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* |n vitro kultivace bunék, tkani nebo organu
v definovanych podminkach
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« Bakterie — prokaryontni stavba bunky
— Jednobunecné organismy
— Jediny kruhovy chromosom+ plasmidy
— OdliSna proteosyntéza od vysSich organismu
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« Kvasinky — eukaryontni stavba bunky
— Jednobunecné organismy
— Bunecna stena

— Stejny typ proteosyntézy jako u vyssich
organismu
Cytoplazmaticka
membrana
unecna sténa
Jaderna
membrana
==Tukova zrna
BN Endoplazmatické
Endoplazmatické g:_k Il.:ll:lsnn..:i ribozémy
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©) | =5
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+—Golgiho komplex

‘jadérko

- bunécna inkluze
(tukova kapka)

ribozomy

e Zivocidna bufika
{spoj Zivocisnych b.) !

mitochondrie mitochondrie

endoplazmatické retikulum endoplazmatické retikulum

 Rostlinna bunka (drsné) (hladke)
— Bunéecna stena
— Vakuola
— Plastidy
— Plasmodesmata

jadro

intracelulara

ribozom

jaderko

jadro

ER
buné&céna sténa

Centrum pro vyzloum
v prostiedi vakuola mitochondrie

Golgiho aparat
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Bakte

rialni

Kvasinkova

-jednoduchost bunky
-rychly rust/kratky generacni
cas

-nizka narocnost na kultivaci

-rychly rust/kratky generacni
cas
-nizka naroc¢nost na kultivaci

-vysoka relevance k vySsSim
organismum

-jednoduchost bunky
-odliSna proteosyntéza
-nizka relevance k vysSim
organismum

-odliSnost fyziologie od
zivoCisné bunky

- nizSi relevance k vysSsim
organismum

-slozitost kultivace
-relativné pomaly rust
-nachylnost je kontaminaci



MONDAY PUNDAY

BY GEMMA CORRELL
WL GEMMACORRELL.COM

| MUST SAY, |

PREFER VERDI'S
DON CARLOS TO

LATRAVIATA.

71 CoNCUR - BUT
WHAT OF AIDA?

CULTURED BACTERIA

@ GEMMA CORRELL / www.gemmacorrell.com
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Bakterie + kvasinky
 Meédia:
— Slozeni- napr. hydrolyzat masa, kvasinek, slad, krev
Clenéni:
Podle konzistence
» Tekuta média (bujény) — Casto stejnomérny rust (zakal), nemoznost
rozliSeni rdznych druhu ve smésné kulture, slouzi k namnoZzeni kultury
« Pevna média (agarove pudy, cca 3 % agaru)- moznost klonalni selekce
* Polotuha média (0,5-2 % agaru)- vyzkum motility bakterii
* Dvojfazova média
Podle nutricnich komponent
» Jednoducha
» Komplexni
» Synteticka (definovana)
Podle funkce
» Bazalni (pepton, ...)
* Obohacena —doplnéna o ziviny
— (krevni agar, ¢okoladovy agar,...)
» Selektivni —
— napf. antibiotika, pH, salinita, barviva,...
. Lﬁg‘nostlcka (zména barvy, hemolyza,...)

tondickych Litelk
v prostiedi
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« Snadna klonalni selekce mutantnich
jedincu
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ampilclllin sensithve eolonies

Klonalni selekce -3*_/ <
metodou razitka _T incubate |

oy,

(replica plating) mserpme
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r{:-: .:_;_j:a lacks ampicllin  contalns amplclllin

replicate on
fresh media

N

sterile velvet
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imprints of
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- Produkce latek (proteind, antibiotik,...)

Human Insulin Production

DMA

Human Introduction of [ 0 @ l

PR recombinant DNA Recombinant o
into a bacterial cel Human insulin

Human msulm Bacterium

producing gene
Extraction &
purificaion of
human insulin

.‘
C‘

Plasmid DNA cut with
Bacterial DNA I restriction enzymes

Cel_itmmpmvfzkum Elasmid
toxickych itek y ONA
v prostiedi

Bacterium Human insulin

Recombinant
bacteria multiplying
and producing
human insulin in
fermentation tank

Rec.orn binant
DA

Fermentation
Tank
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« Amesuv test mutagenity
— Salmonella typhimurium TA 98, His-

possible
mutagen a high number of
revertants {his- to his+)
suggests the mutage n
rat liver ¥ causes mutations
extract plate incubate
: — - e - .r';..-. “_"__-_-":-:.r;'-#
r £ e - I “‘f'-'.'.-.-,:__ = __—=
_E"*-.‘ media with
“a, minimal histidine
"‘*..\ plate inCubate
Salmonella strain B L - T - T o
(requires histidine) = L

control plate
{natural revertants)



Eukaryontni bunky

q “Whew! Which one of you two released a vesicle?!?”



