
BUNBUNĚČĚČNNÉÉ KULTURYKULTURY

JEJICH VYUJEJICH VYUŽŽITITÍÍ A METODOLOGIEA METODOLOGIE



TKTKÁÁŇŇOVOVÉÉ (BUN(BUNĚČĚČNNÉÉ) KULTURY ) KULTURY IN VITROIN VITRO

žživoivoččiiššnnéé, , rostlinnrostlinnéé, , hmyzhmyzíí, , rybrybíí atdatd..
ŽŽivoivoččiiššnnéé bunbuněčěčnnéé kulturykultury ((zzíískanskanéé zz rrůůznýchzných tktkáánníí napnapřř. . hlodavchlodavcůů jakojako jeje

mymyšš, , krysakrysa, , kkřřeeččekek nebonebo opicopic, , ččlovlověěkaka))

PRIMPRIMÁÁRNRNÍÍ KULTURYKULTURY -- bubuňňky zky zíískanskanéé ppřříímo zmo z žživoivoččiiššných tkných tkáánníí, , kousek tkkousek tkáánněě, , 
nutnnutnáá disociace (rozvolndisociace (rozvolněěnníí) bun) buněěk a odstrank a odstraněěnníí nenežžáádoucdoucíích ch ččááststíí, , 
omezenomezenáá doba kultivace, specifickdoba kultivace, specifickéé popožžadavkyadavky

BUNBUNĚČĚČNNÉÉ LINIELINIE -- adaptovanadaptovanéé na dlouhodobý rna dlouhodobý růůst st in vitroin vitro

diploidndiploidníí -- karyotypkaryotyp identickýidentický ss žživoivoččiiššnýmným druhemdruhem, z, z nněěhohožž bylybyly izolovizolováányny
vvěěttššinou omezený poinou omezený poččet paset pasáážžíí, st, stáárnou a hynou (omezený tzv. rnou a hynou (omezený tzv. ““lifelife--spanspan””))
heteroploidnheteroploidníí -- karyotypkaryotyp a a ččastoasto i i morfologiemorfologie odliodliššnnéé, , dlouhodobdlouhodobáá kultivace kultivace 
UdrUdržžujujíí se tzv. se tzv. paspasáážžovováánníímm -- ururččitýitý popoččetet bunbuněěkk se se popo ururččititéé dobdoběě ppřřeneseenese do do 

ččerstverstvééhoho žživnivnééhoho prostprostřřededíí

ADHERENTNADHERENTNÍÍ kulturykultury -- rostou prostou přřichyceny kichyceny k pevnpevnéému podkladu (kultivamu podkladu (kultivaččnníí
nnáádobky, dobky, mikronosimikronosiččee))

SUSPENZNSUSPENZNÍÍ kulturykultury -- nevynevyžžadujadujíí podkladpodklad, , rostourostou volnvolněě vv mméédiudiu



HlavnHlavníí komerkomerččnníí dodavateldodavateléé bunbuněčěčných lininých liniíí

The American Type Culture Collection (ATCC)

http://www.atcc.com/

The European Collection of Cell Cultures (ECACC)

http://www.ecacc.org.uk/





SpeciSpeciáálnlníí plastikovplastikovéé lahvilahviččky,  misky rky,  misky růůznznéé velikostivelikosti –– sterilnsterilníí
KultivaceKultivace vv žživnivnéém mm méédiu podle rdiu podle růůstových a metabolických postových a metabolických požžadavkadavkůů
bunbuněěk vk v termostatu stermostatu s řříízenou atmosfzenou atmosféérou rou -- 373700 C, 95% vlhkost, 5% COC, 95% vlhkost, 5% CO22..
NutnNutnáá ppřříísnsnáá sterilitasterilita!!!!!!!! -- sterilnsterilníí roztoky, plastik. nroztoky, plastik. náádobky, sklo, pipety atd.dobky, sklo, pipety atd., , 
sterilizace autoklsterilizace autokláávem (120 vem (120 00CC)),, nebo horkým vzduchem (180 nebo horkým vzduchem (180 00C)C)
PrPrááce ve ce ve sterilnsterilníím laminm lamináárnrníím boxum boxu (typ (typ BioHazardBioHazard –– laminlamináárnrníí proudprouděěnníí
vzduchu, filtry vzduchu, filtry --chrchráánníí i ui užživatele ivatele -- prprááce sce s nebezpenebezpeččnými viry apod.)nými viry apod.)

