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ANOTACE

V mé bakalaiské praci ,,Izolace bun€k z periferni krve® se zabyvam mononuklearnimi bunkami
z periferni krve a jejich izolaci pomoci imunologickych a fyzikalné-chemickych separaci. Prvni
¢ast je zaméiena na popis mononuklearnich bunck. Dalsi ¢ast je vénovana separacnim metodam
a podrobnému popisu izolace. Posledni ¢ast prace je veénovana bunécné kultivaci

a kryoperezervaci.

KLICOVA SLOVA

mononuklearni bunky, izolace, Percoll, Ficoll, kultivace

TITLE

Isolation of peripheral blood cells

ANNOTATION

In my Bachelor Thesis “Isolation of peripheral blood cells” | write about mononuclear cells and
their isolation using immunological and physico-chemical methods. The first part is focused on
description of mononuclear cells. In the second part | write about separation methods and detail
description of isolation. The last part is dedicated to cultivation of cells and their

cryopreservation.

KEYWORDS

mononuclear cells, isolation, Percoll, Ficoll, cultivation
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UVOD

Téma bakalatské prace, kterd nese nazev ,Izolace bunék z periferni krve se zabyva
mononuklearnimi buikami, které jsou subpopulaci funkénich imunitnich bunék. Jsou snadno
izolovatelné pomoci imunologickych a fyzikalné—chemickych separaci. Jedna se o hustotni
gradientovou centrifugaci, imunomagnetickou separaci a centrifuga¢ni elutriaci. Provedeni
izolace zalezi na odolnosti a citlivosti na toxiny zkoumanych bunék.

T-lymfocyty a B-lymfocyty zajistuji specifickou imunitu tzv. imunologickou pamét.
Ptirozené zabijece, monocyty a dendritické bunky fadime do nespecifické imunity.

V dnesni dobé¢ je kladen diiraz na vyzkum v oblasti imunologie, hematologickych malignit,
vyvoj vakcin, transplantacni terapie a toxikologie. Diky rychlému rozvoji dochéazi k hlubsimu
pochopeni imunitniho systému a nasledné aplikaci ziskanych poznatkd pfi 1é¢bé imunitnich
chorob.

Cilem této prace je shrnout a prezentovat dostupné informace o izolaci bun¢k z periferni

krve.
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1 MONONUKLEARNI BUNKY

1.1 Lymfocyty

Jedna se o buiky z lymfoidni linie, které maji velké jadro a cytoplasmu obsahujici
ribozomy, mitochondrie, Golgiho aparat a lysozomy. Lymfocyty se podili na specifické imunité
organismu, a tim brani lidské té€lo proti bakteridlnim, virovym a rakovinotvornym
onemocnénim. Diferencuji se na T-lymfocyty, B-lymfocyty a ptirozené zabije¢e (NK bunky).
Lymfocyty vznikaji z lymfatickych bunck v kostni dfeni. Vyskytuji se v krevnim fecisti
a v lymfatické tkani. Nesou povrchové receptory, které umoznuji buiice reagovat s antigenem

(Heath, 1998).

1.1.1 T-lymfocyty

Prvni podtiidou lymfocyti jsou T-lymfocyty, jejichz nazev byl odvozen od thymu, mista
jejich maturace. Specializace téchto bun€k spoc¢iva v rozpoznavani intracelularnich antigen,
se kterymi reaguji diky tzv. antigen prezentujicimi bunitkami (APC). APC antigen zpracovavaji
a vystavuji ho pomoci hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) nachazejiciho se
na vnéjsi strané své cytoplazmatické membrany (Actor, 2014). Dle role téchto komplext je
délime do dvou skupin MHC 1. ttidy a MHC 1. ttidy (Stuve et Vernino, 2016).

Kazdy T-lymfocyt nese specificky receptor pro antigen, ktery se oznacuje jako T-bunécny
receptor. Je schopen rozpoznat komplexy MHC. Tvoti ho dva polypeptidové fetézce afp nebo
vd a komplex nékolika proteinit potiebnych pro pienos signalu z receptoru do buiky.
Na kazdém T-lymfocytu se nachazi membranové koreceptory CD4 nebo CD8, diky kterym

rozeznavame dveé od sebe lisici se skupiny (Scheinecker, 2009).

1.1.1.1 Cytotoxické T-lymfocyty

Cytotoxické T-lymfocyty jsou efektorové bunky, které charakterizuje koreceptor CD8
a jsou oznacovany jako CD8+ T-lymfocyty. Tyto buiniky rozpoznavaji antigen prezentovany
na molekulach MHC . tfidy. Po vystaveni antigenu se CD8+ aktivuje a spusti apoptdzu cilové
buiiky. Niceni cilovych bunék spociva v uvoliiovani cytotoxickych granuli v misté kontaktu
bunék. Obsahem téchto granuli jsou protedzy, granzymy a protein perforin, ktery je schopen
poskodit membranu napadené buriky a zpusobit jeji naslednou smrt (Nutt et Huntington, 2019).

Funkce cytotoxickych T-lymfocytl je znazornéna v nasledujicim obrazku ¢. 1.

13



IL-2 : Activation, p——

‘ proliferation, and
&:’ CDB Toell . differentiation / CD8* T cell

.‘ Granules

00'
00‘

IL-2 receptor

Paired costlmulatory
and adhesion
molecules
LFA-1:ICAM-1
LFA-2:LFA-3

. " Release of
\ perforin and

o

bq:\gb MHC | FasL R}@ - | granzymes
+

cD8

~ ———tn B2M S Polyperfonn
Viral antigens  ® ,-channels

7 s , \ \ / '(Srr:t:?;?:fo\

. tngger apoptosis)
P Achvahon
— of apoptosis Death of
Virus-infected cell virus-infected cell

Obr. 1: Funkce cytotoxickych T-bunék. V levé ¢asti obrazku CD8" buiika rozpozna buiiku virovou,

ktera na svém povrchu exprimuje cizi antigeny s molekulami MHC I. téidy. Dochazi k aktivaci,
proliferaci a diferenciaci cytotoxické butiky. V pravé ¢asti obrazku CD8* buiika uvoliiuje granzymy a

protein perforin. Skrz membranu se uvolnéné latky dostavaji do virové buiiky a zplsobuji jeji

apoptozu, (IL-2 — interleukin, LFA-1, LFA-2, LFA-3 — adhezivni molekuly leukocyti, ICAM-1 —
mezibunééna adhezivni molekula, f2M — > mikroglobulin, Fas, FasL — Fas ligand) (Actor, 2014).

1.1.1.2 Pomocné T-lymfocyty

Pomocné T-lymfocyty vykonavaji regula¢ni funkce, jejich prekurzory nesou koreceptory
CDA4. Proto mohou byt ozna¢ovany jako CD4+ T-lymfocyty. Rozpoznaji antigen prezentovany
ve vazbé na MHC I1. tfidy. Jejich funkce spociva v aktivovani B-lymfocytd a cytotoxickych T-
lymfocyta.

Po setkani s antigenem se diferencuji do dvou podtypt Thl a Th2, které se 1i$i produkci
riznych cytokinl (interleukintl). Lymfocyty Thl produkuji interleukin 2 (IL-2) a IFN-y
(interferon gama) a jejich funkci je aktivace makrofagi. Lymfocyty Th2 produku;ji interleukiny
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 a uplatiiuji se pfi stimulaci B-lymfocyti K produkci protilatek
(Alberts a kol., 2002). Funkce pomocnych T-lymfocytil je znazornéna v nasledujicim obrazku
¢. 2.

