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Zpisob stabilizace bunék a jeho pouZiti

(57)  Anotace:
Predkladané fesSeni se tyka zpusobu stabilizace bun€k pro
zvySeni mechanické a chemické odolnosti vzorki
obsahujicich buniky. Popsany pfistup stabilizace je
zaloZen na inkubaci jak neovlivnénych bungk, tak bun¢k
inkubovanych v etanolu a/nebo v metanolu,
formaldehydem ovlivnénych vzorki a ususenych vzork,
s roztokem obsahujicim dvoj mocné ionty médi, pfiCemz
jejich zdrojem je vyhodn¢ siran méd’naty, chlorid
méd’naty nebo dusi¢nan mé¢d’naty. Vyvinuty ptistup
poskytuje vzorky s vysokou odolnosti vici miznym
detergentum v¢etné polyoxyetylensorbitan monolauratu,
polyoxyetylensorbitan monooleatu, 4-(1,1,3,3-
tetrametylbutyl)fenyl-polyetylen glykolu, saponinium, 4-
nonylfenyl-polyetylen glykolu, dodecylsiranu sodnému,
dodecylsiranu litnému a
[dodecanoyl(metyl)amino]acetatu sodnému a v piipadé
vzorku, které jsou tvofeny buiikami na podlozkach,
vyznamn¢ snizuje nebo zcela zamezuje jejich odstranéni
z povrchu podlozek pouzitymi detergenty. Soucasné tento
zpusob umoziuje pripravu vysoce stabilnich vzorka
fixovanych formaldehydem pomoci sedimentace bun¢k z
buné¢nych suspenzi.
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Zpusob stabilizace bunék a jeho pouZiti

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka stabilizace bunék, sady pro stabilizaci bunék a jejich pouziti.

Dosavadni stav techniky

Pro zpevnéni vzorka obsahujicich buriky (fixaci) se pouziva cela fada protokold. Fixace rovnéz
zastavuje nebo alesponn vyrazné zpomaluje rizné degradacni procesy probihajici v burikach.
Kromé toho slouzi k uchovani bunééné morfologic. V pripad€, Zze se jedna o buriky uchycené na
podlozkach, slouzi fixace 1 k pevnéjSimu uchyceni bun¢k na podlozky a brani jejich odstranéni v
prub€hu dalsiho zpracovani. Velice jednoduchou technikou, ktera nasla uplatnéni pii celé radé
bunéénych analyz, je fixace vzorkii pomoci etanolu, metanolu nebo acetonu. Fixace pomoci
téchto latek je zaloZena na precipitaci a dehydrataci velkych proteint (napt. Vib. Spectrosc., 91,
31-45). Nevyhodou fixace pomoci téchto ¢inidel je mala odolnost takto fixovanych vzorka vici
nékterym detergentiim. Pro zvySeni odolnosti je mozné pouzit napf. pfistup, ktery spoléha na
pouziti jednomocnych ionti médi (patent ¢. CZ307415). Nevyhodou tohoto zpusobuje ovSem
produkce radikalu (PLoS One, 7(12), €52584; Cytometry A, 83, 989-1000), coz mize vést k
nezadoucim vlivim jako napf. poSkozeni bunéénych slozek. Jinou pouzivanou technikou pro
fixaci je prosté ususeni buné¢k. Ackoli je tato technologie ¢asto pouzivana pri pripravé preparati
bun¢k sedimentovanych z bunéénych suspenzi, odolnost ususenych vzorki vuci nékterym
detergentum je rovn€Zz nizka. Sedimentacni techniky jsou prfitom velice Casto pouzivany 1 v
klinické diagnostice. Pro sedimentaci se pouziva gravitacni nebo centrifugacni sila (napf. Ned. T.
Geneesk., 107, 445-446; Immunology, 9, 403-405) a burky jsou diky témto silam zachytavany na
podlozky, kterymi jsou nejcastéji mikroskopicka skla. Dal§im pomémé casto pouZivanym
fixatnim Cinidlem je roztok formaldehydu, ktery reaguje s primarmimi aminy proteini a
nukleovych kyselin a vytvafi s nimi metylenové mustky (napt. Am. J. Pathol., 161(6), 1961-
1971; Vib. Spectrosc., 91, 31-45). Ackoli pouziti formaldehydu je z hlediska odolnosti vuci
detergentiim obecné efektivnéjsi nez pouZiti etanolu nebo ususeni, v pfipadé nutnosti pouziti
nizkych koncentraci formaldehydu a/nebo kratkych casu fixace a/nebo sedimentacnich technik je
tento zpusob fixace nedostatecny pro uchyceni bunck, pokud neni doprovazen ususenim bungk
nebo nejsou pouzita specialné pokryta skla.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez popisuje zpusob stabilizace bun¢k pro zvySeni mechanické a chemické
odolnosti bunék, v raznych vzorcich. Pfedkladana technologie vyznamné stabilizuje jak
neovlivnéné bunky, tak burky inkubované v etanolu a/nebo v metanolu, formaldehydem
ovlivnéné vzorky a ususSené vzorky. Podle naSich nalezii umoziiuje popsany pfistup mimo jiné
vysoce efektivné prichytit formaldehydem fixované bunky k riznym podlozkam za pouziti
sedimentace.