ZZáákladnkladníí mméédiumdium je balancovanje balancovanéé chemickchemickéé prostprostřřededíí -- zdroj pro energii a zdroj pro energii a 
biosyntbiosyntéézu.zu.
DoplDoplňňky:ky: a) nedefinovana) nedefinovanéé slosložžky ky -- zvzvíířřececíí sséérara (hov(hověězzíí, telec, telecíí, , fetfetáálnlníí, , 
kokoňňskskéé))
b) b) definovandefinovanéé slosložžkyky ((rrůůstovstovéé faktoryfaktory, , hormonyhormony atdatd.) .) -- specializovanspecializovanéé podlepodle
typutypu bunbuněěkk
ŽŽivoivoččiiššnnáá sséérara
nejdranejdražžšíší sousouččáást mst méédia dia -- ze zvze zvíířřat z ekologicky mat z ekologicky máálo polo pošškozených oblastkozených oblastíí
vhodnvhodnéé definovandefinovanéé nnááhrady shrady séérr
Antibiotika a Antibiotika a antimykotikaantimykotika
penicilinpenicilin + streptomycin, + streptomycin, gentamgentamiicincin (i (i protiproti mykoplazmatmykoplazmatůůmm))

KULTIVACE BUNKULTIVACE BUNĚĚKK



SuspenznSuspenzníí bubuňňkyky -- popo spospoččííttáánníí bunbuněěkk se se ččáástst supenzesupenze doplndoplníí ččerstvýmerstvým
kultivakultivaččnníímm mméédiemdiem

AdherentnAdherentníí ((ppřřisedlisedléé) ) bubuňňkyky -- uvolnuvolněěnníí odod podkladupodkladu a a rozvolnrozvolněěnníí shlukshlukůů
enzymyenzymy napnapřř. . trypsinemtrypsinem, , spospoččííttáánníí bunbuněěkk, , vysetvysetíí do do ččerstverstvééhoho mméédiadia..
NNěěkterkteréé bubuňňkyky vyvyžžadujadujíí tzvtzv. feeder layer . feeder layer -- vrstvuvrstvu bunbuněěkk inaktivovanýchinaktivovaných
zzáářřeneníímm nebonebo chemickychemicky slousloužžííccíí jakojako podkladpodklad pro pro rrůůstst specifickýchspecifických typtypůů
bunbuněěkk
KultivaceKultivace veve sterilnsterilnííchch plastikovýchplastikových lahvilahviččkkááchch se se ššroubovacroubovacíímimi uzuzáávvěěryry nebonebo
vv miskmiskááchch rrůůznznéé velikostivelikosti..

VelkokapacitnVelkokapacitníí kultivacekultivace -- na mikrona mikroččáásticsticíích ve velkých kontejnerech ch ve velkých kontejnerech --
automatickautomatickáá výmvýměěna mna méédiadia

UchovUchováávváánníí bunbuněěk vk v hlubokozmrazenhlubokozmrazenéémm stavustavu ((--180 180 00C C -- mraznicemraznice, , tekutýtekutý
dusdusííkk) ) veve specispeciáálnlnííchch ampulampulííchch a kontejnerech a kontejnerech nněěkolik let. Nutnkolik let. Nutnéé
kryoprotektivumkryoprotektivum ((protiproti tvorbtvorběě krystalkrystalůů vodyvody) ) -- vvěěttššinouinou dimetylsulfoxiddimetylsulfoxid nebonebo
glycerol. glycerol. ZmrazovZmrazováánníí jeje pomalpomaléé ((řříízenzenéé popo 1 1 00C), C), rozmrazovrozmrazováánníí rychlrychléé --
ponoponořřeneníí ampulampulíí do do llááznzněě 37 37 00C.C.