14
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Obr. 2: Funkce pomocnych T-bunék. V levé ¢asti obrazku je Th po setkani s antigenem
prezentovanym APC diferencovany na Thl. Thl buiiky aktivuji makrofagy pomoci cytokinii. V pravé
¢asti obrazku Th2 bunky fidi diferenciaci B-bunék, (Ag — antigen, TNF-a — faktor nekrotizujici
nadory) (Actor, 2014).

1.1.2 B-lymfocyty

Druhou podtfidou lymfocytt jsou B-lymfocyty, které dozravaji v kostni dieni. Po opusténi
kostni diené putuji k lymfoidnim organtim.

Jejich stimulace probiha po rozeznani antigenu povrchovym antigenné specifickym B-
bunéénym receptorem (Mason, 1998). Tento receptor je tvofen komplexem proteind. Prvnim
proteinem je imunoglobulin (1g) a dalsi dva proteiny jsou nekovalentné navazany a oznacuji se
jako Iga a IgB. Tato proteinova oblast se u imunoglobulint 1i§i, coz umoziuje kazdé protilatce
vazat se na jakoukoli cizi strukturu. BCR vdzany na membranu rozpoznava a vaze antigen
a prenasi aktivacni signaly do bunky (Kubo et al., 2017).

Mnoho B bunék se diferencuje na plazmatické bunky, které sekretuji velkd mnozstvi
protilatek. Nekteré B builky se po setkdni s antigenem meéni v pamétové burnky, které jsou

soucasti imunitni paméti (Mason, 1998).

1.1.2.1 Imunoglobuliny

Imunoglobuliny jsou glykosylované molekuly proteinu pfitomné na povrchu B bun¢k
slouzicich jako receptory antigenu, nebo jsou vyluCovany do extracelularniho prostoru,
kde mohou vazat a neutralizovat své cilové antigeny. RozliSujeme pét tiid protilatek (IgM, IgD,
IgG, IgA a IgE) (Hoffman et al., 2015).

Jedna molekula protilatky je sloZzena ze dvou tézkych (H) a dvou lehkych (L) fetézct typu

k nebo A, vzajemné spojenych disulfidickymi vazbami. Mezi L a H fetézcem nachazime vzdy

15



jednu vazbu, mezi H a H fetézcem je rlizny pocet vazeb. Lehké a t€zké fetézce se od sebe lisi
poctem aminokyselin a molekulovou hmotnosti. Lehké fetézce sestavaji z jedné variabilni
domény a z jedné nebo vice konstantnich domén. T¢zké fetézce maji jednu variabilni doménu
a tfi Ci Ctyfi konstantni. Vazebné misto pro antigen se nachazi na N-koncové oblasti tézkych

a lehkych fetézcu (Schroeder et Cavacini, 2010).

1.1.3 Ptirozeni zabijeci

Pfirozeni zabijeCi predstavuji relativné malou populaci bunék vrozeného imunitniho
systému, které rozpoznavaji a pfimo ni¢i viroveé infikované nebo transformované bunky.

Vyvijeji se predevs§im v kostni dieni, mohou se vSak také vyvijet v lymfatickych uzlinach
a jatrech (Lotze et Thomson, 2010). Na svém povrchu neexprimuji antigen-specifické
rozpoznavajici receptory. Vyjadiuji dva druhy receptori, které maji opa¢nou funkci. Prvni typ
receptoru zprostiedkovava vazbu na odpovidajici ligand na povrchu cilové bunky, ¢imz
aktivuje své efektorové ucinky. Tento receptor se nazyva aktivacni. Druhy typ receptoru, tzv.
inhibi¢ni receptor, inhibuje ucinek NK bunék. Oba dva druhy receptori mohou rozpoznavat
molekuly MHC 1. tfidy (Zhang et Zheng, 2019). Ptehled hlavnich receptori je zndzornén
na obrazku ¢. 3.

Mechanismus pusobeni NK bun¢k je cytotoxicky, jejich aktivita je zprostfedkovana
pusobenim biologicky aktivnich latek, nachazejicich se v granulich. Jakmile je cilova burka
rozpoznana NK builkou, jeji membranu narusi protein perforin, dojde k vylucovani proteaz
granzymi, které nasledné¢ indukuji apoptdézu buiky. Aktivované buinky produkuji fadu
cytokinti, naptiklad INF-y, GM-CSF (faktor stimulujici kolonie granulocytti a makrofagu),
TNF-B (faktor nadorové nekrozy B) a chemokinti, které vedou k aktivaci bunék podilejicich se
na imunitni reakci. Touto cestou jsou schopny regulovat vrozenou i ziskanou imunitni odpovéd’

(Lotze et Thomson, 2010).
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Obr. 3: Hlavni receptory exprimované na povrchu NK bunék. Receptory jsou rozdélené podle druhu
na aktivacni receptory, inhibi¢ni receptory, cytokinové receptory, aktivacni nebo inhibi¢ni receptory
(Zhang et Zheng, 2019).

1.1.4 Dendritické buiiky

Dendritické bunky (DC) jsou nejucinnéjsi APC bunky. Vyvijeji se V kostni dieni
a od ostatnich bun€k imunitniho systému se li§i tim, Ze mohou exprimovat molekuly MHC 1.
i II. tfidy. Nemaji povrchové imunoglobuliny ani jiné lymfocytarni ¢i monocytarni znaky.
Nezralé DC sidli v perifernich tkanich. Vyznacuji se nizkou expresi MHC molekul,
kostimula¢nich molekul (CD80, CD86) a chemokinovych receptori (CCR7).

Po fagocytoze antigenu se z nezralé DC stava zrala bunka, ktera antigen zpracuje
a prezentuje s MHC molekulami na svém povrchu. Komplex MHC II. tfidy a peptidu je
rozpoznan CD4+ T-lymfocyty, které se timto aktivuji a stimuluji imunitni odpovéd'.

Komplexem MHC 1. tfidy a peptidu dochazi ke stimulaci CD8+ T-lymfocyta.

17



Pri aktivaci T-lymfocyti jsou nutné dva signaly od DC. Prvni signal pfi rozpoznani
antigenu pomoci TCR a druhy signal uskute¢nén pomoci kostimulacnich molekul CD28

na povrchu T-lymfocytu a CD80/86 na povrchu DC (Luckashenak et Eisenlohr, 2013).

1.1.5 Monocyty

Monocyty jsou fagocytujici bufiky cirkulujici v krevnim feciSti. Jsou vybaveny
chemokinovymi receptory a receptory pro rozpoznavani cilovych bunék (viz obr. 4), které
zprostiedkovavaji migraci monocytt z krve do tkani béhem infekce. V tkanich se diferencuji
na makrofagy (Geissmann a kol., 2010). Jejich cytoplasma obsahuje maly pocet granuli
oznacenych jako primérni lysozomy. Tyto granula obsahuji latky, jako kyselou fosfatizu,
peroxidazu, lysozym, neutralni protedzy, elastazu a kolagenazu, které pii pohlceni patogenni
bunky zajistuji mikrobicidni a travici procesy. Kromé této funkce plsobi i jako APC, maji
schopnost fagocytovat a degradovat antigeny a nasledné je piedkladat T-lymfocytim. Pfi
fagocytoze se opsonizované Castice nejprve navazi na specifické receptory na povrchu pomoci
ligandi opsoninti. Poté se na povrchu buinky generuje signal, ktery podporuje proces

internalizace (Furth et Beekhuizrn, 1998).

