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ROSTLINNA BUNKA

Podstatou biotechnologického vyuZiti rostlinné buiiky
je nahrazeni polni produkce vyznamné rostliny kulturou
rostlinngch bunék, ktera byla od dané rostliny odvoze-
na. Tento pFistup pFinasi tyto vyhody:

a) Produkce urcité sloudeniny (slouéenin), pro kterou
rostlinu p&stujeme, se touto cestou stdvd nezavisld na
podnebi, vykyvech potasi, vlastnostech piidniho fondu,
biodeterioraci rostliny, ekonomick¢ch nakladech a dal-
Sich faktorech, které jsou vyznamné zejména v piipadé,
kdy je urtitd rostlina p&stovdna jako zdroj farmaceu-
ticky vyznamné latky.

b) Kultura izolovanych rostlinngch bunék predstavu-
je biologicky material vysokého stupns homogenity,
CoZ je u nativni rostliny nemoné.

¢) Kultura rostlinngch bun&k neni kontaminovéna
zbytky insekticidi, fungicidi nebo herbicidii a rostlinné
buriky nejsou modifikovany interakci s kontaminujict
mikroflorou.

d) Pri nahrazeni rostliny kulturou rostlinnych buné&k
produkujicich Zddanou latku odpad4 kultivace balastni
neprodukéni biomasy. V této souvislosti je Kkultura rost-
linngch bunék zakladem bezodpadov§ch technologii.

e) Kultura rostlinnych bunék umoZiuje kontinualni
produkci Zadané latky a mnohem ekonomict&jsi zphsoby
jeji extrakce.

f) Kultura rostlinnych buné&k predstavuje v mnoha
ohledech kulturu jednobunéénych organismi, coZ umoz-
fiuje mnohem snadngj3i Fizeni a modelovani produkce
Zadané latky.

g) Rostlinnd buiika jako jednobunéiny organismus
umoZiiuje vyuZiti Siroké 3kély biosyntetickych, biotrans-
formatnich a biodegrada&nich aktivit, které v mnoho-
bunétném spoleCenstvi nativni rostliny nelze &asto ani
identifikovat.

Kromé& uvedenych vyhod, které nabizi srovnéani kultu-
ry rostlinnych bunék s nativni rostlinou, je moZno uvést
daldi sméry zcela specifického vyuZiti izolované rostlin-
né buiiky:

a) Faze protoplastii rostlinné buiiky umoZiiuje v ob-
lasti vy33ich rostlin aplikovat metody bunétného inZe-
nyrstvi.

b) Izolovana rostlinnad buiika umoZiiuje manipulace ge-
nového inZenyrstvi.

¢) Kultury rostlinnych bun&k umoZiiuji rychlé vege-
tativni mnoZenf urcitych rostlin.

d) Kultury pylovych bun&k umoZiuji rychlé ziskani
haploidnich rostlin a od nich odvozenych ,&stych* li-
nii pro Slechtitelské udely.

e) Cestou pFipravy kultury rostlinngch bungk je moz-
né i ziskdni ozdravenych (napf. bezvirovych) rostlin.

f) Kultura rostlinngych bun&k umoZiiuje experimentovat
na bunééné drovni.

EXPLANTATOVE KULTURY VYS3ICH ROSTLIN

Pfiprava kultur rostlinné buiiky byla na samém za-
Catku motivovédna snahou dokéazat, Ze neexistuje spodni
hranice velikosti rostlinného téla, kdy by bylo moZno
tuto Cast neomezen& kultivovat. V§voj této problemati-
ky byl tedy zahajen hleddnim optimélniho fragmentu
rostliny a zplisoby jeho aseptické kultivace. Souéasny
stav metodiky lze ilustrovat nasledujicimi fazemi piipra-
vy kultury aktivné& rostouci rostlinné buiiky tzv. explan-
tatové kultury:

1. Priprava je zahdjena vyb&rem vhodné matetné rost-
liny, a to pfedev3im na zdklad& produkce Z4daného me-
tabolitu.

2. Z asepticky péstované a povrchové sterilované rost-
liny je asepticky ziskdn fragment nékterého orgdnu —
explantat, ktery je asepticky pfenesen na sterilni aga-
rové médium. Ne&kolikatydenni kultivaci tohoto frag-
mentu je ziskdn primédrni kalus jako amorfni aglomera-
ce rostlinngch bunék schopnych dalsiho rozmnoZovéni.