Popsany zpusob stabilizace ucinn¢ zvysuje odolnost bunck proti mechanickému namahani a/nebo
pusobeni ruznych latek a efektivné zabranuje jejich odpadnuti z podlozek pfi mechanickém
namahani a/nebo pusobeni riznych latek. Prikladem mechanického namahani je pasobeni proudu
kapaliny nebo pusobeni centrifugacni sily. Pfikladem latek, u nichz je pozorovano zvyseni
odolnosti bun¢k po pouziti popsaného zpuisobu jsou kyseliny, zasady a/nebo detergenty.

Vzorky mohou byt kousky tkan¢, buriky v roztoku nebo bunky na podlozkach. Buiikky mohou byt
na podlozkach kultivovany nebo mohou byt na podlozky naneseny napf. pomoci sedimentace
prostfednictvim gravitaCnich nebo centrifugacnich sil. Podlozkami mohou byt napf. podlozni
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nebo kryci skla, nebo dal$i materialy, které jsou pouzity pro péstovani nebo zachyt bunck napf.
pomoci sedimentace prostfednictvim gravitacnich nebo centrifugacnich sil. Jedna se napt. o rizné
desticky ze skla nebo termoplastu napf. polystyrenu, polyamidu nebo polymetylmetakrylatu,
pripadné lahve nebo misky ze skla nebo termoplasti. Pfikladem jsou kultivacni 1dhve, Petriho
misky nebo vice-jamkové desticky.

Popsany pristup stabilizace bun€k je zaloZzen na inkubaci vzorkdi s dvojmocnymi ionty médi.
Vyhodné¢ je tato inkubace provedena ve vodnych nebo etanolovych nebo metanolovych
roztocich, pfipadné¢ v riznych kombinacich téchto roztoku. Prikladem je roztok dvojmocnych
iontt médi v roztoku obsahujicim vodu 1 etanol a/nebo metanol. Dale je roztok obsahujici
dvojmocné ionty médi nazyvan jako stabilizaéni roztok.

ZvIast¢ vyhodna je kombinace pfedkladané¢ho zpusobu stabilizace bun¢k pro zvyseni mechanicke
a chemické odolnosti bun¢k s dal§imi pristupy zvySujicimi mechanickou a chemickou odolnost.
Prikladem dalSich pfistupt je ovlivnéni vzorka po aplikaci nebo pred aplikaci stabilizacniho
roztoku etanolem a/nebo metanolem a/nebo formaldehydem a/nebo ususenim. Ovlivnéni vzorka
etanolem a/nebo metanolem a/nebo formaldehydem je vyhodné provedeno inkubaci vzorki v
roztocich obsahujicich etanol a/nebo metanol a/nebo formaldehyd. Vyhodné se jedna o vodné
roztoky uvedenych latek.

Zdrojem dvoj mocnych iontii médi je vyhodné siran médnaty, chlorid méd’naty nebo dusi¢nan
médnaty. Zdroje dvojmocnych ionti médi jsou pfidany do stabiliza¢niho roztoku, a to bud’ v
nerozpusténé podobé, nebo je mozné nejprve pripravit jejich zasobni koncentrované roztoky
napf. ve vodé a/nebo ectanolu a/nebo metanolu a/nebo v ruznych smésich obsahujicich vodu
a/nebo etanol a/nebo metanol a ty potom pouzit pro pripravu stabiliza¢niho roztoku. Vyhodné
Jsou tyto zasobni roztoky pfipraveny ve vodé nebo vodnych smésich. Je mozné pouzit 1 jiné
zdroje dvojmocné médi, jako je napf. octan méd’naty. Ten je vSak hufe rozpustny, a tudiz mén¢
vhodny.

V pfipadé¢ kombinace pfistupu stabilizace vzorki s ovlivnénim vzorki etanolem a/nebo
metanolem je vyhodné pouzit takové koncentrace etanolu a/nebo metanolu, aby jejich
koncentrace a/nebo soucet jejich koncentraci byl roven nebo vyssi nez 10 % (obj./obj.) a Cas
inkubace s etanolem a/nebo metanolem roven nebo vyssi nez 5 sekund. Vyhodné€ jsou pouZity
vodn¢ roztoky etanolu a/nebo metanolu.

V pripadé kombinace pfistupu s ovlivnénim vzorki formaldehydem je vyhodné koncentrace
formaldehydu rovna nebo vyssi nez 0,1 % (hmotn./obj.) a ¢as inkubace s formaldehydem roven
nebo vyssi nez 10 sekund. Vyhodné se jedna o vodné roztoky formaldehydu.

Vyhodné je koncentrace zdroju dvojmocnych ionti rovna nebo vyssi nez 0,1 umol.1" a Cas
inkubace s dvojmocnymi ionty médi roven nebo vyssi nez 1 sekunda.

Pfistup je proveditelny v Sirokém rozmezi teplot. Uspésné byly testovany teploty od -25 °C do
50 °C. Vyhodné¢ je pfistup mozné pouzit v oblasti béznych laboratomich teplot, to je od 18 °C to
30 °C.

Ackoli z hlediska uchovani bunéné struktury je vyhodné pracovat s roztoky dvojmocné médi,
jejichz pH je blizko 7, pfistup je proveditelny v Sirokém rozmezi pH. Uspés$né byla testovana i
pH pod hodnotou 2 nebo nad hodnotou 13.