= CDI16 © oxLDL
CD14 ibLce © ©

@ © 10x-19 SR-Ao O o
0 0
SCARAS

_X3CRI1
CCR5

CD8
CD86

CR2
MHC-II

L-selektin

LFA-1

(A) (B)

Obr. 4: Vyjadreni receptor monocyt a makrofagt. A) Klasicky monocyt, B) klasicky makrofag
(Rojas, 2015).
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2 SEPARACNI METODY

2.1 Hustotni gradientova separace

Jedna se o nejcastéji pouzivanou separa¢ni metodu zaloZzenou na hustotnim gradientu.
Biologicky vzorek je centrifugovan ve vhodném gradientnim médiu pii urcité rychlosti,
az do rozdéleni bunéénych typu do vrstev nebo fazi v zavislosti na jejich hustoté (Sonka et al.,
1983). Podle Stokesova zakona je rychlost sedimentace ¢astic pfimo imérna jejich velikosti
a hustoté vzhledem k hustot& suspenze. Castice se po centrifugaci rozvrstvi od nejspodnéjsi
vrstvy erytrocytl a granulocytil (hustota > 1,077 g/ml), pfes vrstvu gradientniho média, vrstvu
mononuklearnich bun¢k az po nejvyssi vrstvu zaujimajici krevni plazmu (Low et Abas, 2015).

Médium pouzité k oddéleni bun€k pomoci centrifugace ma vertikdln€ ménici se hustotu,
prficemz rozsah hustot lezi v oblasti ocekavanych hustot délenych castic. Béhem
centrifugaéniho procesu se tedy kazdy typ buiiky sedimentuje na tu ¢ast gradientu, v niz se jeji
hustota shoduje s hustotou média. Je-li hustota stiedni gradientové faze a typu bunky stejna,
rychlost sedimentace je rovna nule a buiiky sedimentuji v této fazi namisto dna zkumavky (viz
obr. 5).

Existuji dva typy gradientdi, a to kontinudlni a diskontinudlni. Kontinualni gradient
nejcastéji pouziva roztok Percoll. Po centrifugaci Percollu se ¢astecky rozdé€li podle hustoty,
jedna se o plynulou zménu hustoty v celém rozsahu zkumavky. Pfevrstvenim tohoto gradientu
bunécnou suspenzi a naslednou centrifugaci buniky sedimentuji a usazuji se v oblasti jejich
hustoty. Diskontinualni gradient nej¢astéji vyuziva roztok Ficoll. Separace probiha tak, ze se
médium pievrstvi bunéénou suspenzi. Po centrifugaci se suspenze rozdéli a vytvori se pasy
0 rizné hustoté, kterd roste smérem od horni vrstvy k vrstv€ dolni. Pfechody mezi pasy maji

ostré rozhrani (Sonka et al., 1983).

19



plazma

Kkrev centrifugace
» mononuklearni bunky
separacni meédium
granulocyty
separacni
médium erytrocyty

Obr. 5: Rozvrstveni krve po hustotni gradientové centrifugaci (prevzato a upraveno dle Cell
Applications, INC.).

2.1.1 Gradientova média

Separace bun&¢nych populaci pomoci hustotni gradientové sedimentace vyzaduje peclivé
zvoleni separacnich podminek, aby nedochazelo k nechténé lyze bunék. Pro separaci se
pouzivaji komercné dostupna média, kterd musi spliovat dané podminky. Musi byt pro buiky
zcela netoxicka, neméla by ovliviiovat funkci nebo morfologii bunék a po centrifugaci by méla
byt snadno odstranitelnd. Jejich pfitomnost by neméla zasahovat do Zadnych testl, chemickych
nebo enzymovych markeri. Mezi nejpouzivanéjsi média patii Ficoll-Paque, Percoll, OptiPrep,
Lymphoprep, HISTOPAQUE-1077, NycoPrep 1.077 (viz tab.1) (Fisher et al., 1998).
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Tab. I: Ptehled gradientovych médii (iidaje byly prevzaty ze stranek Sigma-Aldrich).

Separacni Ficoll-Paque Percoll OptiPrep
médium
Vyrobce GE Healthcare, GE Healthcare, Piscataway, | AXIS-SHIELD
Piscataway, USA USA PoC AS, Oslo,
Norway
Slozeni 5,7% Ficoll™ 400 koloidni oxid kiemicity 60% iodixanol
9,0% diatrizoat potazeny
sodny polyvinylpyrrolidonem
Separaéni Lymphoprep HISTOPAQUE1077 NycoPrep
médium 1.077
Vyrobce AXIS-SHIELD PoC Sigma-Aldrich Co., St. AXIS-SHIELD
AS, Oslo, Norway Louis, USA PoC AS, Oslo,
Norway
SloZeni 5,7% polysacharid polysachardza 14,1%
9,1% diatrizoatu diatrizoat sodny nycodenz
sodného 0,44% NaCl
SmM
Tricin/NaOH
2.1.1.1 Percoll

Jedna se o koloidni oxid kfemicity. Dodava se jako pfipravena suspenze Castic oxidu
kfemicit¢tho o priméru 15 nm pokrytych polyvinylpyrrolidonem, o hustot¢ 1,13 g/ml
a osmolalité 15-20 mOsm. Tato suspenze musi byt zfedéna zasobnim roztokem 1,5 M NacCl,
ktery vyrovnava osmoticky tlak. Koloidni povaha Percollu umoziuje vytvaiet vlastni
generované gradienty v rotoru s pevnym thlem v relativné kratkych ¢asech za pouziti velkych

sil vzniklych pomoci nasobku 20 000-30 000 g, v zavislosti na iontovosti fediciho roztoku.

Vyssi iontova sila zvySuje rychlost sedimentace ¢astic oxidu kiemicitého.
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Percoll patii mezi velmi oblibend média diky jeho Sirokému vyuziti, i pfes jeho nevyhody.
Zatimco suspenze je dodavana jako sterilni, fedici roztoky musi byt pied pfidanim do zdsobniho
roztoku Percoll oddé€len¢ autokldvovany. DalSim problémem je pfilnavost ¢astecek oxidu
promyvani maji tendenci poskozovat buiiky, coz vede k niz§imu vytézku bun¢k (Fisher et al.,

1998).

2.1.1.2 Ficoll-Paque PLUS

Ficoll-Paque PLUS je vodny roztok o hustoté 1,077 = 0,001 g/ml obsahujici 5,7 g Ficoll
400 a 9 g diatrizoatu sodného s 0,0231 g disodnovapenaté soli ethylendiamintetraoctové
kyseliny v kazdych 100 ml. Ficoll 400 je synteticky vysokomolekuldrni polymer vyrobeny
polymeraci sachar6zy s epichlorhydrinem. Je extrémné rozpustny ve vod¢. Ficoll 400 se z
oddélenych bun¢k nejlépe odstranuje opakovanym promyvanim. Nevyhodou ptipravku Ficoll
400 je jeho vysoka cena (Fisher et al., 1998).

V porovnani s linearnimi polysacharidy o stejné molekulové hmotnosti ma Ficoll 400
nizkou vnitini hodnotu viskozity a jeho roztoky se vyznacuji nizkymi hodnotami osmotickych
tlaka.

