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(54) Zpusob pripravy prepara

Ath pro elektronovou i svetelnou mlkroskopn bunek

.z kultur in vitro, télesnych tekutin a ze vS§ech bunéénych typh nevytvare]lclch

pevnou tkan

|___Vyndlez se tykd zplisobu pfipravy preparitii pro

relektronovou i svételnou mlkroskopu ‘bunék zkul-

 tur in vitro, télesnych tekutin a ze vech buné¢nych

]typu nevytvafejicich pevnou tkan.

| ObtiZnost zhotoveni kvalitniho prepardtu pro

‘ultrastruktu_ralm studie bunék z kultur in vitro
inebo z bun&nych typh nevytvafejicich pevnou
i tkan, napf. krve, lymfy apod., spoCivd v tom, Ze
: sledované buiiky je nutno inkorporovat do inertni-
| ho media, umoZitujictho krajeni ultratenkych fezit
“na mikrotomu. Pro tcely elektronové mikroskopie
bupek rostoucich v monolayeru na plastikovych
'miskach byly vypracovény metody umoZitujici
I zaliti bunék in situ do akrylith a-syntetickych
J pryskync (napf. Epon). Tuto metodu nelze pouZit
pro ptipravu fezl z buné€k rostoucich ve sklenénych
| nddobéch nevo v suspenzi. Prepardty pro elektro-
novou mikroskopii z téchto kultur jsou nejcastéji
l pnpravovany metodou peletlzace bunék anebo
| méné& &astou zalitim do agaru. Spoleénou nevyho-
dbdu téchto postupil je, Ze jsou technicky niro¢né,
| vyZaduji znaénou zkuSenost a hlavné velké mnoz-
| stvi bunék, které nemusi byt vidy k dispozici (napt.
| pii rychlé diagnostice). Pfipadn& zatéZuji buiiky
vysokym1 tepelnymi zménami. Déle neni pfi nich
mozne soudasné zpracovam fezi pI'O svetelnou
mlkroskopu }
+ . Tyto nedostatky odstraﬁme zpusob _piipravy
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prepardti bun&k pro elektronovou i svételnou
mikroskopii podle vynilezu, jehoZ podstatou je, Ze.
Euﬁky uréené pro mikroskopii jsou inkorporovany
Mo fibrinového koagula, které vzniklo reakei 0,1 az
1100 ml fibrinogenu o koncentraci 1,0 az 100,0
, ,'ug/ml a 0,01 az10,0 ml trombinu o koncentraci 0,5
yaz 500 U. 1. pfi pH 6 aZ 8 v pufru, pfi teploté 25°az
‘40 °C po dobu 20 aZ 60 minut.

Tato metoda umoZiuje standardizaci postupu
piipravy fezil z riznych typd bunék. Dalsi vihodou
zptisobu podle vynédlezu je, Ze se nemusi pracovat
s velkym mnozstvim bunék, jako napf. pfi peletiza-
ci (108 bungk), ale staéi pouhych 7,5 X 10° bunék.
P¥i mensich poétech bunék vzrusta pracnost pii
vybéru vhodnych fezt k dal§imu zpracovéni. Zpt-
sob podle vynalezu je moZno jednoduchym postu-
pem vyuzit k soulasné piipravé prepardti fezi
z bunék tkdriovych, bunéénych, suspenznich kultur
nebo jednotlivych izolovanych bunék. Tim se -
uSetfi na kultivace bunék véetné€ pomocnych latek
a pfistroji nutngch pro kultivaci velkého mnoZstvi
bunék. P¥i diagnostice staéi odbér malého mnozstvi
zkoumané tkdné. Daldi vyhodou zpiisobu podle
vyndlezu je, %¢ se naslednd doba pottebnd pro
pfipravu prepardtu zkrati na 1/3 proti klasickym
zpsobtim a tim dojde ke znaénym dsporam
elektrické energie. . .

Zafizeni k provadéni ptipravy preparati podle
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vynélezu je k dlSpOZlCl v kazde bézné blologlcke‘

laboratofi.

Dile je uveden p¥iklad zpusobu pnpravy prepa—b‘

ritu podle vyndlezu.

Prikiad. :
Lidskd bunéénd hme ES-1, denvovana z histolo-

gicky diagnostikovaného Ewmgova sarkomu, byla

/va

uZita k pifpravé prapardtd mezi 13 4% 15 pasdzi
Kultivace bunék probihala ve sklen&nych 50 ml
lahvi€kéch (Mullerovy lahv1cky) do satura¢ni den-
zity 1 X 10* bun&k na 1 cm? za 7 a% 10 dni. Po

spotitdni bun&k byly tyto pasi¥ovdny v poméru :
1: 2. Kultivace se provadéla v Eaglové minimél-

nim esencidliim mediu s hantksovym solnym rozto-
kem doplnénym neesencidlnimi aminokyselinami
a 10-ti hmot. % hové&ziho fetlniho séra a antibioti-

ky (100 U.I. peniciliniu a 100 ug streptomycinuna

1 ml).

- Hovézi fibrinogen byl rozpuStén v pufru (TRIS)'_

1 : . ‘ . )

- . 'o pH 7 ;2 do kone&né koncentrace 10 p.g/l ml a do i

' pouiti se uchovaval zmra¥eny pti —25 °C.

Trombin byl rozpuitén ve fosfatovém balanco-

 vaném roztoku (PBS) ‘do findlni koncentrace 50 -

U.1/1ml a do pouZiti skladovdn v zatavenfrch ‘

_ amptilich v kapalnem dusiku.

. Buiiky narostlé ve sklefi&né lahvidee byly opako- :
vatié opléchnuty vytempetrovanym pufrem (TRIS)

o pH 7,2, opatriié 5e§krabény a centrifugovany :

- v konické kyveté pri 800 otagkéch za minutu, po. ;

, dobu 10 minut. V§t&¥ek 7,5 x 10° byl resuspendo- |

véan v 0,25 ml reztoku fibrogenu. Konverze ve -
tibrin byla prevedena pomeci 0;02 ml Zetstvého
roztoku frombinu a smés byla koagulovana 45 miin.
pFi 37 °C. PfesraZeni bylo 2 X opakovéno.
Fibrinovy blo¢ek s obsahem bun&k byl pfenesen’ '

 do-zkumavKky a délé zgracovin jednak pro potfeby

-svételné a jednak pro potfeby elektronove nnkro—-
‘ skople

 PREDMET VYNALEZU“

Zpusob pflpravy preparatu pro e]ektropovou
i svételnou mikroskopii bungk z kultur in' vitro,
' télesnych tekutin a viech bun&&nych typi nevytva-

fejicich ,pevnou tkdi, vyznadeny tim, Ze buiiky
‘uréené pro mikroskopii ]sou mkorporovény do

‘flbrmoveho koagula, ‘kter€ vzniklo reakci 0,1 azy

1000 ml fibrinogenu o koncentraci 1,0 a%
100;0 pg/ml'a 0,01 ml aZ 10,0 ml trotbinu o kon- -

: teploté 2S5 a¥ 40 °C: po dobu 20 aZ 60 minut

centraci 0,5 a7 500,0 U. I pfipH 6 aZ 8 vpu\ru, pfi’
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