Pristup je vyhodné vyuzitelny napf. pri v§ech procedurach, kde se vyzaduji inkubace v kyselych
nebo zasaditych roztocich a/nebo v roztocich obsahujicich detergenty, coz jsou kroky, které
mohou vést k destrukci bungk. Pristup je rovné€z vvhodné pouzitelny v pripadech, kdy se
pouzivaji centrifugace a/nebo dochazi k proudéni riznych roztoku kolem vzorku. Piikladem
procedury, kdy dochazi k proudéni, je napf. vyména roztoku pomoci pipety. Popsany zpusob
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stabilizace je zvlast€é vyhodny v pripadé, Zz¢ je vyzadovana inkubace bunc¢k s detergenty.
Prikladem detergenti je napf. polyoxyetylensorbitan monolaurat (Tween 20; Schéma 1),
polyoxyetylensorbitan monooleat (Tween 80; Schéma 1), 4-(1,1,33-tetrametylbutyl)fenyl-
polyetylen glykol (Triton X 100; Schéma 1), saponiny (skupina amfipatickych glykosidu), 4-
nonylfenyl-polyetylen glykol (Nonidet P 40; Schéma 1), dodecylsiran sodny (NaC;H2sSOs,
rovn¢z oznaCovany jako sodiumdodecylsulfat, SDS), dodecylsiran litny (LiCi2H25SOs,
litiumdodecylsulfat, LiDS) a [dodecanoyl(metyl)amino]acetait sodny  (CisH:sNNaOs,
sodiumlaurylsarkosinat, sarkosyl).

B R P SOy
AU,

Twenn 20

M OHTORON

s %
f.;::&"‘“\»,‘f&&_.w“"\ SH § i
Rl i R R e
RS- U 8 : i
HGd™ 3 Ay fa
v Lahtg” ™
Triton X-140 Waonidet PS8

Schéma 1

Oproti stabilizaci jednomocnymi ionty médi (CZ307415) je stabilizace za pomoci dvojmocnych
ionti mimo jiné¢ vyhodna diky moznosti soucasné¢ho znaceni DNA pomoci skupiny barviv DNA
sestavajici z 4',6-diamidin-2-fenylindolu (DAPI, Schéma 2; Biotech. Histochem., 70, 220-233),
2'~(4-hydroxyfenyl)-5-(4-metyl-1-piperazinyl)-2,5 -bi-1 H-benzimidazolu (Hoechst 33258), 2"-(4-
etoxyfenyl)-5-(4-metyl-l-piperazinyl)-2,5 -bi-1H-benzimidazolu (Hoechst 33342) a N, N-dimetyl-
4-[5-(4-metyl-l-piperazinyl)[2,5 -bi-1H-benzimidazol]-2 -yl |benzenaminu ~ (Hoechst  34580;
Schéma 2; J. Histochem. Cytochem., 23, 493-505, J Histochem. Cytochem., 24, 24-33,
Cytometry, 44, 133-136).
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Howchst 33388

Mosohat 33342 Hoeshst J8R6
Schéma 2

Zatimco pritomnost jednomocnych iontu médi vede k vyraznému snizeni az k iplnému zabranéni
znaceni pomoci téchto barviv, dvojmocné ionty tento efekt nevykazuji, naopak umoziiuji
soucasnou aplikaci barviv DNA a tim zkraceni celého pristupu.

Predmétem vynalezu je rovnéz sada pro stabilizaci bun¢k obsahujici vodny roztok siranu
médnat¢ho a/nebo chloridu médnatého a/nebo dusi¢nanu méd’natého a volitelné vodny roztok
etanolu a/nebo metanolu nebo sada pro stabilizaci bunék obsahujici vodny roztok siranu
médnatého a/nebo chloridu méd'natého a/nebo dusi¢nanu méd’natého obsahujici soucasné etanol
a/nebo metanol. Vyhodné je koncentrace siranu méd’natého a/nebo chloridu méd’natého a/nebo
dusiénanu méd’natého 0,02 az 1 mol.I'%.

Pristup je vyhodné vyuzitelny v pripad¢ stanoveni mnozstvi bunék pomoci technologic zaloZzené
na vymyti barviv DAPI, Hoechst 33258, Hoechst 33342, Hoechst 34580 dle patentu CZ 307415,
pricemz je lhostejné, zda je pfistup pouzit pred aplikaci barviv, soucasné s aplikaci barviv nebo
az po aplikaci barviv. Vyhodné jsou zdroje dvojmocnych ionti médi pfitomny v promyvacich
roztocich.

Vyhodnym provedenim predkladané¢ho vynalezu je inkubace vzorku obsahujicich burnky s
vodnym roztokem obsahujicim 0,01 aZz 100 mmoll” siranu médnatého a/nebo chloridu
médnaté¢ho a/nebo dusi¢nanu méd’natého po dobu 1 sekundy az 40 minut pfi teploté 0 az 40 °C.
Vyhodné¢ tento roztok obsahuje etanol a/nebo metanol. V pripad¢, Ze tento roztok obsahuje etanol
a/nebo metanol, je mozné pouzit i teploty nizsi nez 0 °C.

Dalsim vyhodnym provedenim predkladan¢ho vynalezu je inkubace vzorku obsahujicich bunky
po dobu 10 sekund az 1 hodiny v 50 az 90% (obj./obj.) roztoku etanolu a/nebo metanolu ve vodé
pri teplot¢ 0 az 40 °C a nasledna inkubace vzorku svodnym roztokem obsahujicim 0,01 az
100 mmol.I"! siranu méd’natého a/nebo chloridu méd’natého a/nebo dusi¢nanu médnatého po
dobu 1 sekundy az 40 minut rovnéz pfi teploté 0 az 40 °C.

V jiném vyhodném provedeni inkubace s dvojmocnymi ionty médi predchazi inkubaci s
roztokem etanolu a/nebo metanolu.