Diatrizoat sodny je v kombinaci s Ficollem vhodnou slouceninou, protoze je vyhodny
z hlediska nizké viskozity s vysokou hustotou. Vzhledem k tomu, Ze diatrizoat sodny je citlivy
na svétlo, musi byt ptipravek Ficoll-Paque PLUS chranén pted svétlem. Funkce diatrizoatu
sodného je zajistit optimalni hustotu a osmolaritu nezbytnou pro uc¢inné odstranéni ostatnich
buné¢k od lymfocyti.

Pripravek Ficoll-Paque PLUS by mél byt skladovan v rozmezi teplot od 4 °C do 25 °C
a chranén ptfed pfimym svétlem. Degradace Ficoll-Paque PLUS je indikovana zménou barvy

Z bezbarvého roztoku na vyrazné zlutou barvu (Wittman, 1980).
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2.2 Pritokova cytometrie

Priutokova cytometrie je piistrojova metoda, diky které je mozné béhem kratkého Casového
useku ziskat analyzu vlastnosti jednotlivych bunék ve vzorku, ktery obsahuje velké mnozstvi
bun¢k. Pouziva se pro imunofenotypizaci rtiznych vzorkd, nejcastéji celé krve a kostni dfené.
Vlastnosti, které lze méfit, zahrnuji charakterizovani a definovani rtuznych typt bunék
V heterogenni bunécné populaci, stanoveni Cistoty izolovanych subpopulaci, expresi bunécnych
povrchovych a intracelularnich proteint a velikost ¢i objem bunék. Rozptylené svétlo v rtiznych
uhlech poskytuje rozdily ve velikosti a vnitini stavby buiky, zatimco paprsek emitovany
Z fluorescencné oznacenych protilatek mize identifikovat bunéény povrch a cytoplazmatické
antigeny (Brown et Wittwer, 2000).

Pritokovy cytometr (viz obr. 6) obsahuje fluidni systém, optiku a elektroniku. Fluidni
systém zajistuje fokusaci bunék nosnou tekutinou do pratokové komory. Tekutina vytvari
laminarni tok, coz umoziuje buiiky jednotlivé analyzovat laserem. Pfi prichodu laserového
paprsku burikou dojde k rozptylu svétla, ktery je méfen dvéma detektory. Prvni detektor méti
rozptyl po draze laseru aje oznacovan jako forward scatter. Umoziiuje rozliSeni velikosti
bungk, jeho intenzita je imérna velikosti a ¢lenitosti buiiky. Druhy detektor méfi bo¢ny rozptyl
a je oznacovan jako side scatter. Poskytuje informace o vnitinim sloZeni bunky. Detektory poté
konvertuji svételné signaly do elektrického signalu, ktery poté vytvaii histogram (Bakke, 2001).

Specifické molekuly v buiice mohou byt detekovany pomoci oznacenych protilatek
fluorescenénimi barvivy (fluorochromy), ktera se mohou specificky vazat s riznymi bunéénymi
sloZkami, jako je napiiklad DNA nebo RNA a mnoho dalSich struktur. Mezi béZné pouZivana
barviva patfi propidium jodid, phycoerythrin a fluorescein. Kdyz oznac¢ené butiky prochazeji
svételnym zdrojem, dochazi k absorpci svétla a fluorescen¢ni molekuly jsou exitovany na vyssi
energeticky stav. Po navratu do svych klidovych stavi fluorochromy emituji svételnou energii.
Pouziti vice fluorochromt s podobnymi exitaénimi vinovymi délkami umoznuje méfit soucasné
nekolik vlastnosti bunky. Vyzatované svétlo se shromazduje ptes optiku, kterd nasméruje
svétlo na fadu dichronickych zrcadel a filtrti, ktera izoluji jednotlivd pasma vinovych délek.
Elektronika ptevadi opticke signdly na signaly elektronické. Dal§im zpracovanim dojde k jejich

digitalizaci pro pocitacovou analyzu (Brown et Wittwer, 2000).
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Obr. 6: Piehled pratokového cytometru (prevzato a upraveno z Abcam).

2.3 Imunomagneticka separace

Magneticka separace je metoda zalozena na principu vazby malych magnetickych ¢astic
na buiiky pomoci specifickych protilatek. Builky, na které je navdzana magneticka castice,
budou v magnetickém poli pfitahovany k magnetu a tim separovany od bun€k nenavazanych.

K dispozici je n€kolik produktli magnetickych castic, které jsou specidlné urceny
pro sortovani bunék. Pracuji na stejném principu, 1iSi se jen v sile magnetického pole
potiebného k oddéleni bun¢k v zavislosti na jejich velikosti.

Magneticka separace je vysoce ucinna a specifickd ve srovndni s centrifugacnimi
¢i filtraénimi metodami (Rossi et al., 2014).
Nejbéznéjsi typ magnetickych ¢astic (> 2um) jsou kulicky Dynabeads produkovany spole¢nosti

Dynal. Jsou navrzeny a vyrobeny z nerozlozitelného materialu tak, aby ve vzorku nezustal
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jakykoli nechtény material nebo aby nepiiznivé neovliviiovaly buiiky béhem izolace (Miltenyi

et al., 1990).

2.3.1 Negativni izolace

Pfi negativni izolaci jsou nejprve ze vzorku odstranény typy bunék, které nejsou
pfedmétem studia. Vzorek se smicha s protilatkami proti v§em nezadoucim buiikam. Po kratké
inkubaci se buitkky promyji, aby se odstranily nevazané volné protilatky. Bunky se resuspenduji
zpét do pufru a smisi se s Dynabeads potazenymi sekundarni protilatkou, kterd je specificka
vuci primarnim protilatkdm na vSech nezadoucich buiikédch. Po kratké inkubaci jsou zbylé
buiiky zachyceny kulic¢kami S pomoci magnetu. Supernatant nyni obsahuje nedotéené cilové

bunky (Zborowski et Chalmers, 2008). Pracovni postup je shrnut v nasledujicim obrazku ¢.7.
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Obr. 7: Negativni izolace bunék (prevzato a upraveno z Thermo Fisher Scientic).
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2.3.2 Pozitivni izolace

Pozitivni izolace je metoda pro separaci cilové bunécné populace ze vzorku, kdy se
magnetické astice Dynabeads potaZené specifickou protilatkou se smisi se vzorkem. Castice
se navazi na bunky s odpovidajicim povrchovym antigenem. Pomoci Dynal magnetu se izoluji
od zbytku vzorku. Promyvanim se odstrani nenavazané bunky. Navazanim magnetickych ¢astic
nedochazi ke zméné zivotaschopnosti separovanych bunék. Pozitivni metoda je oproti negativni

vvvvv

2008). Pracovni postup je shrnut v nasledujicim obrazku ¢. 8.
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Obr. 8: Pozitivni izolace bun€k (prevzato a upraveno z Thermo Fisher Scientic).

