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Vyndlez se tyka dvojité kultivaéni komtr-
Ky pro histochemické vySetfovani bun&g-
nych linii.

Histochemické vySetfovani tkdni a orgént
se b8Zné provadi tak, Ze se tkamnovy blodek
zmrazi a nakraji se pomoci Kryostatu na
tenké Fezy. Histochemické reakce se mohou
provddét bud na volnych fezech nebo na
fezech fixovanych na podloZnich skligkach.
Dalsi moZnost! je provadéni histochemic-
kych reakci na semipermeabilnich membra-
nédch s pouZitim gelového histochemického
média. Touto metodou lze dobfe detekovat
i difuzibilni enzymy, které jsou u vySepo-
psanych dvou metod prakticky neprokaza-
telné.

Histochemické vy3etifovani bun&énych li-
nii se provadi tak, Ze bun&tnd suspenze se
kultivuje na krycich sklickdch v Petriho
miskach a pak se provad&ji histochemické
reakce obdobné jako u kryostatovych ez
fixovanych na podloZnich sklitkach.

Uvedené nedostatky odstraitiuje podle vy-
nalezu dvojitd kultivaéni komfirka pro his-
tochemické vy3etfovani bun&énych lini{ za
pouZiti semipermeabilni membrany. Jeji pod-
stata spoCivd v tom, Ze je tvoFena hornim
valeCkem a spodnim véletkem, odd&lenymi
navzdjem semipermeabilni membrénou, pii-
CemZ spodni vdlefek je umistdn v Petriho
misce pro fyziologicky roztok a horni véile-
¢ek je prikryt vickem Petriho misky.

Vyhoda dvojité kultivaéni komfirky spo-
¢ivd v tom, Ze umoZiiuje kultivaci bunék na
semipermeabilni membrdné a zdroveii pro-
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vedeni histochemické reakce p¥imo in situ
na kultivovanych buiikdch po odsati média
a jejich zaschnuti. UmoZiiuje vy3et¥ovani
bunécnych enzymd, jejichZ detekce je moz-
na pouze na semipermeabilnich membra-
nach a ktera drive byla v bun&énych liniich
prakticky nemoZnd. Daldi vyhodou je, Ze
buiiky nejsou poSkozovdny ani zmrazenim
ani krdjenim a tim je moZnost vzniku arte-
fakti na minimum. V neposledni rad& je
vyhodou dvojité kultiva¢ni komfrky jeji ce-
nova dostupnost. Pofizovaci cena je nizka
a navic je moZné sklen&né valetky pouZivat
opakované.

Vynalez je ddle bliZe popsén na piikladu
provedeni podle pfipojeného vykresu, na
némz je v ndrysu z fezu nakreslena dvojita
kultivatni komtrka podle vynélezu.

Komiirka sestdvad ze dvou stejnych skle-
nénych véleckd 1, 2. Na spodnfm valetku 2
je upevnéna pomoci pryZového krouZku 3
semipermeabilni membréna 4. Horni véle-
¢ek 1 je pFitmelen pomoci silikonového tme-
lu 5, ktery je pro tkaiiové kultury netoxic-
ky, v misté semipermeabilni membrany 4.
Tim vznikne vélcovity prostor rozdsleny
uprostfed semipermeabilni membranou 4.
Oba valetky 1, 2 i semipermeabilni membra-
na 4 musi byt pied sestavenim komtrky tkéa-
fové umyty. Sestavend komiirka se sterili-
Zuje autoklavovanim.

Pfi kultivaci je komitirka ve vertik4lni po-
loze. Do prostoru horniho védleéku 1 se na-
pipetuje bun&na suspenze 6. Tim je komfir-
ka pfipravena pro kultivaci bun&k. Umist{



208 595

3

se do sterilni Petriho misky 7 se sterilnim
fyziologickym roztokem a horni vélecek 1 se
prikryje vickem 9 Petriho misky, aby nedo-
chéazelo k odpafovani média. Builky se kul-
tivuji v hermeticky uzavreném prostoru ne-
bo v inkubatoru s 5% kysliéniku uhliéitého
v atmosféfe pii teplot& 37°C. Po 4 dnech
dojde k optimélni proliferaci bunék, ktere
hned na po&atku kultivace sedimentovaly na
semipermeabilni membrané 4, a tim jsou da-

4

ny podminky pro jejich histochemické vy-
Setfeni.

Médium se odpipetuje a semipermeabilni
membréna 4 se dvakrat opldchne fyziologic-
kym roztokem, aby byly odstran&ny zbytky
média. Tak se horni véaleek 1 i se silikono-
vym tmelem 5 oddéli od spodniho véletku
2. Po zaschnuti bunék se provede histoche-
mick4 reakce stejnym zplsobem jako u Fez
na semipermeabilni membrané 4.

PREDMET VYNALEZU

Dvojitd kultivaén! komtirka pro histoche-
mické vySetfovdni bunéfnych linii za po-
uziti semipermeabilni membrdny vyznatna
tim, Ze je tvofena hornim véaleCkem (1) a
spodnim véaleckem (2), odd&lenymi navza-

jem semipermeabilni membrdnou (4], pfi-
demZ spodni valetek (2) je umistén v Petri-
ho misce (7) pro fyziologicky roztok a hor-
ni valedek (1) je pirikryt vickem (9) Petri-
ho misky.

1 vykres
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