Izolace bunék

Prvni podminkou pro zalozeni tkanové kultury je izolace bunék, které se budou péstovat. Vychozim materidlem
pritom byva orgdn sterilné odebrany z pokusného zvirete, vzacnéji biopticky vzorek &i napr. punktat kostni dfené
nebo vzorek periferni krve.

Je-li vychozim materidlem solidni organ, jsou v zdsadé dvé moznosti, jak z n&j vytvorit bunécnou kulturu:

1. tkan se rozreze na malé C¢astecky, které se ponofi do kultiva¢niho média. Bunky pak z ¢astecek vyrilstaji a
Sifi se po povrchu kultivaéni nddoby

2. tkadn se rozvolni na jednotlivé burky, at uz mechanicky homogenizatorem, nebo - setrnéji - napfr.
enzymatickym natrdvenim (trypsinem, kolagenazou, pronazou, dispazou, elastdzou apod.).

Obéma zplsoby vsak vznikd smés mnoha bunécnych typd, ze které je nutné Zddanou subpopulaci izolovat. Bud' Ize
vyuzit rGizné odolnosti jednotlivych typd bunék vici rdznym podminkam, jejich ndro¢nosti na slozeni kultiva¢niho
média, citlivosti vi¢i toxickym latkdm apod., nebo Ize buriky rozdélit podle jejich fyzikalnich vlastnosti, nej¢astéji
podle hustoty nebo rychlosti sedimentace.

K izolaci bunék podle hustoty (izopyknicka sedimentace) se pouzivd centrifugace bunécné suspenze ve
zkumavce naplnéné médiem, které ma v rliznych vzdalenostech ode dna rlznou denzitu - tzv. déleni na
gradientu hustoty. Hustota gradientu se mUze ménit:

= bud plynule (spojité gradienty)
= skokem (nespojité gradienty).

Tvorba spojitych gradientt

K vytvoreni spojitého gradientu se dnes nejcastéji pouziva ¢astecek oxidu kfemicitého
potazenych polyvinyl - pyrrolidonem (obchodni ndzev Percoll®). Pokud se smés castic o
rdzné velikosti centrifuguje pri vysokych otéckach, rozdéli se podle denzity. Médium u
dna zkumavky ma pak vyssi hustotu nez médium u hladiny. Na povrch gradientu se
nanese bunécna suspenze a cely sloupec se znovu centrifuguje, tentokrat pri podstatné
nizsich otackdach. Buriky klesnou az na Uroven, kde maiji stejnou hustotu jako médium.
Odebranim vhodné ¢asti sloupce Ize izolovat jeden urcity bunécny typ. Jinou moznosti, jak
pfipravit spojity gradient, je postupné miseni dvou roztok, jednoho s vy3si a druhého s
nizsi hustotou, pricemz pomér obou roztokl se plynule méni a vyslednou smési se pini
centrifugac¢ni zkumavka.

Tvorba nespojitych gradientu

Technicky jednodussi je pfiprava nespojitych gradientu. V tomto pfipadé se na sebe
jednoduse navrstvi roztoky o rGznych hustotach. Dalsi vrstvu opét tvori bunéc¢na
suspenze. Po centrifugaci se buriky rozdéli mezi jednotliva rozhrani roztok( tak, ze kazdy
bunécny typ zlstane mezi roztokem s vyssi a nizsi hustotou, nez je hustota bunék. K
pripravé diskontinualnich gradientd se pouziva celd rada chemikalii. Nej¢astéji jde o
sacharidy, od snadno dostupné sacharézy az po polysacharidy (napf. mnohocetné
rozvétveny kopolymer sachardzy a epichlorhydrinu s presné definovanou molekularni

hmotnosti, obchodni ndzev Ficoll®). _
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