Jinym vyhodnym provedenim pfedkladané¢ho vynalezu je inkubace vzorku obsahujicich buiiky po
dobu 30 minut az né¢kolika mésicu v 50 az 90% (obj./obj.) roztoku etanolu a/nebo metanolu ve
vod¢ pfi teploté -25 az 0 °C a nasledna inkubace vzorki s vodnym roztokem obsahujicim 0,01 az
100 mmol 1" siranu méd’natého a/nebo chloridu méd’natého a/nebo dusi¢nanu méd’natého po
dobu 1 sekundy az 40 minut pri teploté 0 az 40 °C.

Dal§im vyhodnym pfikladem provedeni je inkubace vzorku obsahujicich buriky po dobu 10
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sckund az 1 hodiny v 50 az 90% (obj./obj.) roztoku ctanolu a/nebo metanolu ve vod€ pri
teplot¢ -25 az +40 °C, nasledné usuSeni vzorki a nasledna inkubace svodnym roztokem
obsahujicim 0,01 az 100 mmol.l"! siranu médnatého a/nebo chloridu médnatého a/nebo
dusi¢nanu méd’natého po dobu 1 sekundy az 40 minut pfi teploté 0 az 40 °C.

Jinym vyhodnym provedenim predkladaného vynalezu je usu$eni vzorku obsahujicich buriky a
jejich nasledna inkubace s vodnym roztokem obsahujicim 0,01 az 100 mmol.lI"! siranu méd’natého
a/nebo chloridu méd’natého a/nebo dusi¢nanu médnaté¢ho po dobu 1 sekundy az 40 minut pfi
teploté 0 az 40 °C.

Dal§im vyhodnym piikladem provedeni predkladaného vynalezu je inkubace vzorki obsahujicich
buriky po dobu 10 sekund az 1 hodiny ve vodném roztoku obsahujicim 0,1 az 10% (hmotn./obj.)
formaldehyd pfi teploté 0 az 40 °C a nasledna inkubace s vodnym roztokem obsahujicim 0,01 az
100 mmol.I"! siranu méd’natého a/nebo chloridu méd’natého a/nebo dusi¢nanu médnatého po
dobu 1 sekundy az 40 minut pfi teploté 0 az 40 °C.

Vyhodnym prikladem provedeni predkladaného vynalezu je inkubace vzorku s dvojmocnymi
ionty médi, ktera probéhne ve vodném roztoku, ktery vedle dvojmocnych iontd médi dale
obsahuje alespon jednu latku, vybranou ze skupiny zahmujici 4',6-diamidin-2-fenylindol, 2-(4-
hydroxyfenyl)-5-(4-metyl-l-piperazinyl)-2,5 -bi-1H-benzimidazol, 2'-(4-etoxyfenyl)-5-(4-metyl-
l-piperazinyl)-2,5°-bi-1H-benzimidazol a N,N-dimetyl-4-[5-(4-metyl-l1-piperazinyl)[2,5"-bi-1H-
benzimidazol]-2 -yl ]benzenamin, pfic¢emz koncentrace téchto latek je v rozmezi od 0,1 pmol.I"
do 0,1 mol.I"".

Popsany zpusob stabilizace bunék ve vzorku pro zvyseni mechanické a chemické odolnosti
bunék, se obecné vyznacuje tim, ze se vzorek obsahujici buinky inkubuje s dvojmocnymi ionty
medi.

Ve vyhodnych pripadech se dvojmocné ionty médi pfipravi rozpusténim siranu méd’natého
a/nebo chloridu méd’natého a/nebo dusi¢nanu médnatého ve vod¢ a/nebo metanolu a/nebo
etanolu nebo ve smésich obsahujicich vodu a/nebo etanol a/nebo metanol, na koncentraci
dvojmocnych iontd médi rovnou nebo vyssi nez 0,1 pmol.I".

Vyhodn¢ je doba inkubace vzorku s dvojmocnymi ionty médi rovna nebo vyssi nez 1 sekunda.

Vyhodné¢ se inkubace vzorku s dvojmocnymi ionty médi provede pii teploté v rozmezi od -25 °C
do 50 °C.

Rovnéz vyhodné se inkubace vzorku s dvojmocnymi ionty médi provede pfed inkubaci nebo po
inkubaci vzorku s etanolem a/nebo metanolem nebo formaldehydem nebo pred nebo po ususeni
vzorku.

Ve vyhodném provedeni se inkubace vzorku s dvojmocnymi ionty médi provede pred inkubaci
nebo po inkubaci vzorku s vodnym roztokem etanolu a/nebo metanolu nebo formaldehydu,
pii¢emz celkova koncentrace etanolu a/nebo metanolu je rovna nebo vyssi nez 10 % (obj./obj.) a
doba inkubace v tomto roztoku je rovna nebo vyssi nez 5 sekund a koncentrace formaldehydu ve
vodném roztoku je rovna nebo vyssi nez 0,1 % (hmotn./obj.) a doba inkubace v tomto roztoku je
rovna nebo vyssi nez 10 sekund.

V nékterych vyhodnych provedenich se mezi inkubaci vzorku s etanolem a/nebo metanolem a
inkubaci vzorku s dvojmocnymi ionty médi vzorek obsahujici buriky ususi.