2.4 Counter-flow centrifugaéni elutriace

Princip této metody spoéiva ve vyuziti rozdilné velikosti monocytd (10-15 pm)
a lymfocyt (610 pum) pfti protiproudové centrifugacni elutriaci (viz obr. €. 9). Takto rizné
velké bunky Ize od sebe oddélit pomoci tzv. elutriacni centrifugy. Elutriacni centrifuga pracuje
diky specialn¢ navrzenému rotoru, ktery obsahuje systém trubicek potfebnych pro protiproud
tekutiny. Tento rotor umoziuje tok média s butikami proti sméru sily centrifugace. V elutria¢ni
komote maji buiiky tendenci migrovat do zony, kde je jejich sedimentacni rychlost vyvazena
pritokovou rychlosti tekutiny. ZvySenim pritoku elutriani tekutiny nebo snizenim rychlosti
rotoru Ize z komory odizolovat po sobé nasledujici populace s homogenni velikosti bunék.
Po zvySeni pritoku kapaliny zacne sila odporu proudu pievaZovat nad silou odstfedivou
a bunky s mens$i velikosti jsou unaseny pry¢ z komory. Naopak vétsi buiky ziistavaji

Vv elutria¢ni komote (Connon, 2017).
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Obr. 9: Schéma centrifugaéni elutriace. (A) Buiiky vstupuji do elutria¢ni komory, (B) Centrifuga¢ni
elutriace vytvari gradient velikosti bun€k uvniti v komote, (C) ZvySeny protiproud unasi nejmensi
buriky pry¢ z komory (Connon, 2017).
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3 IZOLACE MONONUKLEARNICH BUNEK

3.1 Metoda hustotni gradientni separace pouzivajici Ficoll Histopaque

Vzorek lidské krve o objemu 4 ml v heparinizované zkumavce je opatrnym pieklapénim
promichavan. Do centrifuga¢ni zkumavky o objemu 15 ml je napipetovano 4 ml Ficoll
Histopaque. Poté je na médium navrstven dany vzorek. Vrstveni musi byt provadéno tak,
aby nedoslo ke smichani krve s médiem. Dale je zkumavka centrifugovana pii 100 x g po dobu
30 min pfi 4 °C. Po uplynulé dobé dojde k rozdéleni vzorku do vrstev dle hustoty. Bily prouzek
buffy coat byl odpipetovan a dvakrat promyt 10 ml PBS (fosfatovy pufr) centrifugaci
pfi 100 X g po dobu 10 minut. Vytézek ze 4 ml krve se pohybuje mezi 10’—108 bun¢k (Panda,
2013).

3.2 Izolace monocyti

3.2.1 Schopnost monocyti prilnout na povrch plasti

Monocyty a makrofagy jsou schopny vazat se pomoci receptoru CD11c (p 150) na povrch
plastt (Keizer et al., 1987).

Daji se vyizolovat zpusobem, ze je vzorek mononuklearnich bunek vyset s 10% roztokem
prefiltrovaného lidského séra na kultivacni misky s rovaym dnem. Buiky nechame jednu
hodinu inkubovat. Poté jsou misky doplnény kultivaénim médiem tak, aby hladina tvofila
konvexni meniskus. Nasledné jsou otoceny dnem vzhiiru a nechany dvé hodiny v inkubaci, aby
médium s neadherovanymi bunkami z misek vyteklo. Ziskana ¢istota monocytti se pohybuje
kolem 95 %. Nevyhodou této metody je, ze adhezi se monocyty aktivuji (Heinemann et Peters,
2005).

3.2.2 Zména osmotického tlaku

Vlivem zvysSeni osmotického tlaku za¢nou bunky vylucovat vodu, coz vede ke zvySeni
jejich hustoty. Lymfocyty jsou na zménu osmotického tlaku citlivéj$i nez monocyty, proto je
lze nasledné pomoci centrifugace ze vzorku odstranit. Z tohoto diivodu se provadi izolace
V hyperosmotickém separacnim médiu (napt. 48,5 ml Percollu se smicha se 41,5 ml vody

a10 ml 1,6 M NaCl). Primérny vyt&zek bunék je priblizng 75 % (Repnik et al., 2003).
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3.2.3 Metoda centrifugace s dvojitym gradientem

Pfi centrifugaci s dvojitym gradientem jsou nejprve buffy coat bunky pieneseny do dvou
zkumavek o objemu 50 ml. Dale jsou naplnény dalsi téi 50 ml zkumavky 15 ml roztokem Ficoll
(1,077 g/ml), do kterych je posléze pomoci pipety napipetovano 30-35 ml buffy coat. Takto
ptipravené zkumavky jsou odstiedény pii 400 X g po dobu 30 minut pfi pokojové teploté.
Po odstfedéni je z kazdé zkumavky odebran pomoci pipety bily prouzek mononuklearnich
(PBMC) bunék, které jsou pieneseny do 50 ml zkumavky. Kazda zkumavka je
napipetovana 40 ml roztokem PBS s EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina). Dale byla
provedena centrifugace pii 300 x g po dobu 10 minut pii pokojové teploté. Byl odebran
Supernatant a bunécény pelet byl znovu promyt 40 ml PBS s EDTA a odstfedén. Pro kazdy
vzorek byly bunécné pelety promyty v 20 ml RPMI-1640 (kultiva¢ni médium) + 10% FCS
(fetalni teleci sérum) bez fenolové Cervené. Byl ptipraven izoosmoticky roztok Percollu
pro druhy hustotni gradient, kdy bylo smiseno 23,13 ml roztoku Percoll (hustota 1,131 g/ml)
v 50 ml zkumavce s 1,87 ml PBS. Poté bylo 23 ml tohoto roztoku pieneseno do nové 50 ml
zkumavky a ptidano 27 ml RPMI-1640 s fenolovou cerveni + 10% FCS, aby byl ziskan 46%
izo-osmoticky roztok Percoll. Bylo pfeneseno 25 ml piipraveného roztoku Percoll do 50 ml
zkumavky a napipetovana vrstva PBMC na hladinu roztoku Percoll. Odstfedime pii 550 X g
po dobu 30 minut pii pokojové teploté. Pro kazdy gradient byl shromazdén bily kruh monocyti
a pienesen do 50 ml zkumavky. Kazda zkumavka byla napipetovana PBS s EDTA do 50 ml.
Dale byly zkumavky odstfedény pii 400 x g po dobu 10 minut pii pokojové teploté. Suspenze
supernatantu a resuspendovani pelet bylo provedeno ve 20 ml RPMI-1640 s fenolovou
cerveni + 10% FCS (Menck et al., 2014).

3.2.4 Metoda centrifugace s pouzitim OptiPrep

Metoda vyvinuta Graziani-Boweringem a spol. umoZzniuje separaci monocytt od lymfocytt
na zakladé¢ jejich rychlosti flotace z plné krve. Vyssi rychlost flotace monocytil je zpisobena
jejich vétsi velikosti a nizsi hustotou, neZ maji lymfocyty. Touto metodou jsou ziskdvany
vysoce purifikované a zivotaschopné monocyty. Prace musi byt provadéna pii teploté 4 °C.
Pti pokojové teploté by bylo dosazeno nizkych vytézka (Graham, 2002).

Béhem prace je pouzivana latka OptiPrep, 60% iodixanol ve vod¢ (iodixanol je neiontové
iIS0-osmolarni kontrastni médium) (Mita et al., 2010). Jako fedici roztok je pouzivano rutinni

kultiva¢ni médium (napt. RPMI) obsahujici 10% sérum.