VYUVYUŽŽITITÍÍ BUNBUNĚČĚČNÝCH KULTURNÝCH KULTUR

BunBuněčěčnnéé kulturykultury se se stalystaly nnáástrojemstrojem pro pro detekcidetekci a a objasobjasňňovováánníí mechanismmechanismůů
úúččinkinkůů bunbuněčěčnýchných regulreguláátortorůů a a gengenůů, , kterkteréé ururččujujíí individuindividuáálnlníí aspektyaspekty
chovchováánníí bunbuněěkk. . TatoTato technologietechnologie umoumožžnilanila pokrokpokrok veve virologiivirologii, , somaticksomatickéé
bunbuněčěčnnéé geneticegenetice, , endokrinologiiendokrinologii, , toxikologiitoxikologii, , farmakologiifarmakologii, , hematologiihematologii, , 
imunologiiimunologii i i veve výzkumuvýzkumu karcinogenezekarcinogeneze a a stalastala se se významnýmvýznamným nnáástrojemstrojem
vývojovvývojovéé biologiebiologie, , komplexnkomplexníí tktkááňňovovéé fyziologiefyziologie a a prprůůmyslovmyslovéé výrobyvýroby
specifickýchspecifických bunbuněčěčnýchných produktproduktůů..

VýhodyVýhody::
lzelze sledovatsledovat úúččinkyinky rrůůznýchzných faktorfaktorůů a a mechanismymechanismy studovanýchstudovaných dděějjůů bezbez

nenežžáádoucdoucíí interakceinterakce s s bubuňňkamikami jinýchjiných typtypůů nebonebo tktkáánníí, , úúččinkuinku humorhumoráálnlnííchch
faktorfaktorůů i i celkovcelkovééhoho stavustavu organismuorganismu

lzelze zzíískatskat rozsrozsááhlhléé populace populace bunbuněěkk shodnýchshodných vlastnostvlastnostíí a a sledovatsledovat jejichjejich
reakcereakce v v kontrolovatelnýchkontrolovatelných podmpodmíínknkááchch

homogenitahomogenita, , reprodukovatelnostreprodukovatelnost a a mnomnožžstvstvíí materimateriáálulu umoumožňžňujeuje studovatstudovat a a 
odhalovatodhalovat zzáákladnkladníí mechanismymechanismy vybranýchvybraných aspektaspektůů chovchováánníí ttěěchtochto bunbuněěkk

specifickspecifickéé bunbuněčěčnnéé kulturykultury lzelze vyuvyužžíítt kk produkciprodukci a a zzíískskáávváánníí mnomnožžstvstvíí
ddůůleležžitýchitých biologickýchbiologických lláátektek ((enzymyenzymy, , hormonyhormony) ) -- hybridomyhybridomy

eticketickéé hlediskohledisko -- systsystéémm omezujeomezuje vyuvyužžíívváánníí laboratornlaboratornííchch zvzvíířřatat
NevýhodyNevýhody::
umuměělýlý zjednoduzjednoduššenýený systsystéémm
poznatkypoznatky nelzenelze bezebeze zbytkuzbytku aplikovataplikovat nana podmpodmíínkynky in vivoin vivo