V dalsich vyhodnych provedenich krok inkubace vzorku s dvojmocnymi ionty médi probéhne ve
vodném roztoku, ktery vedle dvojmocnych ionti médi dale obsahuje alespon jednu latku,
vybranou ze skupiny zahmujici 4',6-diamidin-2-fenylindol, 2'-(4-hydroxyfenyl)-5-(4-metyl-1-
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piperazinyl)-2,5°-bi-1H-benzimidazol,  2’'-(4-etoxyfenyl)-5-(4-metyl-1-piperazinyl)-2,5 -bi-1H-
benzimidazol a N, N-dimetyl-4-[5-(4-metyl-1-piperazinyl)[2,5-bi-1H-benzimidazol]-2"-
yl]benzenamin. Vyhodné je koncentrace latky, vybrané ze skupiny zahmujici 4',6-diamidin-2-
fenylindol,  2'-(4-hydroxyfenyl)-5-(4-metyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-1H-benzimidazol,  2'-(4-
etoxyfenyl)-5-(4-metyl-l-piperazinyl)-2,5 -bi-1H-benzimidazol a N N-dimetyl-4-[5-(4-metyl-1-
piperazinyl)[2,5 -bi-1H-benzimidazol]-2 -yl]benzenamin, v rozmezi od 0,1 pmoll! do
0,1 mol.lI!. Rovnéz vyhodné je popsany zpusob stabilizace bunék ve vzorku pro zvyseni
mechanické a chemické odolnosti bun¢k pouzit pro stanoveni mnozstvi bun¢k ve vzorcich.

Seznam pouzitych zkratek

PBS fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

Priklady uskute¢néni vyvnalezu

Priklad 1
Stabilizace bunék v tkanich pomoci dvojmocnych iontu médi.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci bunék ve tkanich pomoci dvojmocnych 1onti médi. Neni-
li uvedeno jinak, veskeré kroky byly provadény pii teplot¢ mistnosti, pficemz kroky nasledovaly
po sob¢ bez dalSich prodlev.

A) Vzorky tkang€ byly promyty v 10 ml 1x PBS (sloZeni viz ¢ast Pouzité roztoky a chemikalie)
a nasledné byly preneseny do zkumavky o objemu 2 ml, ve které bylo 1,5 ml 1x PBS.

B) 1x PBS bylo odsato a vzorky byly inkubovany v 1,5 ml alternativné 10% nebo 50% nebo
70% nebo 90% vodném roztoku (obj./obj.) etanolu a/nebo metanolu nebo ve 100% ctanolu
a/nebo metanolu. Pokud byl pouzit roztok obsahujici soucasné etanol a metanol, jednalo se o
soucet jejich koncentraci. Doba inkubace byla alternativn€ 1 minuta, 10 minut nebo jedna hodina.
V piipadé pouziti 50% nebo 70% nebo 90% vodného roztoku (obj./obj.) etanolu a/nebo metanolu
nebo 100% etanolu a/nebo metanolu byla doba inkubace alternativng 1 nékolik mésicu. Inkubace
probihala altemativné 1 pfi -25 °C nebo -20 °C nebo 0 °C nebo 25 °C nebo 40 °C nebo 50 °C. V
nékterych provedenich byly vzorky inkubovany v roztoku 0,1% nebo 2% nebo 8% formaldehydu
(hmotn./obj., pfidano bylo 1,5 ml roztoku) v 1x PBS altemativné po dobu 10 sekund nebo 1
minuty, 10 minut nebo 30 minut.

V nékterych provedenich byl krok B) vynechan a nasledoval krok C).

C) Fixaéni roztok nebo 1x PBS byly odsaty a vzorky byly inkubovany v roztoku 10 umol.l"!
siranu méd’natého a/nebo chloridu méd’nat¢ho a/nebo dusi¢nanu médnatého (altemativné byly
pouzity koncentrace 0,1 nebo 0,2 umol.17! nebo 0,1 nebo 1 nebo 50 nebo 100 mmol.I", pfidano
bylo 1,5 ml roztoku) ve vodé nebo ve vodném roztoku 20 mmol.I"! citratového pufru, pH 5 nebo
6, nebo 20 mmol.I" Tris, pH 7, nebo 10 nebo 20 nebo 50 mmol.I"! kyseliny citronové nebo
kyseliny octové nebo kyseliny chlorovodikové nebo 10 mmol.I" hydroxidu sodného nebo ve
100% etanolu a/nebo metanolu nebo v 10% nebo 50% nebo 70% nebo 90% (obj./obj.) roztoku
etanolu a/nebo metanolu ve vodé. Pokud byl pouZit roztok metanolu a soucasné etanolu, jednalo
s¢ o soucet jejich koncentraci.

V nékterych provedenich obsahoval roztok s dvojmocnymi ionty médi DAPI nebo Hoechst
33342 nebo Hoechst 33258 nebo Hoechst 34580 (v koncentracich 0,5 aZ 20 umol.1"). Inkubace

probihala alternativné po dobu 10 sekund nebo 10 minut nebo 20 minut nebo jedné hodiny.

V nékterych provedenich byly vzorky v prib&éhu inkubace tfepany na tfepacce.
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D) Roztok byl odstranén a byl nahrazen 1,5 ml 1x PBS.

E) Roztok 1x PBS byl odstranén a nahrazen 1,5 ml nového roztoku 1x PBS. Tento krok byl
jesté jednou opakovan.