— Napodobeni chovani bunék v in vivo prostredi (rakovinné burky)

— Vysoce selektivni a definované prostfedi umoznujici ovliviovani
vétSiny parametrd ( optimalizace rastu, mezib. Komunikace...)

— Studium homogenniho materialu (prace s klonalni linii identickych
bunék)

« Testovani toxicity in vitro
 Virologie- studium virtl a produkce vakcin

« Genetické inzenyrstvi- produkce komercnich proteind,
velkoprodukce vakcin,...

« Genova terapie — nahrada bunék s nefunkénim genem ,opravenymi”

burikami
=5 MNormal  Transformed
cells cells
SEolC - w ) | Gerayss Grexs) (Is[e Shaus )

o A tissue is treated with enzymes e Cells are suspended o Normal cells or primary cells grow ina
cm pro vyzkum to separate the cells. in culture medium. monolayer across the glass or plastic
toxickych Litek container. Transformed cells or
L' prnsti"edi’ continuous cell cultures do not grow

in a monolayer.



1878: Claude Bernard navrhoval, ze fyziologické systémy organismu je mozné
udrzovat pfi zivote i po smrti organismu.

1885: Roux choval buriky kufeciho embrya ve fyziologickém roztoku.

1897: Loeb ukazal, ze krvinky mohou prezit v séru a plasme

1903: Jolly pozoroval bunééné déleni mlocCich leukocytu in vitro

1907: Harrison kultivoval zabi neurony metodou zavéSené kapky. Neurony
rostly nékolik tydnu..

1910: Burrows — dlouhodoba kultivace kurfecich embryonalnich bunék —
detailni pozorovani mitozy.

1911: Lewis vytvoril Brvn[ tekuté medium z morske vody, séra embryového
extraktu a peptonu. Prvni kultivace bunék v monovrstve.

1913: Carrel zavadi striktni aseptickou techniku kultivace, ktera umoznuje
dlouhodobé udrzovani kultur.

1916: Rous a Jones zacali pouzivat trypsin pro pasazovani prisedlych kultur.

1923: Carrel a Baker vyvinuli ,T-flask prvni specialni kultivaéni nadobu na
bunécné kultury umoznuijici kontrolu pod mikroskopem.

1927 Carrel a Rivera vyrobili prvni virovou vakcinu (vaccinia).
1933: Gey vyvinul kultivaci v otacejici se trubici
40. léta 20. stol : Pen-strep- zavedeni antibiotik do kultivace.

1952 - George Gey:_prvni kontinualni lidské b. HeLa (Henrietta Lacks, bur"lky'
z nadoru délozniho Cipku, 70-80 chromozému, do té doby se
predpokladalo, ze nadorové bunky nelze kultivovat, ukazalo se vsak,

Ze naopak rostou rychleji a jsou méné naroc¢né na vnéjsi podminky). MRS~ T
HENRIETTA
LACKS
(6) Centrum pro vyzkum ;
toxickych Kitek
¥ prostiedi
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* Antibiotika- inhibice rustu kontaminace

* Trypsin- proteolyticky enzym umoznujici pasazovani
adherentnich kultur

 Definované® kultivacni medium

|'Hlm' .

EXPERIVENTAL ME

B

Centrum pro vyzkum
toxiclejeh Litek
¥ prostiedi
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Kultivace organu ex vivo (hapfr. perfused heart)
— Zivotaschopnost 2-3 h

Kultivace tkani in vitro
— Zivotaschopnost 4-6 h, zachovana struktura tkane

Primarni bunky/linie

Kontinualni bunécné linie

Subcelularni frakce (napr. mikrosomalni)
— definované podminky, nizka relevance k in vivo

komplexita

relevance




Bunky chirurgicky a/nebo enzymaticky odebrané z organizmu a prenesené

do vhodného prostfedi, které jsou schopné ristu
— dvoukrokova kolagenazova promyvaci technika
 Po odbéru dochazi k dediferenciaci
— ztrata mezib. spoju — proliferace
— ischemické poSkozeni — zanét, spontanni apoptoza
* Rozkultivovani primarnich bunék vede ke vzniku bunecnych linii

 Omezena zivotaschopnost- po nékolika délenich zestarnou a odumiraji

(hepatocyty cca 4 dny)

Centrum pro vyzlum
tondickych Litelk
v prostiedi
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* Vetsina primarnich bunecnych linii ma omezenou zivotnost- po
nekolika delenich se prestanou mnozit

« Kontinualni linie:
— Rakovinné linie (nejbéznéjsi)

Rychly rst, nizsi zavislost na obsahu séra v médiu a potrebé zakotveni — rostou
vic v suspenzi

Nestabilni genotyp

Schopnost rast do vysoké denzity
OdliSny fenotyp od bunék puvodni tkané
Ztrata exprese tkanové specifickych gena

— Imortalizované linie

©)

Spontanné (nékdy zamérna indukce mutageneze) vyskyt zalezi na druhu
organizmu

Pomoci transdukce virem deregulujicim b. cyklus (HPV, EBV, SV40 T ...)