3. Ziskany kalus je po odstrané&ni zbytku vychoziho
fragmentu (explantdtu) a aseptickém preneseni na
vhodné, Cerstvé médium schopné neomezené bundtné
proliferace. Prvni kultivadni faze jsou &asto provazeny
vznikem morfologick§ch a morfogenetick§ch zmén bunék
vznikajicich buné&&nych soubordi. Teprve v&t3im poctem
pasédZi a pfi dodrZeni konstantnich kultiva&nich podmi-
nek (sloZeni kultivadniho prost¥ed;, teplota, osvétleni
popf. fotoperioda, pravidelnost pasadZovéani a dalsi) je
ziskdna buné¢na aglomerace jako stabilni a homogenni
kultura. Tato kultura mohla oviem b&hem své piipravy
ziskat nové fenotypové znaky, které jsou v danych kul-
tivatnich podminkéch stabilni. Jinymi slovy, celkovy fe-
notyp ziskané kultury je podminén piivodnim genotypem
explantédtu a kultivaénimi podminkami.

4. Po dosaZeni popsaného stavu aglomerace rostlin-
nych bunék, uchovdvanych na pevném médiu, miZe byt
tato kultura ptevedena v suspenzni kulturu jednotlivych
bunék. Tuto kulturu ziskdme bud enzymovym (Géinkem
pektinas) nebo mechanickym rozvolndnim buné&éné aglo-
merace. Suspenzni kultury jsou udrZovédny v tekutém
médiu za kultivaénich podminek, které podminuji sta-
bilni stupeii disociace bun#k. Ideédlni je kultivace v ma-
lych objemech na rollerech nebo tfepackach. Suspenzni
kultura je zdkladem monokoloniové izolace rostlinné
buiiky (klonovéni) a velkoobjemovych kultivaci. Bun&e-
né populace t&chto kultur jsou vychozim biologickym
materialem pro manipulace bun&&ného a genového inZe-
nyrstvi. Jednotlivé faze jejich pFipravy shrnuje obr. 1.
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Obr. 1. Schéma pripravy produkéni explantdtové kultury
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P%DMINKY A ZPUSOBY KULTIVACE ROSTLINNYCH BU-
NEK

Volba podminek a uspofddani kultivace je podiizena
poZadavkim, které jsou na kulturu rostlinnych bunék
kladeny z hlediska jejiho pouZiti jako experimentédlniho
nebo biologického materidlu, na jehoz zakladé je budo-
vana urcitd technologie. V této souvislosti lze obecnou
charakteristiku ,.idedln{“ suspenzni kultury rostlinnych
bunék charakterizovat ndsledujicimi vlastnostmi:

a) stabilita genotypu, stdld koncentrace DNA,

b) zachovani Zaddanych fyziologickych a biochemic-
kych vlastnosti pletiva, popi. orgénu, z kterého byla kul-
tura odvozena,

c) vyhovujici intenzita ristu na definované syntetické
pada,

d) homogenita tvaru, velikosti a nutného stupné dife-
renciace bunék,

e) jednobuné&&ny stav, tedy vyskyt minimalniho poétu
buné&énych agregatli v suspenzni kultufe; snadno rozpa-
davé buné&cné agregéty.

Syntetické kultiva&ni médium je obvykle konstruové-
no jako smeés anorganickych soli v makrokoncentracich
a mikrokoncentracich a zdroje uhliku a Zeleza. V poca-
tecnich stadiich odvozovéni téchto kultur je €asto nutna
i pritomnost komplexu aminokyselin a nékterych vita-
mind.

Specifickou sloZkou téchto kultivaénich prostfedi isou
chemické reguldtorv riistu a reprodukce rostlinné buii-
kv. Tyto komponenty isou souhrnné oznacovanv iako
riistové latky. rostlinné hormonv nebo nativni reeulato-
rv. Kritériem jejich rozliseni miiZe bvt funkce — stimu-
latorv. inhibitorv. nebo chemicka povaha — auviny, gi-
bereliny. cytokininy, ethylen a dalsi.

