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Protokol 02a/2025: Izolacia a in vitro kultivacia epitelovych buniek
vajickovodu (UTEC) a CD34+/CD117+ stromalnych buniek zo steny

vajickovodov

Enzymaticka izolacia a kultivacia UTEC in vitro
- spracovat’ idedlne do 2 hod po odobrati tkaniva

1. Peroperacné odobratie vzorky najlepSie z oblasti fibrii (najviac epitelovych buniek);
premytie vzorky v PBS (odstranenie krvi a tubarnej tekutiny) + rychle premytie v 70%

etanole na dezinfekciu; transfer na Petriho mysku 100mm

2. Odstranenie prebytoného tkaniva (védzivo a svalovina) sklapelom; rozkrajanie tuby na
mensie Casti; umiestenie mensich Casti tkaniva do 50 ml centrifugacnej skimavky s
obsahom 45 ml studeného disocia¢ného media; umiestenie skimavky na laboratorny

“rocker” pri teplote 2-8 C na 36-48 hod - disociécia epitelovych buniek

3. Prevratit’ skimavku 1-2x na resuspendovanie buniek, potom drzat’ vzpriamene — vacsie
kusy tkaniva sa usadia na dne. Hned zliat' (dekantovat’) supernatant (obsahujuci
disociované bunky) do 50 ml centirfugacnej skumavky — centrifugovat pri 200g/ 5 min.

Odstranit’ supernatant.

4. Na zvySenie poctu disociovanych buniek pridat’ 45 ml PBS do prvej skimavky, ktora
obsahuje kusky tkaniva. Pokracovat’ podla kroku 3 — prevratit skimavku na
resuspendaciu Casti tkaniva. Zliat' supernatant do 50 ml skimavky obsahujuce;j
peletované bunky, ¢im sa zdruzia (spooluju) vSetky disociované epitelové bunky.
Odstranenie rozkrajané¢ho tkaniva. Zpeletujeme spoolované bunky cenrifugiciou

200g/5 min pri 20-25 C.
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Disociacné medium (DM): rozpustit’ 350 mg prondzy a 25 mg DNAzy v 250 ml MEM
(+FBS) media. Miesat, kym sa vsSetok solidny material nerozpusti. Prefiltrovat’ a

sterilizovat’ roztok cez 0,22 pum fl'asu (250 ml) s vacuuovym filtrom na vrchu. Skladovat

pri 2-8 C 4 tyzdne.

Alternativa DM: Collagenaza typ I (1-2 mg/ml) + Dipsaza II (1 mg/ml) + DNAza I (0,1
mh/ml) — inkubovat’ fragmenty tkaniva v 5-10 ml DM 45-60 min pri 37 C vo orbitalnom

shakery alebo vodnom kupeli.

5. Resuspendovat pellet v 1-2 ml media FTM. Jemne pipetovat’ hore a dole 10x s 1 ml
pipetou.

FTM medium - 485 ml DMEM-F12 + 10 ml USG (Ultroser G) a 5 ml
penicillin/streptomycin. Skladovat pri 2-8 C do 4 tyzdnov. Ohriat' na 37 C pred pouzitim.

Ultroser G — Pridat’ 20 ml sterilnej vody do jednej 20 ml flaSe s USG a pockat’, kym sa
prasok USG uplne rozpusti. Cas asi 20 min. Skladovat’ nepouzité USG pri — 20 C do 6

tyzdiiov. Nezmrazovat’ a rozmrazovat’ viac ako 1x!!!

6. Hemocytometrom spocitat’ iba pocet sekrécnych buniek. V suspenzii buda 3 typy

buniek: riasinkové bunky; sekrécne bunky a erytrocyty.

7. Zriedit bunkovl suspenziu na 10° sekréénych buniek na 1 ml vo FTM médiu a vysiat’
po 1ml na 24 jamkov platiiu potiahnuta kolagéom. Inkubovat’ cez noc.

8. Ideédlne by mala byt bunkova konfluencia na druhy deft minimalne 30%. Riasinkové
bunky vicsinou neadheruji. MoZznost’ trasdifirenciacie riasinkovych na sekrécne?

9. Aspirdcia media na odstranenie krvnych buniek a debritu. Jemne oplachnut’ adherované

bunky v 500ul PBS pomocou pipety. Nahradit’ PBS s 500 ul cerstvého FTC media.

10. Pokracovat’ v kultvécii do 50% konfluencie (1-2 dni). Menit’ médium kazdych 24hod.



Univerzita Spitalska 24 Ustav histoldgie
Komenského 81372 Bratislava a embryoldgie LFUK
v Bratislave

Lekarska fakulta

Alternativa: lumen tuby oSetreny s PBS s obsahom 0,1% kolagenazy, inkubacia pri 37 C,
95%air/5%CO02/ 60min. Po inkubécii boli tuby premité PBS. Premyté bunkové agregity
centrifugobat’ 2x/2000 rpm po 5 min. Suspendovanie buniek a bunkovych agregatov v rastovom
médiu (DMEM:F12= 1:1 mix) + 10% FBS (FCS). Inkubacia 37 C, vymena media kazdé 3 dni
(Abe a Hoshi,1997).

