In vitro - bunécné a tkanové kultury

In vitro

Termin in vitro v prekladu z latiny znamena ,,ve skle”. Tato metoda se pouzivad v biologii, mediciné a dalsich
pribuznych oborech a je zaloZzena na péstovani bunécnych (popr. tkanovych) kultur mimo organismus, ze kterého
pochézi. K vyvoji této metody velkou mérou prispél francouzsky |ékar, lauredt Nobelovy ceny, Alexis Carrel (1873-
1944), jehoz pokusy probihaly na zacatku 20. stoleti.

Kultivace bunék in vitro

Aby kultivace byla Uspésnd, je zapotrebi odebranou tkan ¢i soubor bunék co nejrychleji prenést do zivného roztoku
nebo média. Toto médium se svym chemickym slozenim a fyzikalnimi vlastnostmi snazi co nejvice pfiblizit
prirozenému prostredi v téle (in vivo), tedy télnim tekutindm (lymfé, krevni plazmé, mozkomisnimu moku atd.) Musi
se prisné kontrolovat koncentrace soli a organickych zivin, hodnota pH, teplota prostredi, ve kterém se vzorek
vyviji, a mnoho dalsich faktord. Velky dlraz se musi klast na sterilitu pouzivanych nastrojl, aby nedoslo k infikaci
dané kultury.

Nezbytnou soucasti zivného média je sérum (fetdIni bovinni sérum), které iniciuje buriky k déleni a tedy i rlst celé
kultury. Dalsi soucdsti tohoto média jsou antibiotika, aby se predchazelo infekci a tedy i zaniku celé kultury.

V pripadé Uspésné kultivace se nam bunky zacinaji mnozit a vznikd bunéc¢na (resp. tkanova) kultura. Tyto kultury
se péstuji zpravidla na Petrino miskach v termostatu pri stalé teploté 37 °C. Po urcité dobé se ovsem Zivné médium
vycerpd a je nutné Cast bunék odebrat a prenést do jiné kultivacni nddobky s ¢erstvym Zivnym roztokem. Tento
proces se nazyva pasazovani bunék a je nutné ho pravidelné opakovat.

Rustova kfivka bunécné kultury

Lag-faze

Pocet bunék v médiu nejprve lehce poklesne, coz je zplsobeno adaptaci na kultivaéni prostredi. Po tomto Givodnim
»Soku” zac¢ina ovéem velikost populace rapidné rist.

Log-faze (logaritmicka resp. exponencialni faze)

V této fazi roste pocet bunék v kulture exponencidlné a je mozné zachytit vysoké procento bunék v mitéze (¢ehoz
Ize vyuzit pro karyotypizaci).

Stacionarni faze

Bunky v kulture se prestavaji mnozit. To je zplsobeno inhibi¢nimi mechanismy (napr. kontaktni inhibice) a ¢aste¢né
také vycCerpdnim zivného média.

Faze ubytku bunék

Dochézi k ni z dlvodu nedostatku Zivin, snizeni pH (diky zvy$eni CO2), kumulace toxickych produktl metabolismu
atd.
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Rustova krivka bunécné kultury,
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Druhy kultur zivocisnych bunék

Primokultury (primarni kultury)

Jednd se o bunky ¢i tkané Cerstvé odebrané z organismu. Z celé populace vlozené do Zivného média preziva jen ta
¢ast, kterd se nejlépe prizplsobi novym podminkdm. Buriky, které se prizpGsobily se zacinaji délit. Tato kultura
existuje zpravila jen par dni, protoze poté se musi pasazovat.

Bunécné kmeny

Jednd se o bunéc¢nou kulturu normalnich diploidnich bunék, které minimalné jedenkrat jiz prosly procesem
pasazovani. Tyto kmeny zpravidla zanikaji po 40-50ti délenich z dlvodu zkracovani telomer.

Bunécné linie (permanentni bunécné linie)
Jsou charakteru nddorovych bunék, plné adaptovany na podminky in vitro a neomezené se déli. Jejich

~nesmrtelnost” je zplsobena pritomnosti telomerazy. Jednou z nejzndméjsich bunécnych linii je HeLa (Henrietta
Lacks).
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