Zakladni techniky prace s tkanovymi kulturami

Vyzkum v |ékarské biochemii ani v dalSich biomedicinskych oborech se v sou¢asnosti - a zménu nelze v dohledné
dobé vibec olekavat - neobejde bez experimentl na Zivych organismech. Pokusy na laboratornich zvifatech jsou
vSak nadkladné a z mnoha dlvod{ naroc¢né (¢asove, personalné, pozadavky na vybaveni, komplikuji je
interindividudlni rozdily mezi zviraty, ale i intraindividudIni proménlivost celého organismu - napf. cirkadianni a
ro¢ni biologické rytmy). Pominout nelze ani diskutovanou etickou stranku pokust se Zivymi zvifaty. V nékterych
pripadech také neni vyhodné délat pokus na celém organismu, orgdnu ¢i tkani, ale je tfeba zkoumat vlastnosti
pouze urlitého typu bunék. V poslednich desetiletich si proto nelze zdkladni medicinsky vyzkum predstavit bez
dalSiho experimentalniho nastroje: tkdnovych kultur.

Historie

Historie tkanovych kultur zacind uz na konci devatenactého stoleti: kolem roku 1885 Roux dokazal po urcitou
dobu udrzet Zivé explantované kureci embryonaini buriky v uméle pripraveném médiu a nékolik dalsich autord
doséhlo v té dobé podobnych vysledkl. Nedarilo se vSak, aby se bunky délily jako za podminek in vivo. Je$té na
konci 19. stoleti se také podafilo zmrazit zivé bunky a opét je rozmrazit, ¢ehoZz se zalalo vyuzivat pfi inseminaci
dobytka. Na prelomu 19. a 20. stoleti dokdzal Ross Harrison, ze z nervové tkdné vynaté z zabich embryi a
uzavrené do komdrky s lymfou zaby vyristaji nové vytvorené axony. Konec¢né ve Ctyricatych letech 20. stoleti se
objevily prvni Uspésné pokusy o zalozeni bunécné kultury, v niz by se bunky mnozily a ktera by prezivala po delsi,
byt omezenou dobu. Techniky tkdnovych kultur se postupné zdokonalovaly a vysledky zacinaly byt stéle

pouzivat i prdmyslové k vyrobé protilatek, nékterych 1ékd a chemikalii. Zcela nepostradatelné jsou tyto metody pro
molekuldrni biologii, vyvoj novych Iéciv apod.

Prace s tkanovymi kulturami

Prace s tkanovymi kulturami se v nékterych ohledech lisi od ostatnich technik
pouzivanych v biochemii. V prvni radé je nutné, aby veskeré pouzivané pomticky a
chemikalie byly sterilni a aby neobsahovaly nékteré toxické latky, které je jinak ve
stopovych mnozstvich bézné kontaminuji. Kromé obvyklého vybaveni jsou navic nutné nékteré specidlni pristroje a
pomdcky. Proto jsou tyto techniky pomérné nakladné a vyZzaduji zvlast vybudované laboratore a vyskoleny
personal.
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Principialné ma prace s kazdou bunécnou linii nékolik fazi:

1. izolace bunééného kmene
2. udrzovani bunécné linie a jeji expanze
3. vyuziti namnozenych bunék v pokusu.

VétSina bunéc¢nych linii md omezenou Zivotnost, tj. podléha starnuti a po urcité dobé se buriky prestanou délit.
Pouze nékteré tkanové kultury jsou nesmrtelné - zpravidla jde o buriky ziskané z nadorl nebo uméle
imortalizované vnesenim vhodnych gen(. V tom pfipadé se hovofi o kontinualnich bunéénych liniich. | v nich si
bunky obvykle zachovavaji schopnost regulace buné¢ného déleni. Pokud ji ztrati a déli se nekontrolované, mluvime
o transformované bunécné linii.

Velka vétsina bunécénych linii vyzaduje k rlstu vhodny povrch (dnes nejcastéji polystyren) - adherentni kultury,
jen nékteré typy bunék dokazi prezivat a délit se v suspenzi. Bunky se péstuji v kultivacnich nadobach (lahvich,
Petriho miskach apod.) ve specialnich kultiva¢nich médiich. Ta obsahuji potfebné ionty, pufry, zdroje energie,
aminokyseliny, vitaminy, rlstové faktory a dal$i pomocné latky. Smés potiebnych rlistovych faktor(, stopovych
prvkd a dalSich latek potrebnych v nizkych koncentracich se obvykle dodava pridavkem fetdlniho teleciho séra.
Pro optimalni rést je tfeba tkanové kultury péstovat ve sterilnim prostredi se stalou teplotou kolem 37 °C a
zvlhé¢enou atmosférou se zvySenym obsahem oxidu uhlicitého.

Nasazenim bunék izolovanych z pokusného zvifete (nebo vzacnéji napr. z bioptického vzorku) vznikd tzv.
primokultura. Buriky se postupné déli, az v idedInim pripadé vytvori na povrchu kultivaéni nddoby souvislou
(konfluentni) jednoduchou vrstvu (monolayer). Pokud nejde o bunky transformované, prestane se konfluentni
kultura déle rozristat.

Je-li potfeba s bunécnou linii dale pracovat, uvolni se zpravidla kratce pred dosazenim konfluence buriky od
povrchu kultivaéni nddoby (mechanicky, pomoci nékterych enzymi - trypsinu, kolagenazy, dispazy, nebo pomoci
chelatord dvojmocnych iontl - EDTA, citrat), vznikla suspenze se naredi a nasadi do novych kultivacnich nadob.
Cely postup se oznacuje jako pasaz, nové kulture se rikd subkultura.
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