Priklad 2

Stabilizace pfisedlych bunék nebo bunék sedimentovanych na podlozkach pomoci dvojmocnych
iontu médi a pouZiti zpusobu stabilizace bun¢k pro stanoveni po¢tu bunék.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci prisedlych bunék nebo bunék sedimentovanych na
podlozkach pomoci dvojmocnych ionta médi a pouziti zpusobu stabilizace pro stanoveni poctu
bunék. Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly provadény prti teploté mistnosti, pficemz kroky
nasledovaly po sob¢ bez dalSich prodlev.

A) Vzorky s bunkami péstovanymi v Petriho miskach, nebo kultivacnich lahvich, nebo 12-,
nebo 24-, nebo 48-, nebo 96-jamkovych destickach, nebo na kruhovych sklech o priméru 12 mm
nebo vzorky s buiikami sedimentovanymi na mikroskopickych kruhovych sklech o priméru 12
mm byly promyty v 1x PBS (pfidany byly pfiblizn¢ 0,2 az 0,8 ml roztoku na 1 cm® plochy,
pouzité¢ mnozstvi se odvijelo od kapacity pouzité¢ nadoby).

B) 1x PBS bylo odstranéno a vzorky byly inkubovany altemativné v 10% nebo 50% nebo 70%
nebo 90% vodném roztoku (obj./obj.) etanolu a/nebo metanolu nebo ve 100% etanolu a/nebo
metanolu (pfidany byly pfiblizné 0,2 aZz 0,8 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouZité mnozstvi se
odvijelo od kapacity pouzité nadoby). Pokud byl pouzit roztok metanolu a soucasné etanolu,
jednalo se o soucet jejich koncentraci. Doba inkubace byla altemativné 1 minuta, 10 minut nebo
jedna hodina.

V pfipadé pouziti 50% nebo 70% nebo 90% vodného roztoku (obj./obj.) etanolu a/nebo metanolu
nebo 100% etanolu a/nebo metanolu byla doba inkubace alternativng 1 nékolik mésicu. Inkubace
probihala alternativné i pii -25 °C nebo -20 °C nebo 0 °C nebo 25 °C nebo 40 °C nebo 50 °C.

V nékterych provedenich byly vzorky inkubovany v roztoku 0,1% nebo 2% nebo 8%
formaldehydu (hmotn./obj.) v 1x PBS (pfidany byly pfiblizng 0,2 az 0,8 ml roztoku na 1 cm?
plochy, pouzité mnozstvi se odvijelo od kapacity pouzité nadoby) alternativné po dobu 10
sekund, 1 minuty, 10 minut nebo 30 minut.

V nékterych provedenich byly buiky inkubovany v roztoku 0,1% nebo 2% nebo 8%
formaldehydu (hmotn./obj.) v Ix PBS v prub¢hu sedimentace nebo jesté pred sedimentaci pred
krokem A).

V nékterych provedenich byl krok B) vynechan a nasledoval krok C).
V dalSich provedenich byly vzorky po kroku B) nebo pfed krokem B) ususeny.

C) Fixaéni roztok nebo pufr byly odstranény a vzorky byly inkubovany v roztoku 10 umol.1™!
siranu méd’natého a/nebo chloridu méd’nat¢ho a/nebo dusicnanu médnatého (altemativné byly
pouzity koncentrace 0,1 nebo 0,2 umol.17! nebo 0,1 nebo 1 nebo 50 nebo 100 mmol.I", pfidany
byly pfiblizné 0,2 az 0,8 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouzité mnozstvi se odvijelo od kapacity
pouzité nadoby) ve vodé nebo ve vodném roztoku 20 mmol.l" citratového pufru, pH 5 nebo 6,
nebo 20 mmol.I" Tris, pH 7, nebo 10 nebo 20 nebo 50 mmol 1! kyseliny citronové nebo kyseliny
octové nebo kyseliny chlorovodikové nebo 10 mmol.l! hydroxidu sodného nebo ve 100%
etanolu a/nebo metanolu nebo v 10% nebo 50% nebo 70% nebo 90% (obj./obj.) roztoku etanolu
nebo metanolu ve vodé. Pokud byl pouzit roztok metanolu a soucasné etanolu, jednalo se o
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soucet jejich koncentraci. V nékterych provedenich obsahoval roztok s dvojmocnymi ionty médi
DAPI nebo Hoechst 33342 nebo Hoechst 33258 nebo Hoechst 34580 (v koncentracich 0,5 az 20
mol.1™"). Inkubace probihala alternativné po dobu 10 sekund nebo 10 minut nebo 20 minut nebo
jedné hodiny.

V n¢kterych provedenich byly vzorky v pribéhu inkubace tfepany na tiepacce.

V nékterych provedenich byly bunky pfed aplikaci dvojmocnych ionti médi (krok C) pouze
ususeny.

V n¢kterych provedenich byl postup popsany v tomto prikladu pouZit pro stanoveni poctu bunck
dle patentu CZ 307415. V téchto provedenich byly roztoky obsahujici dvojmocné ionty médi
aplikovany jesté¢ pred vymytim barviv DAPI a/nebo Hoechst z DNA.

D) Roztok byl odstranén a byl nahrazen 1x PBS (pfidano bylo pfiblizn¢ 0,2 az 0,8 ml roztoku
na 1 cm? plochy, pouzité mnoZstvi se odvijelo od kapacity pouZit¢ nadoby).

E) Roztok 1x PBS byl odstranén a nahrazen novym roztokem 1x PBS (pfidano bylo pfiblizné
0,2 az 0,8 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity pouZité¢ nadoby).
Tento krok byl jesté jednou opakovan.

