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Vyznam tkanovych/bunécénych kultur
e
* Snaha je minimalizace pokusech na zviratech

* Bunécna kultura vytvari modelovy — izolovany — systém
e Planarni podminky rdstu
* Dediferenciace kultury — zmeéna chovani bunék
* Neni mozné zajistit komplexni podminky in-vivo systému

* Regenerativni medicina a tkanové inzenyrstvi
* Funkcionalizované nahrady tkani a organ
* Funkcionalizované |éCiva
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Istorie

e
* 1885 Wilhelm Roux — tkan kureciho embrya
e Teply solny roztok
e Udrzel tkan pri zivoté néekolik dni
* Ross Granvillle Harrison — nervové bunky z zabiho
rarodku

* Problém s kontaminaci = asepticka prace, autoklavovani
e UdrzZel bunky pri Zivoté vice nez 5 tydnu

e 1910 Montrose Burrows a Alexis Carrel — zavedeni
kultivace in-vitro

e Kultivacni médium
e Kultivacni substraty



Ziskani bunéecne kultury

e
* [zolace bunécného typu z rostliny nebo zivocicha

* Mechanické rozvolnéni tkane

* Enzymatické natraveni tkané - kolagenaza, elastaza nebo
trypsin
* Gradientni centrifugace — separace slozek

* Primokultura — fenotypizované bunky

* Kmenové bunky — ,univerzalni“ bunky
* Bunécna proliferace
* = konfluentni stav

* = pasazovani
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Bunecne linie

* Postupnym délenim dochazi ke zkracovani telomer

e Hayflickuv limit — ca. 50 déleni — senescentni bunky,
bunécna smrt

* Nadorové, imortalizované®uriky
e Kontinualni bunécna linie
 Neomezeny pocet déleni

* 1951 — Henrieta Lacks — Hela
karcinom délozniho Cipku

https://en.wikipedia.org/wiki/H.enrietta_Lacks
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Morfologie bunecnych kultur

* Bunky suspenzni
* Bunky , kulovitého” tvaru — homogenné v kultivacnim médiu -
suspenze
» RotacCni bioreaktory, trepacky apod.
 Hematopoetické bunky

\

https://www.fishersci.com

https://www.microscopyu.com/
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Morfologie bunecnych kultur

* Bunky adherentni (prisedlé)
e Rust na povrchu — adheze na povrch

* Vyzaduji kontakt s mezibunécnou hmotou — dno kultivacni
nadoby

 \ pripadé Ze nemuzou adherovat dochazi k apoptdze (anoikis
— bezdomova)

* Rozdilny tvar pro riizné bunécné typy

https://www.fishersci.com
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Podminky pro rust bunek in-vitro

s
* Snaha je vytvorit fyziologické podminky

* Teplota 37 °C

* Atmosféra obohacena o5 % CO, — odpovida pomérum
extracelularni tekutiny, udrzeni pH, uhli¢itanovy pufr

 Relativni vlhkost >90 % - omezeni odparu kultivacniho
média a zmény osmotickych poméru

* Bunecne inkubatory p—— s—

https://www.phchd.com
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Kultivacni medium
e
* [zotonicky roztok, pH 7,4 optimalné, 280-320 mOsm

* Anorganické ionty (Na+, K+, Ca2+, Mg2+, Cl-, PO43-,
SO42-, HCO3-),

* Glukdzu nebo vyssi cukry jako zdroj energie
* Aminokyseliny a vitaminy, antibiotika, antimikotika

* Fetalni hovézi sérum — zdroj rustovych faktord,
hormonu, proteiny umoznujici adhezy
e Rozdilné sarze
e Bezssérova média

* Indikace pH — fenolova Cerven
° alfa-MEM’ DMEM’ EBMZ (EGMZ) """ https://www.thermofisher.com/
O
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Rust bunék - proliferace

* Rustova krivka bunék 3 (resp. 4 faze)

Stationary phase

\Jeath phase
Log phase

Lag phase

Number of cells (log)

https://www.leica-microsystems.com  Time (days)
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Rust bunék - proliferace

e
 LAG-FAZE: ahdeze bunék na povrch, rozprostfeni

* U linii ca do 30 minut
e U primokultur mize doba vyrazné delsi — hodiny az dny

* LOG-FAZE: buriky se mnoZi geometrickou fadou. RUst
probiha tou nejvyssi rychlosti, casem dochazi k
vycerpani zivin z prostredi, rychlost rustu se zpomaluje.

« STACIONARNI FAZE: Ziviny jsou vy&erpany, dochazi k
hromadéni metabolitl; je pozastaven rust —bakterie se
nemnozi, ale ani nehynou, udrzuji bazalni
metabolismus.