Piftomnost t&chto latek a jejich kombinace je hlav-
nim faktorem urcuiicim zakladni charakteristiky kultu-
rv. intenzitu ristu. dediferenciaci a rediferenciaci.
Vzhledem k cené& téchto latek je aktualni priprava ta-
kovych klonti rostlinnvch bunék. které optimélné rostou
bez potfeby exogennich hormonii.

Vzhledem k tomu. Ze vé&tSina kultur se p&stuie ve tm#é,
popf. ve slabém difuznim svétle. je pfitomnv zdroj uhli-
ku kompenzaci sniZené fotosvntetické kapacitv [(bvlv
viak odvozenv i fotosyntetizuiici kulturv). Tako zdroi
uh'iku se neifastéii pon?iva sacharosa. elukosa neho
fruktosa, mohou b¥t v¥ak pouZitv i né&které alkoholv a
kvseliny. poof¥. priimyslové odpnadv (syrovatka aood.).

Biotechnoloeické vyuZiti rostlinné buifikv vvZadnje n¥e-
chod od kultivaci v malych obiemech dn v&tSich obie-
mii. coZ ie jednak sooiovdno s mndelovdnim levn¥ich
kultiva®nich plid a nouZitim zatizeni (bioreaktori). kte-
ré zaiiSfuie dnkonalou st*erilitu kultivace. Tatn =zaFizeni
se v zakladnich rysech n=li%i od fermentaci nouZivanvrh
pro knltivace mikrooreanismii a mohon hvt konstruova-
na na orincion chemos*atu i turbidnstatu, Vzhledem
k tomn. Ze rostlinné bhuiikv isou k¥ehké. ie obvvkia vy-
Tonéeno mechanické michani a kulturv isou michénv
nroudem prochézeiiciho sterilntho vzduchu. Kultivaéni
tenlota se nohvhuie v rozmezi 25—30°C

Vnlba zpfisobu kultivace i kultivaénihn pros‘fedi ie
nodfizena vlastnostem knlturv. stupni diferenciace a cili
kultivace [(ti. bud nrodnkci biomasy nebo produkci ex-
trareInlarniho me*abnlitul.

Riistov?y cvklus suspenzni kulturv rostlinngch bunék
v uzavireném [(batch) svstému lze (podobné& jako u kul-
tur mikroorganismii] charakterizovat sigmoidni riisto-
vou k¥ivkou. Ve <rovnéni s mikroorganismv ie v kultufe
rnstlinntch bun&k dosa%enn pouze 10—15 nasnhné zvy-
Zeni celkovéhn noétu bun&k. co? odnovidd reprodukei
v rozsahn 3—4 eeneraci. Exponencidlni riist ie-nme7nn
pa relativné Wratkv interval riistového cvklu a ohvvkle
pFecha»{ ve f4zi. kdv nfirfistek biomasv ie linedrni. Stu-
die zmén hladin bun&fnvch komnonenth také pazpafnif
e v suspenznich kulturdch rostlinn¢ch hunék nenastava
sitnace. kternu ovnatuieme jako balancovany rist, tedv
sitnace. kterd je typickd pro kultury mikrooreanismil a
n¥i takové isou relativni koncentrace viech buné&&nvch
komoonentdt (metabolitd, hlavnich biopolymerii. struk-
tur) konstantni. V populaci rostlinnych bunék v podmin-

kach ,batch® kultury je tedy moZno predpokladat uréi-
tou kontinualni zménu fyziologie a biochemie bunky,
ktera ma u jednotlivych bunék individualni charakter.
Ve srovnani s ,batch“ kulturami mikroorganismi je
pravdépodobné odliSny i profil spotfeby zékladnich Zi-
vin (napf. 90% spotieba celkové koncentrace zdroje fos-
foru v case, ktery odpovida reprodukci prvni generace).
Je zrejmé, Ze tyto specifické rysy suspenznich kultur bu-
neék nékterych rostlinnych druhi do zna¢né miry kom-
plikuji poznani kinetickych vztahi mezi procesy ristu,
metabolismu a bunééného déleni. Tyto poznatky jsou dii-
leZité piedev3im u primyslovych produkci farmaceutic-
ky vyznamnych metabolitli. Z uvedenych diavodi je pro
biotechnologické vyuZiti rostlinné buiiky perspektivni vy-
voj kontinualnich kultivaci a pouZiti synchronizovanych
kultur.