Priklad 3
Stabilizace suspenznich bun¢k pomoci dvojmocnych iontii médi.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci bunék rostoucich v suspenzi pomoci dvojmocnych ionti
médi. Neni-li uvedeno jinak, vesker¢ kroky byly provadény pfi teploté mistnosti, pficemz kroky
nasledovaly po sob¢ bez dalSich prodlev.

A) Suspenze bun¢k v médiu byla umisténa do 15 ml centrifugacni zkumavky a centrifugovana 5
minut pfi 300x g. Bunééna suspenze obsahovala pfiblizné 5 az 8 x 10° bunék na 1 mililitr.

B) Médium bylo odsato a k pelet¢ bunck byl pfidan I1x PBS (2ml). Buiky byly
rozsuspendovany a centrifugovany 5 minut pfi 300x g.

C) 1Ix PBS bylo odsato a ke vzorkum byl pfidan altermativn¢ 10% nebo 50% nebo 70% nebo
90% vodny roztok (obj./obj.) etanolu a/nebo metanolu nebo 100% etanol a/nebo metanol
(pfidany byly 2 ml roztoku). Vzorky byly rozsuspendovany. Pokud byl pouzit roztok metanolu a
soucasn¢ etanolu, jednalo se o soucet jejich koncentraci. Doba inkubace byla alternativné 1
minuta nebo 10 minut nebo jedna hodina. V pfipad¢ pouziti 50% nebo 70% nebo 90% vodného
roztoku (obj./obj.) etanolu a/nebo metanolu nebo 100% etanolu a/nebo metanolu byla doba
inkubace alternativné 1 n¢kolik mésicu. Inkubace probihala alternativné 1 pii -25 °C nebo -20 °C
nebo 0 °C nebo 25 °C nebo 40 °C nebo 50 °C. V nékterych provedenich byly vzorky inkubovany
v roztoku 0,1% nebo 2% nebo 8% formaldehydu (hmotn./obj.) v 1x PBS alternativn¢ po dobu 10
sekund nebo 1 minuty nebo 10 minut nebo 30 minut. Nasledné byly burnky centrifugovany 5
minut pfi 300x g.

V nékterych provedenich byl krok C) vynechan a nasledoval krok D)

D) Fixaéni roztok nebo pufr byly odsaty a k buiikam byl pfidan roztok 10 pmol.1" siranu
médnaté¢ho a/nebo chloridu méd’natého a/nebo dusi¢nanu méd’natého (alternativné byly pouzity
koncentrace 0,1 nebo 0,2 umol.1"! nebo 0,1 nebo 1 nebo 50 nebo 100 mmol I, pfidany byly 2 ml
roztoku) ve vodé nebo ve vodném roztoku 20 mmol.l" citratového pufru, pH 5 nebo 6, nebo
20 mmol.I" Trs, pH 7, nebo 10 nebo 20 nebo 50 mmol.1" kyseliny citronové nebo kyseliny
octové nebo kyseliny chlorovodikové nebo 10 mmol.l! hydroxidu sodného nebo ve 100%
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etanolu nebo metanolu nebo 10% nebo 50% nebo 70 % nebo 90 % (obj./obj.) roztoku etanolu
a/nebo metanolu ve vodé. Bunky byly rozsuspendovany. Pokud byl pouzit roztok metanolu a
soucasn¢ etanolu, jednalo se o soucet jejich koncentraci. V nékterych provedenich roztok s
dvojmocnymi ionty médi obsahoval DAPI nebo Hoechst 33342 nebo Hoechst 33258 nebo
Hoechst 34580 (v koncentracich 0,5 az 20 pmol.I""). Inkubace probihala alternativné po dobu 10
sekund nebo 10 minut nebo 20 minut nebo jedné hodiny.

V n¢kterych provedenich byly vzorky v pribéhu inkubace tfepany na tiepacce.

E) Nasledn¢ byly buriky centrifugovany 5 minut pfi 300x g Roztok byl poté odstranén a
nahrazen Ix PBS (pfidany byly 2 ml roztoku). Buniky byly rozsuspendovany a po op&tovné
centrifugaci (5 minut pfi 300x g) byl roztok 1x PBS odstranén a nahrazen novym roztoku 1x PBS
(pridany byly 2 ml roztoku). Tento krok byl jesté jednou opakovan.

Priklad 4
Sada pro stabilizaci bun¢k.
Nasleduyjici priklad popisuje sadu pro stabilizaci bun¢k.

Sada obsahuje vodny roztok siranu médnatého a/nebo chloridu méd’natého a/nebo dusi¢nanu
médnaté¢ho a volitelné¢ vodny roztok etanolu a/nebo metanolu. Koncentrace siranu méd’natého
a/nebo chloridu médnaté¢ho a/nebo dusi¢nanu médnatého je alternativné 0,001 nebo 0,1 nebo
1 mol 1!, Koncentrace vodného roztoku etanolu a/nebo metanolu je alternativné 70 % nebo 80 %
nebo 90 % (obj./obj.).

V jiném provedeni obsahuje sada vodny roztok siranu médnatého a/nebo chloridu méd’natého
a/nebo dusi¢nanu méd’natého obsahujici soucasn¢ etanol a/nebo metanol. Koncentrace siranu
médnaté¢ho a/nebo chloridu méd’natého a/nebo dusi¢nanu méd’natého je alternativné 0,001 nebo
0,1 nebo 1 mol.lI"!. Koncentrace etanolu a/nebo metanolu je alternativné 70 % nebo 80 % nebo
90 % (obj./obj.).
Pouzité roztoky a chemikalie:
1. Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS)
10x PBS (desetinasobné koncentrovany roztok PBS):

1,4 mol .1 NaCl

26 mmol 1" KCl

90 mmol.I"' Na,HPO,

14 mmol.I" KH,PO,

Uveden¢ slozky byly rozpustény v destilované vod¢ a pH bylo upraveno do rozmezi 7,3 az 7.4 1x
PBS (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok v obvyklé koncentraci).