29



Nejprve bylo odebrano 10 ml krve, ktera byla nasledné napipetovana do zkumavky
s EDTA (ImM). Dale byly vSechny roztoky, krev a zatizeni piivedeny na teplotu 4 °C. Poté
byl ptipraven 40% (w/v) pracovni roztok jodixanolu smichanim OptiPrep s fedidlem v poméru
4:2. Hustota roztoku byla ptiblizn¢ 1,217 g/ml. Ziedénim jodixanolu s fedicim roztokem byl
ptipraven roztoky o hustoté bud’ 1,072 g/ml (2,14 ml + 5 ml) nebo 1,074 g/ml (2,27 ml + 5 ml).
Volba hustoty zavisi do ur¢ité miry na pozadavcich provozovatele. Pouziti roztoku s nizsi
hustotou poskytne monocytovy preparat, ktery je pfiblizné z 90 % Ccisty, ale vytézky jsou
piiblizné¢ 40 %. Roztok s vy$si hustotou poskytne vytézek piiblizné 60 %, ale Cistotu
ptiblizn¢ 85 %. Dale bylo smichano 4,24 ml jodixanolu s 10 ml celé krve. V odstfedivkové
zkumavce byla na 5 ml krve nanesena vrstva 5 ml roztoku o hustoté 1,072 g/ml a poté piidana
vrstva fediciho roztoku o objemu piiblizné 0,5 ml. Byla provedena centrifugace v rotoru
s kyvadlovou lopatkou pii 700 X g po dobu 30 minut pii teploté 4 °C bez pteruseni. Poté byla
odpipetovana vrstva monocytu, ktera se nachazela na vrchu vrstvy roztoku s hustotou 1,072
g/ml. Bunky byly zfedény 2 dily fedidla, znovu centrifugovany a vynikly sediment byl

resuspendovan Vv libovolném médiu podle potieby (Graham, 2002).

3.3 Izolace lymfocyta

Pti separaci lymfocytu ze vzorku PBMC bunék jsou nejcastéji pouzivany metody zalozené
na principu odstranéni monocytii a makrofagli z daného vzorku. Casto vyuzivina metoda je
adheze monocytli a makrofagl k plastim. Dany vzorek je 1 hodinu inkubovan pti 37 °C
Vv plastové Petriho misce. Buriky, které béhem inkubace neadheruji k povrchu misky, jsou poté
pomoci pipety preneseny do ¢isté nddoby. Ziskand suspenze obsahuje zejména cilové bunky.

Dale se hojné vyuzivana metoda je zaloZena na vyuzivani pozitivni imunomagneticka
separace monocytil. Dany vzorek se nejprve neché centrifugovat. Bunéény pelet je rozmichan
Vv ekvivalentnim objemu kultivaniho média, napt. RPMI-1640 s 5 % fetalnim telecim sérem
a s 0,6% citratem sodnym. Poté jsou do vzorku vlozeny magnetické castice. Takto piipravena
zkumavka se necha inkubovat 7 minut pfi teploté¢ 2—-8 °C v michacce. Po inkubaci je vzorek
vloZzen do magnetického pole. Promyvanim je ziskan supernatant s vysokou koncentraci

cilovych bunék (Siegel et Klohe, 2000).

30



3.3.1 Metoda sedimentace erytrocytu

Nefraktované lymfocyty se ziskavaji tim zpiisobem, ze antikoagulovanou krev nechame
sedimentovat ve zkumavce pii pokojové teploté. Po uplynuti 1 az 2 hodin se erytrocyty usadi
vlivem gravitace na dn¢ zkumavky. Nad nimi se vytvoii vrstva lymfocyti, které mohou byt
odpipetovany. Sedimentaci mizeme urychlit pfidanim c¢inidla agregujici erytrocyty. Dextran
nebo methylceluldza rozpusténé v 0,9% NaCl se pouzivaji v podilech 10 dila krve + 1 dil 6%
dextranu a 10 dila krve + 0,5 dild methylcelulozy 2%. Po piidani ¢inidla trva sedimentace
ptiblizn€ 15 az 40 minut v zavislosti na vySce kolony krevnich bunék.

Podobna bunécna suspenze se muze ziskat centrifugaci krve 6 az 7 minut pii 500 X g.
Po centrifugaci se leukocyty nachdzeji ve form¢ bilé¢ vrstvy v horni Casti pelety erytrocytl.
Bé&hem obou zpiisobll se v peletach erytrocyti ztraci 30 % az 40 % leukocytl. Ztrata miize byt

minimalizovana resuspendovanim erytrocytii a opakovanim postupu (Boyum, 1977).

3.3.2 Metoda izolace s Isopaque-Ficoll

Metodu Isopaque-Ficoll ma dva zptsoby pouziti. Prvnim je izolace mononuklearnich
bunék centrifugaci pti 20 °C po dobu 20 minut pii 700 X g. Smés 1 dilu krve a 1 dilu 0,9% NaCl
se navrstvi na vrchol 3 ml separa¢niho média Isopaque-Ficoll. Po centrifugaci se na separa¢ni
tekutiné nachézeji mononukledrni buniky a trombocyty. Erytrocyty a granulocyty vytvofi
sediment na dn€ zkumavky. Mononuklearni buniky jsou slozeny ptiblizné z 85 % lymfocyti
a 15 % monocyti. Kontaminace erytrocyty a granulocyty je zanedbatelnd. Lymfocyty mohou
byt také izolovany flotaci na roztoku Ficoll bez Isopaque. VytéZek bunck je vSak nizsi

a kontaminace erytrocyty vyssi (Boyum, 1977).

3.3.3 lzolace T-lymfocyti pomoci rozet

T-lymfocyty exprimuji na cytoplazmatické membrané adhezivni molekulu CD2, ktera
se vaze na glykoprotein na ovcich erytrocytech. T-lymfocyty tak vytvaii s erytrocyty rozety.
Pro ziskani lymfocyta se periferni krev s ov¢imi erytrocyty kultivuje spolu s neuraminidazou.
Neuraminidaza rozd¢li krevni elementy na rozetujici populaci (T-lymfocyty) a na populaci
nerozetujici (ostatni bunky). Tyto populace jsou od sebe poté oddéleny pomoci gradientové
centrifugace.

Pii separaci bun¢k pomoci rozet dochazi ¢asto k jejich aktivaci, coz mtze ovlivnit vysledky

naslednych testi. Metoda se v dne$ni dobé vyuziva jen ziidka (Bartinikova a kol., 2011).
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3.3.4 Metoda vyuzivajici fagocytézy Zeleza

Cistou lymfocytovou suspenzi lze ziskat pouzitim schopnosti granulocytii a monocyti
pohltit malé ¢astice zeleza. Po inkubaci celé krve nebo suspenze leukocytii s ¢asticemi Zeleza
mohou byt builkky obsahujici zelezo odstranény magnetem. Erytrocyty sedimentuji na dné
zkumavky diky své vyssi hustoté. Metoda poskytuje vytézek lymfocytové suspenze o Cistote
96 %. Vytézek se pohybuje okolo 40 % do 91 %. Erytrocyty lze odstranit hypotonickou lyzou
nebo piidanim hemolytického ¢inidla. Lyza vSak muze narusSit funkéni vlastnosti lymfocyta

(Boyum, 1977).