BIOTECHNOLOGICKE VYUZITI SUSPENZNICH KULTUR
ROSTLINNYCH BUNEK

Cilem vyvoje technologii, které jsou zaloZeny na po-
uZiti suspenzni Kultury rostlinné buiiky, je pfredevsim
zajisténi potfebnych mnoZstvi farmaceutickych surovin
na primyslovém zakladé. MoZnost péstovat a pramyslo-
vé vyuZivat rostlinné bunky podobné jako mikroorganis-
my, odstranuje predevsim problémy, které jsou dnes spo-
jeny se zajiSfovanim pfirodnich surovin (omezovéani rost-
linnych zdrojl,, narusovani Zivotniho prostfedi, omezeni
klimatickymi pasmy atd.). Kultura rostlinnych bunék
teoreticky nabizi i mnohem 3irdi vyuZiti biosyntetické-
ho, biotransformaéniho a pravdépodobné i biodegradac-
niho potencidlu rostliny.

Historické kofeny vyvoje této problematiky miZeme
nalézt jiZ v roce 1945, kdy byla realizovdna prvni tkéiio-
va kultura odvozend z 1écivé rostliny. Schopnost synte-
tizovat sekunddrni metabolity in vitre byla prokazéna
zanedlouho potom. Patent, ktery byl pfihlaSen americ-
kou firmou uvadi 10 rostlinnych druhi, jejichZ biosyn-
teticky potencidl by bylo moZno primyslové vyuZit
v podobé& kultur orgdni a pletiv jednotlivych rostlin.
Prvni poznatky o pripravé a vlastnostech suspenznich
kultur rostlinnych bunék byly vsak k dispozici aZ v 60.
letech.

V soutasné dobé jsou k dispozici informace o pripra-
vé suspenznich kultur bun&k nékolika desitek rostlin-
nych druhii. Tyto kultury jsou popsany z hlediska pro-
dukce alkaloidii, antibiotik, enzymii i peptidi a Fady
chemicky vzdélenych latek s biologickou aktivitou. Vel-
mi vyznamné je produkce alergenii a inhibitori rost-
linn§ch virii.

O vétsiné téchto latek lze Pici, Ze mohou byt zaroven
substratem biotransformaéniho procesu, ktery je kata-
lyzovan enzymovym systémem buiky. Biotransformaéni
potencidl rostlinné bunky lze priimyslové pouZit nejen
pro cilené modifikace jejich produktii, ale i pro chemic-
ké modifikace latek pFipravenych organickou syntézou.

Z uvedeného je ziejmé, Ze velmi dileZitym faktorem
vyvoje priimyslovych klonii rostlinnych buné&k je meto-
dika jejich ,,screeningn“ — tj. rychlé a reprodukovatel-
né detekce Zadané vlastnosti ziskané kultury. S pfipra-
vou kultury pfirozené souvisi i poznédni jeji funkéni
stability. Jinym problémem je udrZeni sterility kultur pifi
dlouhodobych kultivacich. Zcela individudlni jsou i eko-
nomick4 Kkritéria. Z t&chto i dalSich diivod jsou prog-
nézy uspédnosti technologii na bazi rostlinnych bunék
velmi sloZité a zcela individualni.

ZIVOCISNA BUNKA

Pé&stovani jednotlivych bun&k Zivotisného mnohobu-
nééného organismu in vitro byla ve svych pocatcich
(zatatek stoleti) pouze experimentdlnim pfistupem, kte-
ry byl vfznamnym meznikem ve vyvoji studia tohoto bu-
nééného typu. Prvni pramyslové vyuZiti tkaiiovyeh kul-
tur Zivofisnych bunék prineslo aZ zjisténi, Ze virus
poliomyelitis (piivodce d&tské obrny) miZe byt péstovan
v tkanovych kulturach Zivogisnych (vEetné klidovych]
bunék, coZ byl zédklad vyroby ptisluiné vakciny v pade-
satych letech. Intenzivni vyvoj kultivaénich technik,
akumulace zdkladnich poznatki z oblasti biologie Zivo-
¢iZné bufiky i moZnost aplikovat moderni techniky bu-
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nééného a genového inZenyrstvi u tohoto biologického
materidlu podminily, Ze v 70. letech do3lo k vyvoji zce-
la nové kategorie biotechnologif, které oteviely zna&né
monZnosti pfedevdim v oblasti vyrob prepardti imuno-
terapeutickych, imunodiagnostickjch a imunopreventiv-
nich. Zivogisnd buiika se zdrovei stava zdrojem genoveé
informace, kterou miiZe byt (cestou manipulaci genové-
ho inZenyrstvi) transformovéna buiika vhodného mikro-
organismu, coZ je zdkladem ekonomicky vyhodnych
vyrob daldich farmaceuticky vyznamnych produktii Zivo-
¢isné buiiky.