BuBuňňkyky nezralnezraléé ((nediferencovannediferencovanéé nebonebo ččáástesteččnněě diferencovandiferencovanéé))
►► bubuňňkyky kmenovkmenovéé ((totitoti-- nebonebo pluripotentnpluripotentníí))
►► bubuňňkyky progenitorovprogenitorovéé
JsouJsou schopnyschopny sebeobnovysebeobnovy, , mohoumohou se se ddáálele dděělitlit a a diferencovatdiferencovat do do zralejzralejšíšíchch ststáádidiíí..
CharakteristickCharakteristickéé pro pro embryonembryonáálnlníí stadium a vstadium a v dospdospěělléémm organismuorganismu pro pro nněěkterkteréé

tktkáánněě ((krevnkrevníí tktkááňň, , ststřřevnevníí a a kokožžnníí epitelepitel, , zzáároderodeččnnéé bubuňňkyky).).
SchopnSchopnéé kultivacekultivace a a dozrdozráávváánníí in vitroin vitro veve specifickýchspecifických podmpodmíínknkááchch..

BuBuňňky zralky zraléé -- diferencovandiferencovanéé
RozrRozrůůznzněěnnéé podle typu tkpodle typu tkáánněě se specifickými vlastnostmi. Nejsou schopny se dse specifickými vlastnostmi. Nejsou schopny se dáále le 

dděělit, stlit, stáárnou a umrnou a umíírajrajíí apoptapoptóózouzou ((nervovnervovéé, , jaternjaterníí bubuňňkyky apodapod.).)
SchopnSchopnéé kultivacekultivace in vitroin vitro omezenýomezený popoččetet paspasáážžíí ((diploidndiploidníí stavstav) ) nebonebo se z se z nichnich

vytvvytváářřejejíí heteroploidnheteroploidníí permanentnpermanentníí linielinie..

BunBuněčěčnnéé populace  populace  in vitroin vitro

ImortalizovanImortalizovanéé nnáádorovdorovéé linielinie
asynchronnasynchronníí -- bubuňňkyky se se nachnacháázejzejíí v v rrůůznýchzných ffáázzííchch bunbuněčěčnnééhoho cyklucyklu -- ppřřirozenýirozený

stavstav
synchronnsynchronníí -- bubuňňkyky jsoujsou veve stejnstejnéé ffáázizi bunbuněčěčnnééhoho cyklucyklu -- umuměělele navozennavozenéé rrůůznýmiznými

chemickýmichemickými lláátkamitkami, , homogennhomogenníí populace, populace, stejnstejnéé reakcereakce
VyuVyužžititíí::
ppřřii výzkumuvýzkumu dděějjůů vváázanýchzaných nana ururččitouitou ffáázizi bunbuněčěčnnééhoho cyklucyklu
v v praxipraxi v v nnáádorovdorovéé terapiiterapii ((llééččbaba cytostatikycytostatiky))



KREVNKREVNÍÍ BUBUŇŇKYKY

primprimáárnrníí -- zz krvekrve nebonebo kostnkostníí ddřřeneněě ččlovlověěkaka a a laboratornlaboratornííchch zvzvíířřatat
detekcedetekce jednotlivýchjednotlivých typtypůů a a popoččttůů nana hemocytometruhemocytometru
kultivacekultivace progenitorprogenitorůů in vitroin vitro -- BFUBFU--E, CFUE, CFU--S, GMS, GM--CFU CFU -- vyvyžžadujadujíí specifickspecifickéé

podmpodmíínkynky a a specifickspecifickéé rrůůstovstovéé faktoryfaktory ((erytropetinerytropetin, GM, GM--CSF, ILCSF, IL--3 3 apodapod.).)
VyuVyužžititíí ppřři transplantaci transplantacíích ch –– namnonamnožženeníí bunbuněěkk

permanentnpermanentníí llíínienie -- zz krvekrve leukemickýchleukemických pacientpacientůů nebonebo lab. lab. zvzvíířřatat
HLHL--6060 -- lidsklidskáá promyelocytpromyelocytáárnrníí leukleukéémiemie -- promyelocytypromyelocyty schopnschopnéé diferencovatdiferencovat in in 
vitrovitro -- bipotentnbipotentníí, , deficientndeficientníí vv p53p53