3.4 1Izolace NK bunék

Nejprve periferni krev shromazdime do zkumavky s antikoagulacni latkou. Dale krev
zfedime stejnym objemem PBS. Poté dvé tretiny ziedéné krve naneseme pipetou na jednu
tretinu Ficoll. Pfi pokojové teploté odstfedujeme 30 minut pii 800 X g bez pieruseni.
Po centrifugaci odebereme pomoci pipety lymfocytarni vrstvu a pifeneseme ji do nové
zkumavky. Buiky ziedime PBS, abychom snizili hustotu roztoku. Poté takto zfedény roztok
odstfed’'ujeme pti 800 g po dobu 10 minut, aby doslo k peletaci lymfocyt na dn¢ zkumavky,
supernatant odpipetujeme. Bunéénou peletu dvakrat promyjeme v PBS, resuspendujeme
ve 40 pl pufru a ptidame 10 pl koktejlu s biotinovou protilatkou. Nechame smés 10 minut
inkubovat pii 4 °C. Po inkubaci buiiky desetkrat pufrem promyjeme a poté centrifugujeme
pii 300 g po dobu 10 minut. Odpipetujeme supernatant a piidame 80 ul pufru a 20 pl anti-biotin
MicroBeads. Naposledy inkubujeme po dobu 15 minut pfi teploté 4 °C, promyjeme pufrem

a resuspendujeme v 500 pl pufru. Nakonec provedeme magnetickou separaci (Ferlazzo, 2008).

3.5 Precisténi PBMC

Pti odbéru PBMC bunék po centrifugaci je nutné odebrat celé rozhrani bunécné populace
a zaroven odebrat co nejméné separacniho média a plazmy. Kdyz je odebrana pouze ¢ast vrstvy
PBMC, snizi se tim vytézek bunek. Kdyz jsou odebrany cilové bunky i se separa¢nim médiem,
dojde ke kontaminaci granulocyty. Odebrani plazmy vede ke zvySené kontaminaci krevnimi
desti¢kami a plazmatickymi bilkovinami. Proto je dilezité frakci PBMC resuspendovat a zbavit
ji od nechténych slozek ve vybraném pieciStovacim médiu. Purifikace se provadi
pfi centrifugaci za riznych odstiedivych sil. Pro redukci kontaminace trombocytli je nutna
centrifugace za nizkych otacek. Pokud je vSak obtizné trombocyty odstranit, nebo je nutné

snizit kontaminaci trombocyty na minimum, je mozno po ziskani PBMC na médium Ficoll-
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Paque PLUS navrstvit sachar6zovy hustotni gradient a centrifugovat. Desticky zlstanou
na hladiné¢ zkumavky, lymfocyty zlstanou na hladiné separaéniho média. Pfi volbé
preciStovaciho média je mozné vyuzit kultivatni médium, ve kterém se pozdéji ziskané buiky
nechaji kultivovat, nebo néktery z dostupnych roztokii soli jako PBS nebo HBSS (Hanksuv
vyvazeny fyziologicky roztok) (Perper et al., 1968).
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4 KULTIVACE BUNECNYCH KULTUR

Ve vyzkumu jsou bunééné kultury hojné vyuzivané a slouzi jako zdroj materialu
pro experimenty. Ve srovnani s jinymi typy biologickych materiali, napf. v porovnani
S pouzitim izolovaného organu ¢i tkané, maji bunécné kultury znacné vyhody. Pokus probiha
na jediném, dobfe charakterizovaném bunécném typu a jeho vysledky nejsou ovlivnény
interakci s jinymi bunéénymi populacemi. Bunééné linie 1ze snadno kultivovat a v kratké dobé
je mozné ziskat velké mnozstvi homogenniho materialu.

Na druhou stranu je vSak nutné pocitat i s omezenimi. Kultivované bunky rostou
za nefyziologickych podminek, péstuji se v umélém kultivacnim médiu, jehoz slozeni je sice
co nejvice prizptisobeno pfirozenému prostiedi bunék, ale nikdy nedosahne piesného slozeni
vnitiniho prostfedi organismu. Pfi experimentech s kultivovanymi bunikami je nutné miti
na paméti, ze se jedna o model in vitro, ktery nemusi dobfe odrazet poméry za podminek
in vivo.

Prvni kulturu izolovanych bunék oznacujeme jako primarni kulturu. Poté, co se bunky
namnoZi, se nafedi a pfenesou do novych kultiva¢nich nddob a tim vznikd sekundéarni kultura.
Bunky v sekundarni kultuie se péstuji tak dlouho, dokud neni ziskano dostate¢né mnozstvi

pro experiment (Freshney,2000).

4.1 Kaultiva¢ni podminky

Pro péstovani bunék in vitro je tieba zajistit vhodné kultivacni podminky, mezi které patii
slozeni kultiva¢niho média, teplota ¢i tlak. Bunky krevniho puvodu je nutné péstovat
v suspenzi. V suspenzi se buniky udrzi diky neustalému promichavani kultury na kyvaci
michacce. Jinou moZznosti je potaZzeni povrchu kultiva¢ni nadoby latkou, napt. agarosou, ktera

zabrani adhezi bun¢k na povrch nadoby (Davis, 2002).

4.1.1 Kyslik

Vétsina bun€k diky Spatné dostupnosti kysliku piechazi v podminkach in vitro
na anaerobni zptisob odbourdvani zivin. Kviili absenci transportnich molekul se kyslik stava
pro bunky toxicky. V nenavazané form¢ indikuje tvorbu volnych radikald, které narusuji
bunécné struktury. Vznik volnych radikald 1ze do urcité miry eliminovat pfidanim antioxidanti
do kultivacniho média. Koncentrace kysliku nutna pro respira¢ni pochody piedstavuje 5-12 %

(w/v) kysliku v atmosféte. Pokud je v kultivaénim médiu pfitomno sérum, neni nutné tlak
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kysliku regulovat, protoZe soucasti séra jsou i antioxidacni latky nebo jejich prekurzory (Martin
et Vermette, 2005).

4.1.2 Teplota

Optimalni teplota pro péstovani krevnich bunék je ptiblizné 37 °C. Mirné snizeni teploty
vede ke zpomaleni bunék, kdezto zvySena teplota pro né¢ mtze byt diky denaturaci proteinti
aenzymu letalni. Snizenou teplotu Ize zaroven vyuzit 1 pro kratkodobé nebo dlouhodobé
uchovani bunék.

Kratkodobé uchovavani bunék se pouziva naptiklad pti transportech krevnich vzorku.
Dlouhodobé uchovavani bun¢k se provadi snizenim teploty az na - 156 °C az - 196 °C. V této

form¢ mohou byt skladovany téméi neomezené dlouho (Martin et Vermette, 2005).

4.1.3 Anorganické soli a pufrujici slozky

Smés vhodnych anorganickych soli zajiStuje hlavni ionty nezbytné pro fyziologické
funkce kultivovanych bunék. Anorganické soli se podileji na udrzeni osmotického tlaku média.
Vyznam pii udrZovani stadlého pH média maji zeyména uhlicitany a fosfaty. Pouziva se n¢kolik
osv&dcenych smési anorganickych soli, které miZzeme rozdélit do skupin podle toho, jestli
se hodi pro praci v normalni atmosféfe nebo pro kultivaci v inkubatoru s vyssi koncentraci CO>.
Smés soli, kterd tvoii zéklad médii pro kultivaci v atmosfére s 5 % CO, obsahuje Earliv
vyvazeny roztok soli nebo Dulbectiv roztok soli pufrovany fosfaty. Pro praci v normalni
atmosféte se pouzivaji média zaloZzend na Hankov€ vyvazeném roztoku soli. Kromé

anorganickych pufrii se do médii ptidavaji i vybrané organické pufry (Davis, 2002).