2. Roztoky dvojmocné médi
Pro pfipravu pracovnich roztoku byly pfipraveny zasobni roztoky 0,5 mol.I"! siranu méd’natého,

chloridu méd’natého a dusi¢nanu méd’natého ve vode.

Prumyslova vyuzitelnost:

Pristup je vyuzitelny v laboratorich, které¢ se zabyvaji buné¢cnymi kultivacemi a jejich dal§im
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zpracovanim pro mikroskopické ucéely a dale v laboratofich, které vyuZzivaji sedimentaci pro
zachyt bun¢k na rizné podlozky, napf. v klinické diagnostice.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob stabilizace bun¢k ve vzorku pro zvysSeni mechanické a chemické odolnosti bun¢k,
vyznacujici se tim, z¢ se vzorek obsahujici buriky inkubuje s dvojmocnymi ionty médi.

2. Zpusob stabilizace bun¢k ve vzorku podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze se dvojmocné
ionty médi pfipravi rozpusténim siranu méd’natého a/nebo chloridu méd’natého a/nebo dusi¢nanu
médnaté¢ho ve vod¢ a/nebo metanolu a/nebo etanolu nebo ve smésich obsahujicich vodu a/nebo
etanol a/nebo metanol, na koncentraci dvojmocnych ionti médi rovnou nebo vyssinez 0,1 umol.l"!.

3. Zpusob stabilizace bunék ve vzorku podle naroku 1 nebo 2, vyznaéujici se tim, ze doba
inkubace vzorku s dvojmocnymi ionty médi je rovna nebo vysSi nez 1 sekunda.

4. Zpusob stabilizace bun¢k ve vzorku podle kteréhokoliv z pfedchozich narokt, vyznacujici se
tim, Ze inkubace vzorku s dvojmocnymi ionty médi probéhne pfi teploté v rozmezi od -25 °C do
50 °C.

5. Zpusob stabilizace bun¢k ve vzorku podle které¢hokoliv z pfedchozich naroki, vyznacujici se
tim, Ze inkubace vzorku s dvojmocnymi ionty médi se provede pfed inkubaci nebo po inkubaci
vzorku s etanolem a/nebo metanolem nebo formaldehydem nebo pred nebo po ususeni vzorku.

6. Zpusob stabilizace bun¢k ve vzorku podle naroku 5, vyznacujici se tim, Ze inkubace vzorku
s dvoyjmocnymi ionty médi se provede pred inkubaci nebo po inkubaci vzorku ve vodném roztoku
etanolu a/nebo metanolu nebo formaldehydu, pficemz celkova koncentrace etanolu a/nebo
metanolu je rovna nebo vyssi nez 10 % (obj./obj.) a doba inkubace v tomto roztoku je rovna nebo
vy$$i nez 5 sekund a koncentrace formaldehydu ve vodném roztoku je rovna nebo vyssi nez 0,1 %
(hmotnost/obj.) a doba inkubace v tomto roztoku je rovna nebo vyssi nez 10 sekund.

7. Zpusob stabilizace bunck ve vzorku podle naroku 5 nebo 6, vyznacujici se tim, Ze se mezi
inkubaci vzorku s etanolem a/nebo metanolem a inkubaci vzorku s dvojmocnymi ionty médi
vzorek obsahujici buriky ususi.

8. Zpusob stabilizace bunck ve vzorku podle které¢hokoliv z naroki 1 az 7, vyznacujici se tim,
z¢ krok inkubace vzorku s dvojmocnymi ionty médi probéhne ve vodném roztoku, ktery vedle
dvojmocnych ionti médi dale obsahuje alespon jednu latku, vybranou ze skupiny zahmujici 4',6-
diamidin-2-fenylindol, 2'-(4-hydroxyfenyl)-5-(4-metyl-l1-piperazinyl)-2,5-bi-1H-benzimidazol,
2'-(4-etoxyfenyl)-5-(4-metyl-l-piperazinyl)-2,5 -bi-1H-benzimidazol a N N-dimetyl- 4-[5-(4-
metyl-l-piperazinyl)[2,5 -bi-1H-benzimidazol]-2"-yl|benzenamin.

9. Zpusob stabilizace bun€k ve vzorku podle naroku 8, vyznacdujici se tim, Ze koncentrace latky,
vybrané¢ ze skupiny zahmujici 4'6-diamidin-2-fenylindol, 2’-(4-hydroxyfenyl)-5-(4-metyl-1-
piperazinyl)-2,5°-bi-1H-benzimidazol, 2’'-(4-etoxyfenyl)-5-(4-metyl-1-piperazinyl)-2,5 -bi-1H-
benzimidazol a N,N-dimetyl-4-[5-(4-metyl-1-piperazinyl)[2,5 -bi-lH-benzimidazol]-2"-
yl]benzenamin, je v rozmezi od 0,1 umol.l"'do 0,1 mol 1™,

10. Pouziti zpasobu stabilizace bun¢k ve vzorku podle kteréhokoliv z naroku 1 az 9 pro stanoveni
mnozstvi bun¢k ve vzorcich.