kyskys. . retinovretinováá (RA), DMSO (RA), DMSO -- diferenciacediferenciace do do granulocytgranulocytůů
vitvit. D3., . D3., forbolforbol ester (TPA), ester (TPA), butyrbutyráátt -- diferenciacediferenciace do do monocytmonocytůů--makrofmakrofáággůů
VhodnýVhodný model pro model pro 
►► studiumstudium regulaceregulace proliferaceproliferace, , diferenciacediferenciace a a apoptapoptóózyzy myeloidnmyeloidnííchch bunbuněěkk
►► studiumstudium ppřřííččinin leukemickýchleukemických poruchporuch
►► studiumstudium úúččinkinkůů kyselinykyseliny arachidonovarachidonovéé (AA), (AA), eikosanoideikosanoidůů a a cytokincytokinůů (TGF(TGF--ββ a a 

TNFTNFαα))



PPřřii diferenciacidiferenciaci

se mse měěnníí morfologie bunmorfologie buněěk (mikroskopickk (mikroskopickáá detekce na prepardetekce na preparáátech tech 
zz cytocentrifugycytocentrifugy))
stoupstoupáá aktivitaaktivita specifickýchspecifických enzymenzymůů ((napnapřř.nespecifick.nespecifickéé esteresteráázyzy))
stoupstoupáá expreseexprese specifspecif. . povrchovýchpovrchových antigenantigenůů (CD11b, CD 14) (CD11b, CD 14) -- FCMFCM
vznikvznikáá schopnostschopnost fagocytfagocytóózyzy a a produkceprodukce kyslkyslííkovýchkových radikradikáállůů ((mměřěřeneníí
redukceredukce NBT NBT nebonebo chemiluminiscenchemiluminiscenččnněě))
U937 U937 -- promonocytpromonocytáárnrníí leukleukéémiemie -- promonocytypromonocyty schopnschopnéé diferencovatdiferencovat do do 
monocytmonocytůů popo RA, DMSO, TPA, RA, DMSO, TPA, mutovanýmutovaný p53p53
ML 1ML 1 -- lidsklidskáá myeloidnmyeloidníí leukleukéémiemie -- normnormáálnlníí (wild type) p53(wild type) p53



EPITELIEPITELIÁÁLNLNÍÍ BUBUŇŇKYKY

zz adenokarcinomuadenokarcinomu kolonukolonu -- llíínienie HT29HT29, CaCO2, HCT115, CaCO2, HCT115 -- nnáádorovdorovéé bubuňňky ky , , 
FHC FHC –– fetfetáálnlníí ststřřevo evo –– nennenáádorovdorovéé. S. Schopnchopnost ost diferencovat diferencovat in vitroin vitro po po 
ppůůsobensobeníí butyrbutyráátutu sodnsodnééhoho ((NaBtNaBt):):

►► rrůůstst aktivityaktivity alkalickalkalickéé fosfatfosfatáázyzy
►► morfologickmorfologickéé zmzměěnyny doprovdoprováázenzenéé polymerizacpolymerizacíí FF--aktinuaktinu
►► vývýššeneníí expreseexprese adhezadhezíívnvnííchch molekulmolekul -- EE--kadherinukadherinu
VhodnýVhodný model model 
►► pro pro studiumstudium regulaceregulace prolifprolif., dif. a ., dif. a apoptapoptóózyzy epiteluepitelu ststřřevaeva a a mechanismmechanismůů

vznikuvzniku nnáádordorůů kolonukolonu
►► pro pro studiumstudium úúččinkinkůů nenasycnenasyc. MK a . MK a cytokincytokinůů
Pro Pro ekotoxikologickekotoxikologickéé studiestudie jsoujsou vhodnvhodnéé
►► bubuňňkyky zz kkůžůžee -- keratinocytykeratinocyty -- llíínienie HaCaTHaCaT -- normnormáálnlníí bubuňňkyky ss aktivnaktivníímm