Zakladni charakieristiky Zivoti§né buiiky in vitro

Oddéleny vyvoj organismi obsahujicich difuzni (ne-
diferencované) jadro a organismii s morfologicky dife-
rencovanym jadrem pokracoval v piipad# eukaryot dvé-

ma liniemi: autotrofni buiiky byly ptedchiidci mnohabu-

néénych rostlin — Metaphyta, heterotrojni buiiky daly
vznik Zivo€ichim — Metazoa (Zivodisné buiiky proto su-
marné oznadujeme jako buiiky Metazoi).

Zatimco si mikrobialni buiiky v obecném smyslu udrZe-
ly svoji individualitu, je pro buiiky s pravym jddrem cha-
rakteristické sdruZovanf ve v&tsi celky. Ty mély lep3i
nadéji na preZiti v nepfizni podminek, do nichZ po sobé
jdouci generace reprodukovaly, a proto se mohly zprvu
primitivnf shluky bun&k postupné& vyvinout aZ k dne3nim
sloZitym tvarim mnohabun&nych organismi. SloZitost
télesné organizace Metazol a vytvoreni funk&né vazanych
souboril specializovanych bun&k byly spojeny s uplatné-
nim novych stdle komplexn&jsich regulaénich mechanis-
mi. Z téchto divodl (na rozdil od mikroorganismil) jsou
také buiiky Metazoi v kultufe podifzeny primarné inter
celyldrni regulaci ristu i biochemické diferenciace. Z té-
hoZ diivodu je komplikované uplatnéni poznatkii a expe-
rimentdlnich zkuSenosti z oblasti mikrobidlnich kultur
pfi Fizeni aktivity bunék Metazoi.

Hlavnim nedostatkem t&chto buné&énych kultur je ztra-
ta orgdnové specifity, k niZ miaZe dojit pfi dlouhodobé
kultivaci in vitro. Ztrata orgédnové specifickych funkci je
zplsobena selekci bun&k a modulaci jejich fenotypu,
které jsou Casto indukovédny jiZ vlastni pFipravou bunég-
né Kultury. K prvé selekci dochézi pfi mechanickém ne-
bo enzymovém rozvoliiovdni tké&né. 1 pii peélivém
provedeni dochédzi ke znatnému thynu bunék: pii mecha-
nickém uvoliovani zbyva 5—30 % bun&k schopng§ch auto-
reprodukce, pfi pouZiti kolagenasy 10—15% a pfFi po-
uZiti trypsinu pouze 1—2 % z pFiblizného celkového poé-
tu bunék, které tvofily pouZitou tkai. Tento stav je dale
modifikovdn tim, Ze ve vyvijejici se kultuFe miZe pfe-
vlddnout vitdln&jsi buné&ny typ, kter§ byl v donorovém
organismu pod negativni kontrolou a jehoZ populace
v kultufe prevladne. Tfetim ¢Cinitelem miZe byt i druh
zvoleného kultivaéniho prostfedi, které selektivné sti-
muluje riist a reprodukci n&kterych bun&&nych typl. Op-
timalni kultivatni prostfedi by mélo zajistit ty vlivy,
které v rdmci mnohabunééného organismu pisobi jako
interceluldrni a které zajistuji Zadanou bun&&nou aktivitu
i v podminkdch kultivace in vitro.

Jingym v¢znamnym faktorem je pomér objemu kultivo-
vanych buné&k a objemu média. Ve srovnani s mnohabu-
néénym organismem je v kultufe pomér objemu mimo-
bun&fné a bunéfné tekutiny mnohem vy38i. Z tohoto
divodu je v mimobun&&ném prostiedi vyrazné& niZ3i i hla-
dina latek, které jsou bufikami produkovdny a které
funguji v interceluldrni regulaci.

