosti na typu +/- glukdza
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Organogeneze in vitro
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