metabolismemmetabolismem AA a AA a citlivcitlivéé kk ppůůsobensobeníí cytokincytokinůů
►► jaternjaterníí bubuňňkyky: : primprimáárnrníí hepatocytyhepatocyty ((kryskrysíí)), , llíínienie nnáádorovýchdorových bunbuněěkk

hepatomuhepatomu ((lidsklidskééhoho nebonebo hlodavchlodavcůů)), krys, krysíí jaternjaterníí fibroblastyfibroblasty
►► genetickygeneticky modifikovanmodifikovanéé bunbuněčěčnnéé llíínienie::
pro pro detekcidetekci dioxinovdioxinovéé aktivityaktivity (H4IIELuc) (H4IIELuc) 
pro pro detekcidetekci estrogennestrogenníí aktivityaktivity (MCF(MCF--7, MVLN) 7, MVLN) studovanýchstudovaných lláátektek
VnesenýVnesený gen gen ss luciferluciferáázouzou -- intenzitaintenzita odrodráážžíí aktivaciaktivaci ppřřííslusluššnýchných

vnitrobunvnitrobuněčěčnýchných receptorreceptorůů ((AhRAhR nebonebo ER) a je ER) a je detekovdetekováánana na na luminometruluminometru

►►



VYBAVENVYBAVENÍÍ LABORATOLABORATOŘŘE PRO KULTIVACE BUNE PRO KULTIVACE BUNĚĚKK

►► SterilnSterilníí prostprostřřededíí –– specispeciáálnlníí plastik, sklo, pipetyplastik, sklo, pipety
(sklen(skleněěnnéé, automatick, automatickéé --rrůůznznéé objemyobjemy
autoklautoklááv, horkovzduv, horkovzduššnnáá sterilizace (130 sterilizace (130 oCoC))
►► Klimatizace, UV svKlimatizace, UV svěětlotlo
►► DestilaDestilaččnníí ppřříístrojstroj na superna superččistou voduistou vodu
►► LaminLamináárnrníí box (Biohazard) box (Biohazard) –– laminlamináárnrníí proudprouděěnníí vzduchuvzduchu, , 
filtryfiltry –– sterilnsterilníí prostprostřřededíí pro pro prpráácici, , ochranaochrana ppřřii prpráácici
►► InkubInkubáátor tor –– 37 37 oCoC, 5% CO2, 95% , 5% CO2, 95% vlhkostvlhkost
►► PoPoččíítatačč ččáásticstic ((bunbuněěkk) ) 
►► InverznInverzníí mikroskopmikroskop
►► CentrifugyCentrifugy
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------



►► ELISA readerELISA reader
►► CytocentrifugaCytocentrifuga
►► FluorescenFluorescenččnníí mikroskopmikroskop
►► VysokoobrVysokoobráátkovtkováá chlazenchlazenáá centrifugacentrifuga ((výmvýměěnnnnéé rotoryrotory))
►► PrPrůůtokový tokový cytometrcytometr ((FACSCaliburFACSCalibur, , BecktonBeckton Dickinson)Dickinson)
laserylasery, 4 , 4 fluorescfluoresceencence, , sortovacsortovacíí modulmodul
stanovenstanoveníí nněěkolikakolika parametrparametrůů sousouččasnasněě u u rozsrozsááhlýchhlých
bunbuněčěčnýchných populacpopulacíí
►► FluostarFluostar –– multifunkmultifunkččnníí ppřříístrojstroj –– spektrofotometrspektrofotometr, , fluorimetrfluorimetr, , 
chemiluminometrchemiluminometr
►► ZaZařříízenzeníí pro molekulpro molekuláárnrníí biologiibiologii
►► VýkonnVýkonnáá výpovýpoččetnetníí technikatechnika