Nutri¢ni poZadavky Zivo€i$né buiiky jsou obvykle mno-
hem komplexné&j3i neZ poZadavky eukaryotni buiiky mik-
robidlni. Nejvyznamné&jSim energetickym zdrojem jsou
prirozen& sacharidy (glukosa, manosa, fruktosa, galakto-
sa). Pro rlst bun&k in vitro je nezbytna jak glykoljza,
tak i oxidativni metabolismus glukosy. Komplex mineral-
nich soli je obvykle peclivé volen a zajistuje osmotickou
stabilizaci a pufra¢ni schopnost média. Pro buiiky kul-
tivované in vitro je esencidlni komplex aminokyselin, je-
jichz priméarni funkci je pFim& inkorporace do buné&é-
nych proteinl. Zidkladni sloZkou médif jsou obvykle
i komplexy vitamini a purinové a pyrimidinové bdze.
Nejvyznamné&jSim stopovym prvkem je Zelezo.

Specifickou sloZkou kultivacnich médii jsou bilkoviny.
Jako souddst prostifedi se nejfast&ji uZivd krevni sérum

nebo jeho vysokomolekuldrni frakce, i kdyZ bilkoviny
z jingch zdroji mohou mit rovn&Z rdstovd stimulaéni
GCinky. V této souvislosti byly izolovany riistové stimu-
laéni proteiny (ristové faktory), které specificky stimu:
luji riist n&kterych typh bun&k.

Kultivace jsou obvykle provad&ny pfi pH 7,2 a teploté
37°C.

Usp&3na prace s kulturami Zivodi§nych bun&k je pod-
minéna nejen spravnou volbou typu média a dodrZenim
technologie jeho pfipravy, ale i dislednym sledovanim
kvality vSech uZitych materidlii. NejobtiZn&jsi je sledova-
ni kvality séra. Nejfastéji se pouZivd opakované pasédZo-
vani nékolika buné&fn¢ch typld v médiu s provéfovanou
SarZi a priib&h ristu se srovndavd se standardem. Pfipra-
vu bunégné kultury Metazoi shrnuje obr. 2.

Typy kultar

Buné&né kultury Metazoi lze klasifikovat podle zpiiso-
bu kultivace (popF. riistového potencidlu) a chromozo-
malniho sloZeni bunék. PFi statické kultivaci [obr. 2) se

Obr. 2. Priprava bunééné kultury Metazoi a jeji statickd
kultivac2

Izolovana tkan (I) je fragmentovdna (2) a ziskané fragmenty
jsou mechanicky nebo enzymové rozvolnény na jednotlivé buiky
(3); buiiky jsou separovany centrifugaci (4) a touto populaci je
inokulovédno kultivaéni prostfedi statické kultivace (5); statickd
kultura miiZe byt pasazovana (6) a ziskand bunéind populace
skladovana v kapalném dusiku (7).

buiiky péstuji na pevném podkladu (skle, plastickych
hmotéach), kter§ je nékdy upravovan pouZitim perforo-
vaného celofdnu, mfiZkou z plastické hmoty apod. k do-
cileni trojrozmérného ristu. Fyzicky kontakt buiiky s pev-
nym povrchem je u fady buné&tnych typil zdkladni pod-
minkou normélntho ristu a reprodukce. Pro tyto piipa-
dy jsou komer&né& vyrabény sférické mikronosie [obr. 3/,
jejichZ povrchové dpravy umoZiiuji optiméaln{ fixaci bun&k.
Vhodné optické vlastnosti t&chto materidld usnadiiuji
priibéZné sledovani bun&&ného riistu svételnou mikrosko-
pii. Pouziti t&chto nosi¢h umoZiiuje splnit poZadavek fy-
zického kontaktu bufiky a pevného podkladu (ktery ji-
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nak zajiStuje statickd kultivace) v podminkach kultivace
v tekutém michaném médiu, tedy v podminkach suspenz-
ni kultury, kterd jinak vyhovuje pouze tém bunécnym
typtim, jejichZ rist a reprodukce neni podminéna fyzic-
kym kontaktem bunky s pevnym materidlem. Fixace bu-
nék na povrchu mikronosi¢e je v soucasné dobé zdakla-
dem velkoobjemovych kultivaci v souvislosti s produkci
protilatek, interferonii, hormont, enzymi a dalSich te-
rapeuticky vyznamnych bioproduktii Zivo¢isné bunky.
Fragilita Zivo€idné bunky je zplisobena tim, Ze bunécny
povrch neni kryt buné€nou sténou, ale pouze biologickou
membrénou, kterd zprostredkovavd komunikaci vnitro-
buné¢ného a mimobunééného prostredi, ale nedostatetné
kompenzuje osmotické a mechanické vlivy. Tato fragili-
ta vyZaduje takovou formu mechanického michéani teku-
tych médii, kterd nevyvolavda mechanickou destrukci
bun&k nebo jejich uvolfiovani z povrchu mikronosice
{obr. 3). Z tohoto diivodu je vyhodné pouZiti perfuznich
reaktorii, které mechanické destrukce eliminuji, ale za-
rovenl zajistuji optimdini provzdu$iiovani a vyménu mé-
dia v mikroprostiedi buiiky, a to i pfi vysokych bunéc-
nych denzitach.