4.2 Slozeni kultivaénich médii

4.2.1 Sacharidy

Hlavnim zdrojem energie kultivovanych bun€k in vitro jsou sacharidy. Nejéastéji
se do médii pfidava glukdza a galaktoza, nicméné néktera média obsahuji maltozu
nebo fruktézu. Pti odbouravani sacharidi se v kultivaénim médiu obvykle hromadi kyselina

mlécna, coz je zpuisobeno omezenim funkce Krebsova cyklu (Freshney, 2000).
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4.2.2 Aminokyseliny

Pro normalni proliferaci buné¢k je nutny pfisun esencialnich aminokyselin, které si bunky
nedokazi samy syntetizovat. Koncentrace aminokyselin v médiu urcuje maximalni hustotu
bunék, kterou lze dosédhnout. Jakmile dojde k vyCerpani esencialnich aminokyselin, buiky
pfestanou mit schopnost proliferace. Pfidané neesencidlni aminokyseliny do média stimuluji

proliferaci a prodluzuji Zivotaschopnost bunék v kultute (Dexler et Uphoff, 2000).

4.2.3 Vitaminy

Piitomnost a koncentrace jednotlivych vitamind v kultivaénich médiich zavisi
na pozadavcich péstovanych bunék a na piitomnosti séra. Média obvykle nepostradaji D-biotin
a derivaty thiaminu (vit. B1), riboflavinu (vit. B2), kys. panthotenové (vit. BS), pyridoxinu (vit.
B6), folatové kys. (vit. B9) a vitaminu B12 (Freshney, 2000).

4.2.4 Doplikové organické latky

Do médii s nizkou nebo zadnou koncentraci séra je potieba piidat latky, jako jsou lipidy,

rustové faktory, proteiny, nukleosidy a peptidy (Freshney, 2000).

4.2.5 Antibiotika

Do médii se antibiotika ptidavaji, aby se zabranilo kontaminaci kultury bakteriemi. Méla
by se vSak pouZzivat jen v ojedinélych ptipadech, pti nichZ hrozi vysoké riziko kontaminace
kultury bakteriemi z vngjsiho prostiedi, napf. pii rozmrazovani uskladnénych bunék.
Antibiotika maji velky vliv na proliferaci kultivovanych bunék a na jejich chovani. Nejcastéji
se do médii pfidava penicilin a streptomycin. Penicilin je malo toxicky a rychle se v kultivatnim
médiu rozklada. Streptomycin patfi mezi alergenni latky a oproti penicilinu ptedstavuje

pro bunky vyssi miru toxicity (Drexler et Uphoff, 2000).

426 Sérum

vvvvvv

albuminti, minerald, lipidt, hormont, rastovych faktorti a ristovych inhibitort. Je také zdrojem
stopovych prvki jako jsou zinek, selen, méd’, mangan, vitaminy a dals$i. Nejb€znéji pouzivané

sérum je fetalni bovinni sérum (FBS), které obsahuje velké mnoZzstvi ristovych faktort. Sérum
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nejen podporuje rust bunck, ale chrani je i pfed mechanickym poSkozenim a je schopno
neutralizovat toxiny (Davis, 2002).
4.2.7 Sérova média

V nésledujici tabulce jsou zminéna vhodna média pro kultivaci PBMC buné¢k. Nejcastéji
vyuzivanym sérovym médiem laboratofemi je médium vyvinuté v Roswell Park Memorial

Institute (RPMI 1640). Jedna se o univerzalni médium a Ize ho aplikovat pro Sirokou skalu

bunék.

Tab. II: Vhodna sérova média pro kultivaci PBMC bunék (prevzato ze stranek Biosera).

Nazev sérového média Pouziti
RPMI 1640 Vhodné pro kultivaci leukocyti, lidského
myelomu, mysiho hybridomu.
McCoy's Vhodné pro podporu a rist lymfocytd,
karcinomovych bunék.
Ham’s Vhodné pro kultivaci leukocyti. Je skvélym
klonovacim médiem pro kulturu myelomu a
hybridnich bunék.
Iscove’s modified dulbecco’s medium Vhodné pro podporu a rist lymfocytt.

(IMDM)
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5 KRYOPREZERVACE

Kultivované buiiky je mozné zmrazit a uschovat. Cilem kryoprezervace je umoznit
skladovani zasob bun¢k. Vyhodami kryoprezervace je sniZzené riziko mikrobialni kontaminace,
snizené riziko kiizové kontaminace s jinymi bunécnymi liniemi, snizen¢ riziko morfologickych
zmen a snizené naklady za spotfebni materialy.

Pted samotnou kryoprezervaci musi zivotaschopnost kultury prevysovat 90 %. Nesmi
na ni byt patrné¢ zadné znamky mikrobidlni kontaminace. Bunky se musi nachazet v log fazi
rustu (kultura nachazejici se pod svoji maximalni bunécnou hustotou). Dilezité je pouziti
kryoprotektivniho ¢inidla dimethylsulfoxidu nebo glycerolu. Hrozicim nebezpecim
pti kryoprezervaci bun¢k je vznik krystalkt ledu, které mohou buiiku mechanicky poskodit,
zpusobit jeji dehydrataci a tim pfivodit zmény koncentrace elektrolytti a intracelularniho pH.
Pravée z téchto diivodil jsou kryoprotektivni ¢inidla pouzivéna.

Rizené zmrazené bun&éné kultury mohou byt kryoprezervovany po dobu neuréitou
pfi teploté nizsi nez -135 °C. Téchto nizkych hodnot dosahuji specidlni elektrické mraznicky,

nebo je mozné umistit kultury do plynného nebo kapalného dusiku (Cheng et al., 2001).
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6 ZAVER

Cilem této bakalatské prace bylo seznamit se a informovat o izolaci mononuklearnich
bunék z periferni krve. Zaméfila jsem se na T-lymfocyty, B-lymfocyty, monocyty,
NK bunky a dendritické buiiky. Jedna se o vhodné buniky pro vyzkum a klinické studie.

Nejvice pouzivanou separa¢ni metodou je hustotni gradientova centrifugace za pouziti
gradientovych médii Ficoll, Percoll nebo dalsich. Jedna se o jednoduchou metodu,
kdy po centrifugaci zustavaji plné funk¢ni buiiky. Mnozi oceni i jeji cenovou dostupnost.
Netadi se vSak mezi nejcistS$i metody. Po centrifugaci je obtizné odpipetovat jenom
mononukledrni builky a nekontaminovat si ji ostatnimi buiikami. To neplati
pro imunomagnetickou separaci, kterd za pomoci magnetickych ¢astic poskytuje Cisté,
selektivné izolované bunécné populace. Dal§imi vyhodami je rychlost metody a dostupnost
Siroké Skaly komerénich magnetickych separatorti. Nevyhodou imunomagnetické separace
je jeji cena. Podobné je na tom metoda prutokové cytometrie, Tato separa¢ni metoda sice
poskytuje vysoky stupein Cistoty separovanych bunék, ale je velmi naro¢né na pfistrojové
a materialové vybaveni. Posledni metodou, Kterou jsem se v praci zabyvala, je counter-
flow centrifugacni elutriace. Vyhodou centrifugaéni elutriace je minimalni ovlivnéni
fyziologie buniky. Nevyhodou je cena specialni pfistrojové vybaveni.

Izolované buiikky lze po separaci kultivovat na vhodnych kultivaénich médiich
a v podminkéch, které se co nejvice podobaji pfirozenému prostiedi bunék.

Kultivované buiiky je moZzné zmrazit a uschovat. Vytvoii se tak zasoba buné¢nych

kultur, ktera mtze byt pouzita, az v dobé potieby.
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