MMÉÉDIADIA

ŘŘadaada druhdruhůů podlepodle typutypu bunbuněěkk ((EaglovoEaglovo, , DulbeccoDulbecco, RPMI, RPMI--1640), 1640), doddodáávajvajíí se se 
kompletnkompletníí tekuttekutáá, , koncentrkoncentráátyty, , prprášáškovkováá -- skladovskladováánníí 40 C. 40 C. 
NutnNutnáá kvalitnkvalitníí apyrogennapyrogenníí vodavoda o o vodivostivodivosti 0,20,2--00--1 1 µµS a S a chemikchemikáálielie nejvynejvyššíšší ččistotyistoty. . 
NutnNutnáá sterilizacesterilizace ppřřeses filtrfiltr 0,2 0,2 µµm.m.
ZZáákladnkladníí slosložžkyky::
GlukGlukóózaza ((nebonebo galaktgalaktóózaza) a ) a glutaminglutamin -- zdrojzdroj energieenergie a a uhluhlííkuku
AminokyselinyAminokyseliny -- zdrojzdroj energieenergie a a dusdusííkuku
VitamVitamíínyny -- kofaktorykofaktory pro pro enzymatickenzymatickéé reakcereakce
LipidyLipidy -- esenciesenciáálnlníí mastnmastnéé kyselinykyseliny, cholesterol, , cholesterol, etanolaminetanolamin apodapod..
AnorganickAnorganickéé solisoli -- zajizajiššťťujujíí osmolalituosmolalitu, , tlumtlumíí acidituaciditu, , nutrinutriččnníí faktorfaktor
PufraPufraččnníí solnsolnéé smsměěsisi -- EarlEarlůůvv roztokroztok ((fyziologfyziolog. . roztokroztok ss vysokýmvysokým obsahemobsahem
NaHCO3) NaHCO3) -- kultivacekultivace vv řříízenzenéé atmosfatmosfééřřee ss regulovanýmregulovaným obsahemobsahem 5% CO2  5% CO2  
zabrazabraňňujeuje rozpadurozpadu a a alkalizacialkalizaci mméédiadia. . 
PoPožžadovanadovanéé pH pH vvěěttššinouinou 7,2 7,2 -- 7,4 7,4 -- úúpravaprava HClHCl a a NaOHNaOH
OtevOtevřřenýený systsystéémm -- PetrihoPetriho miskymisky nebonebo lahvilahviččkyky ss povolenýmpovoleným uzuzáávvěěrenren
OptickOptickáá kontrolakontrola -- indikindikáátortor fenolovfenolováá ččerveerveňň
OrganickOrganickéé pufrapufraččnníí systsystéémymy -- HEPES 20mMHEPES 20mM







nejčastěji používané fetální bovinní sérum
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PrPrůůtokovtokováá
((flowflow) ) cytometriecytometrie::

jedna z hlavnjedna z hlavníích ch 
poupoužžíívaných vaných 
metodologimetodologiíí



DETEKCE PROLIFERADETEKCE PROLIFERAČČNNÍÍ AKTIVITY BUNAKTIVITY BUNĚĚKK

RRůůst bunst buněěk k 
popoččty bunty buněěk (k (BBüürkerovarkerova komkomůůrkarka, Coulter Counter) v, Coulter Counter) v ččasovýchasových intervalechintervalech odod
vysetvysetíí ururččititééhoho popoččtutu -- rrůůstovstovéé kkřřivkyivky
spektrofotometrickspektrofotometrickéé stanovenstanoveníí celkovýchcelkových proteinproteinůů -- AmidoAmido blackblack
dobadoba zdvojenzdvojeníí populace (doubling time),populace (doubling time),
generageneraččnníí dobadoba ((trvtrváánníí bunbuněčěčnnééhoho cyklucyklu))