Obr. 3. llustrace sférického nosicée s édsteénym ndris-
tem bunééné populace

Buné&né kultury pripravené primo ze tkdni organismu
jsou oznacovany jako primarni kultura. Tyto kultury
se pripravuji rozvolnénim cerstvé explantovanych tkéani
nékterymi enzymy (trypsin, kolagenasa, pronasa, pa-
pain) a vznikla bunééné suspenze {obr. 2] je pouZita (za
aseptickych podminek) jako inokulum vlastni primdrni
kultury. V urcitych pripadech se pouZivda i mechanické-
ho uvolnéni bunék. PasaZovanim primarni kultury lze
odvodit bunééné linie, které mohou byt péstovany dlou-
hodobé&. Podle findlniho charakteru buné&k lze rozlidit
diploidni bunécné linie a kontinualné& pé&stované stabilni
heteroploidni bunééné linie (chromozomalni sloZeni bu-
nék t&chto linii je zna¢né odliSné od bunék pavodni tka-
né). Tyto bunécéné linie maji tzv. nelimitovany bunécny
potencidl a jsou oznaCované jako ,nesmrtelné” [(dnes
jsou k dispozici stovky t&chto bunéénych linii odvoze-
nych od Zivocisnych bunék rhznych typfi). Na rozdil od
nich maji linie bunék s diploidnim poctem chromozomi
limitovany riistovy potencidl. Tyto buiiky maji zprvu vy-
sokou riistovou rychlost; po obdobi aktivni replikace, je-
hoZ délka kolisd podle druhu Zivo€icha, z néhoZ byla
tkan izolovéana, vstupuji bunky do féze sniZeného ristu
a po urcitém obdobi preZivani hynou. Pro diploidni linie
byl navrZen rovnéZ nazev homonvuvklearni, nebot variace
v chromozomdlnim sloZeni mezi puiikami klont téZe li-
nie jsou miniméalni. Alterace v chromozomalnim sloZeni
heteroploidnich linii se tykaji po€tu a morfologie chro-
mozOémi.

RUSTOVY CYKLUS KULTURY BUNEK METAZOI

V suspenznich kulturdach, ve kterych lze péstovat jen
bunky s nelimitovanym riistovym potencidlem, je pri-
bgh rastu analogicky ristu mikroorganismi v tekutém
prostiedi. Kultury jsou obvykle charakterizovdany délkou
lag faze, generatni dobou a maximélni popula¢ni den-

zitou. Za standardnich vnéjSich podminek jsou tyto pa-
rametry konstantni vlastnosti bunécné linie. Maximaélni
populacni denzita, kterou builky dosahuji ve stacionérni
fazi, je oznaCovédna jako denzita saturacni.

Rozliseni zakladnich rtstovych fazi (lag, exponencial-
ni a staciondrni) i uvedené parametry jsou pouZivany
i pri hodnoceni statickych kultur. Podle dosaZené ma-
ximalni populadni denzity lze statické kultury Metazoi
rozdeélit na tfi typy:

a) kultury diploidnich linii, u nichZ zastava ristu na-
stava pfi denzitach 5,0.10% aZz 1,0.10° bun&k na 1 cm?
plochy;

b) Kultury pseudodiploidnich a nékterych heteroploid-
nich linif, jejichZ reprodukce ustdva pfi stejné nizkych
populaénich denzitach;

c) kultury vétSiny stabilnich linii, které dosahuji sa-
turagéni denzity nejmén& 3,0.105 bungk na cm? plochy.
Statické Kkultury s limitovanym rastovym potencidlem
jsou jednovrstevné. Kultury stabilnich linii (nelimitova-
ny riistovy potencidl) mohou byt mnohovrstevné. Ome-
zeni ristu na jednovrstevné je podminéno kontaktni in-
hibici.