Konfirmacia UTECs — Imunocytochémia/ prietokovy cytometer

e Cytokeratin 18 — marker epitelovych buniek

e EpCAM — marker epitelovych buniek

e FOXL2 — marker vyvinu folikulov, casto exprimovany v tubalnom epiteli
e TUBB4 — marker riasinkovych buniek/ LhS28

e PAXS8 — marker sekrécne bunky

Izolacia a kultivacia CD34+/CD117+ stromalnych buniek vajickovodu

1. Peroperacny odber vzorky za sterilnych podmienok. Po odbere preplachnut’ fosfatovym
pufrom (PBS) (Sigma Aldrich, USA) s cielom odstranit’ krv a tekutinu z vajickovodu,
nasledne rychlo oplachnut’ 70 % etanolom na dezinfekciu a preniest’ do 100 mm Petriho

misky na d’alSie spracovanie.

2. V laminarnom boxe skalpelom odstranit’ prebyto¢né tkanivo (epitel, svalové tkanivo) a
zostavajuce spojivové tkanivo vajickovodu nakrdjat’ na mensie kusky a umiestnit’ do 50
ml centrifugaénych skimaviek obsahujucich 45 ml PBS. Centrifuga¢né skimavky
obsahujuce vzorky tkaniva potom kratko centrifugovat’ pri 250 x g pocas 1 minuty pri
izbovej teplote, potom resuspendovat’ v PBS. Nésledne sa pridat’ disociacné médium a
vzorky tkaniva inkubovat’ pri 37 °C na trepacke pri 180 ot/min pocas 40 minut.
Enzymatické disociacné médium bolo zmesou 1,5 mg/ml kolagenazy typu 2
(Invitrogen, USA) a 1 % penicilinu-streptomycinu (PS) (Sigma Aldrich, USA). Roztok
nasledne prefiltrovat’ cez 41 um nylonové sito (Merck, Darmstadt, Nemecko).

Suspenzia potom odstredit’ pri 300 g pocas 10 mintt.
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. Ziskané bunky preniest’ do sterilnych Petriho misiek a kultivovat v 10 ml DMEM/F12
(Merck, Darmstadt, Nemecko) doplnené¢ 10 % fetalnym bovinnym sérom (FBS) (Sigma
Aldrich, USA) a1 % PS.

. Bunky kultivovat’ v inkubatore s obsahom 5 % CO: pri teplote 37 °C pocas jednej
hodiny, ¢im sa umozni adherencia fibroblastov a zachovanie ostatnych neadherentnych
buniek, vratane telocytov. Nasledne bunky preniest’ do novych sterilnych Petriho misiek

s rovnakym médiom. Kultivaéné médium vymenit’ kazdé dva dni.

. Bunky nésledne prezriet’ pod invertovanym mikroskopom po 24, 72 a 96 hodinéach. Po
dosiahnuti 80 % konfluencie bunky enzymaticky oddelit’ pomocou predhriateho 0,05 %
trypsinu (Invitrogen, USA). Po oddeleni bunky opitovne preniest’ do novej T75 flase v

pomere 1:2 za rovnakych podmienok.

. Na 1izolaciu buniek CD34/CDI117+ pouzit systétm MACS (Miltenyi Biotec, USA).
Najskor vykonat’ postupnu negativnu depleciu. PouZit’ anti-CD45 MicroBeads, prejst’
cez MACS kolonu a uchovat’ tie bunky, ktoré prejdu. Ten nasledne oznacit’ anti-CD31
MicroBeads, prejst cez kolonu a zachytit' bunky ktoré prejda - CD45-/CD31-.
Negativna selekcia oddeli CD34+ stromalne bunky od CD45+ leukocytov a CD31+
endotelidlnych buniek. Na vykonanie pozitivnej selekcie frakciu CD45-/CD31- najskor
oznacit’ pomocou MicroBeads CD34 podrla tychto krokov: bunky resuspendovat’ v 300
pl pufri MACS, potom pridat’ 100 pl blokovacieho ¢inidla FcR a néasledne 100 pl
MicroBeads CD34. Potom frakcia inkubovat 30 minut pri 5 °C. Nasledne bunky
centrifugovat’ pri 300 g pocas 10 minut. Neskdr pouzit MS koléna a zozbierat’
zachytenu frakcia CD34+. S cielom zvysit’ Cistotu tieto kroky zopakovat’ na novej
koléne. Nasledne frakciu CD34+ oznacit’ MicroBeads CD117. Opéit’ resuspendovat’ v

300 pl pufri MACS; potom sa pridat’ 100 pl blokovacieho ¢inidla FcR, nasledovanych
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100 ul MicroBeads CD117. Frakciu inkubovat 15 minat pri 5 °C. MS kolonu
preplachnut’ 500 pl pufrom, vlozit oznacené bunky a koldénu potom eSte trikrat
preplachnut’ 500 pl pufru. Bunky potom odstranit’ z magnetu. Zopakovat’ eSte raz s
cielom zvysit Cistotu. Cielovu frakcia stromalnych buniek
CD457/CD317/CD347/CD117* nasledne kultivovana tak, ako je opisané vyssie. Po 24
hodinach neadherentné¢ bunky jemne preplachnut. Bunky nésledne prezriet pod

invertovanym mikroskopom.