Metabolicky aktivnMetabolicky aktivníí ččáást populacest populace
izotopovizotopovéé metody metody -- stanovenstanoveníí podpodíílu populace syntetizujlu populace syntetizujííccíí DNA DNA -- inkorporace 3Hinkorporace 3H--
tymidinu do DNA tymidinu do DNA -- detekcedetekce hladinyhladiny radioaktivityradioaktivity autoradiografickyautoradiograficky nebonebo scintilascintilaččnněě ––
detektordetektor ββ zzáářřeneníí
spektofotometrickspektofotometrickéé metodymetody -- inkorporaceinkorporace bromdeoxyuridinubromdeoxyuridinu -- detekcedetekce pomocpomocíí
navnaváázzáánnéé protilprotiláátkytky -- ELISA reader ELISA reader nebonebo prprůůtokovtokováá cytometriecytometrie (FCM)(FCM)
metodametoda redukceredukce MTT MTT nana formazanformazan -- zalozaložženoeno nana aktivitaktivitěě mitochondrimitochondriíí

StanovenStanoveníí mitotickmitotickééhoho indexuindexu
mikroskopickmikroskopickéé stanovenstanoveníí podpodíílulu bunbuněěkk vv mitmitóózeze nana řřezechezech zz tktkáánníí ččii bunbuněčěčnýchných
preparpreparáátechtech



DetekceDetekce popoččtutu bunbuněěkk vv jednotlivýchjednotlivých ffáázzííchch bunbuněčěčnnééhoho cyklucyklu
FFlowlow cytometriecytometrie -- procento bunprocento buněěk vk v G0/G1, SG0/G1, S a G2/M fa G2/M fáázizi
StanovenStanoveníí ddéélky flky fáázzíí bunbuněčěčnnéého cykluho cyklu -- autoradiografickautoradiografickéé metodymetody, BrDU, BrDU

Testy Testy cytotoxicitycytotoxicity
MTT testMTT test
StanovenStanoveníí viability viability -- vitvitáálnlníí barvenbarveníí trypanovoutrypanovou modmodřříí nebonebo eosinemeosinem

Detekce Detekce apoptapoptóózyzy/nekr/nekróózyzy
Morfologicky Morfologicky ––svsvěětelný mikroskoptelný mikroskop
FluorescenFluorescenččnníí mikroskopmikroskop
FlowFlow cytometriecytometrie ((AnnexinVAnnexinV, TUNEL, subG0/G1 populace), TUNEL, subG0/G1 populace)





►► Na počátku stojí pracovní hypotéza, kterou ověřujeme

►► Důležité jsou časové a koncentrační závislosti (dose-response)

►► Studium působení jednotlivých faktorů nebo jejich kombinací
(multivariační analýzy)

►► Souvislost proliferace, diferenciace a apoptózy na buněčné úrovni

►► Po stanovení základních cytokinetických dat studium detailnějších 
mechanismů účinků na subbuněčné a molekulární úrovni

►► Experimenty se opakují nezávisle nejméně 3x (v případě nejasností i 
vícekrát) a v mnoha případech zahrnují ještě paralelní měření, která
upřesňují získanou hodnotu.

►► Výsledky jsou vždy statisticky zhodnoceny  a je určena významnost 
rozdílů.

►► Výsledky jsou prezentovány formou tabulek, grafů nebo reprezentativních 
obrázků či fotografií.



PPřřííklady výsledkklady výsledkůů s vyus využžititíím m 
bunbuněčěčných lininých liniíí



RRůůstovstovéé kkřřivkyivky











KoncentraKoncentraččnníí zzáávislosti vislosti 

((dosedose--response)response)







vyjádření v % kontroly
(neovlivněná
populace=100%)











PARAMETRY BUNPARAMETRY BUNĚČĚČNNÉÉHO CYKLUHO CYKLU













EXPRESE PROTEINU (WESTERN BLOTTING)EXPRESE PROTEINU (WESTERN BLOTTING)
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Detekce buněčné diferenciace

(aktivita alkalické fosfatázy, spektrofotometrie)
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Detekce buněčné diferenciace
(obsah F-aktinu FITC značený phalloidin- konfokální mikr.)
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