Generalni doba heteroploidnich linii je relativn& krat-
k4 — 12 aZ 28 hodin. U ostatnich typl trva 24 hodin aZ
nékolik dni. Délku generacni doby lze ovlivnit regulaci
dodéavky Zivin, hodnotou pH prostiedi, teplotou a zejmé-
na druhem a mnoZstvim séra, které je pouZivano jako
soucast kultivaéniho prostredi.

Tvorba bun&énych makromolekul a jeji rozsah zévisi
na fazi riistového cyklu kultury. Lag faze je charakteri-
zovédna rychlou syntézou DNA, RNA a proteini; v expo-
nencialni fazi obvykle klesd mnoZstvi nukleovych kyse-
lin bez pfimého vztahu k rychlosti buné&tného deéleni.
V lag fazi se miZe DNA nahromadit aZ do dvounasobné-
ho ¢&i trojnasobného mnoZstvi vzhledem k jejimu obsahu
v bunce v pozdé&jsich stadiich.

Z uvedeného prehledu zékladnich charakteristik Zivo-
¢isné bunky je ziejmé, Ze technologie zaloZené na tomto
biologickém materidlu vyZaduji krom& odvozeni vhodné
Kultury citlivou optimalizaci kultiva¢nich podminek a to
pfedev3im ve vztahu ke kvalitativnim a kvantitativnim
parametriim Zaddané bunécné aktivity.

Pro bliZdi orientaci v metodické oblasti i v souCasném
stavu a perspektivach biotechnologického vyuZiti rost-
linné a Zivodidné bunky lze &tendfi doporutit ¢lanky a
monografie [1—12].
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Jirkii, V. - Basafovd, G.: Biotechnologické vyuZiti rost-
linné a Zivotisné buiiky. Kvas. prim., 32, 1986, &. 2, s.
37—41.

Tento pfehledovy ¢lanek je veénovan vyznamnym ot4z-
kam, které tvori zaklad primyslového vyuZiti jednobu-
néénych kultur rostlinnych bun&k a kultur bunék Zivo-
tisnych. Soufasné pozadavky a problémy jsou rovnéZ
uvedeny.
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Hupky, B., Bacapxosa, T'.: BuoTexnoaornyeckoe HCnodb-
30BaHHe DACTHTEJbHON M JKHWBOTHOIN KJaeTok. Kpac. npym.
32, Ne 2, ctp. 37T—41.

Ota 0630pHas cTaThsi NOCBsIIEHAa BaXKHEIM BOMPOCAM,
COCTOBJIAIOLUIHM  OCHOBY IPOMBIUIJICHHOTO HCIOJb30BaHHSA
OJHOKJIETOYHBIX KYJAbTYP PACTHTEJbHBIX KJETOK H KJIETOK
AHBOTHBIX. [IpHBOAsITCS TaKkKe coBpemeHHble TpeGOBaHHs
H npoGaeMbl.

Jirkii, V. - Basarova, G.: Biotechnological employment of
plant and animal cell. Kvas. priim., 32, 1986, No. 2, pp.
37—41.

This review article deals with significant topics which

are the basis of the industrial employment of single cell
cultures of plant cells and cultures of animal cells. Cur-
rent demands and problems are also covered here.

Jirkii, V. - Basatovd, G.: Biotechnologische Ausnutzung
der Pllanzen- und Lebewesen-Zelle. Kvas. priim. 32, 1986,
Nr. 2, S. 37—41.

Der Ubersichtsartikel ist den bedeutenden Fragen ge-
widmet, die die Basis der industriellen Ausnutzung der
Ein-Zellenkulturen der Pflanzenzellen und der Kuituren
von Lebewesenzellen bilden. Es werden auch die gegen-
wirtigen Forderungen und Probleme angefiihrt.