Umeéla exprese/inhibice kliCovych molekul- (napf. telomeraza (hTERT), siRNA -
Rb nebo p53)

Hybridoma —fuze burnky s pozadovanou funkci s rakovinnou bunkou (napf. fuze B
lymfocytu s myelomem ->produkce protilatek)

Relativné stabilni genotyp
Relativneé vysSi podobnost s burikami in vivo

Centrum pro vyzlum
tondickych Litelk
v prostiedi



Adherentni, suspenzni

Generacni doba - obdobi mezi dvéma mitézami
(tj. trvani bunécného cyklu).

,Doubling time* — Cas zdvojeni, Cas potrebny
ke zdvojnasobeni poCtu bunék v populaci.
Rustova krivka - zavislost po¢tu bunék na dobé

1P —

105—

Cells per ml medium

1094—

kultivace. s 1:‘2 REREETTET 12 13
wE

Tog

Bunécny kmen populace bunék selektovana na Doyt b_catare

Flaea

zaklade urCitych specifickych vlastnosti.

Klon je linie b. vznikla z jediné bunky.

Linie transformované teplotné senzitivhimi
onkogeny - pfi nizSi permisivni teploté se
chovaji jako nadorove (32°C), pfi vyssSi jako
nenadoroveé (nebo naopak)

Cells form single layer
in culture.

A

Kontaktni inhibice -schopnost reagovat na e le (=l el=l=)
hustotu bunék v okoli- rakovinné kultury ji Givision sops when single.
v v ;s s layer is repaired.
vetsinou ztraci c
(6) Centrum pro vjzkum
toxickych Litek
v prostiedi
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Cancer cells in culture will
continue to divide and pile
up haphazardly.

D
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) self-renewal

totipotent stem cells

. , 7 self-renewal

Normalni nenadorové bunky organismu

Symetrické (self-renewal) a asymetrické
déleni (diferenciace)

Schopnost kontinualni kultivace

Vyvoj protokoll pro jejich in vitro
diferenciaci do poZzadovanych typu bunék

Dospélé (tkanové-specifické) kmenové burnky

Izolace 2 g 90
(1998 - clovek) 2 9 T
blastucyrst containin F > Embl’yo”f”"'
pluripotent stem cells kmenové buriky (ESC)
/ l \ self-renewal
Ei EE@ 7 - ) lzolace ;. e -
hematapositi: SCs neural 5Cs mesenchymal 5Cs (1997 - &lovék)

Dospélé kmenové

l l

a progenitorové buriky

> ==

lzolace &

Reprogramovani
Indukované

@ o ¥
@ b A
i-..ll'.
blood cells  cells of nervous system WFI"H;::;'I-:H
Termindlné diferencované buriky

Centrum pro vyzkum
toxickych Litek
v prostiedi

pluripotentni buriky (iPSC)

(2007 - clovek$ i i




Priklad pouziti: Hepatotoxicita
— Jatra — hlavni detoxikaCni organ
— Biotransformace / bioaktivace toxickych latek

— Permanentni jaterni linie (napr. HepG2) — nizka
aktivita detoxikacnich enzymua — mala relevance

In vitro diferenciace hESC do ,,hepatocyte-like cells*

Endoderm Hepatic Hepatic
Differentiation P Maturation
hESC Culture p Specification | HLC
MTeSR -+ Matrigel PMFEaT + SR-DMSO L-15+ OSM Characterisation
AA+Wnt3a 5 ) + HGF
(3 Days) > (9 Days)

Day 0 Day 3 Day 6 Day 11 Day 17
w_ll.l“ll [ Lt "‘IUJII'I )
(c)) e (Greenhough 2010, Toxicology 278)

CYP2B6
CYP2C9
CYP3A4
UTG1A1
AldB

Albumin

(Guillouzo 2010, Toxicology 270)

Genova exprese

Izol.hepa-

tocyty
100
100
100
100
100
100

HepG2

0.5
0
0

5.2
0

12.3
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Blastocysta

tondickych Litelk
v prostiedi

/

Disease Modelling

Jaterni biopsie

S:H Aenewal

Dospélé kmenové buriky

v

Hepatocyte-like cells

|

High Throughput Liver
Tnxi::it:..r Screening

Fibroblasty darce / pacienta

r -

Reprogramovani
p:m ST, KP4, €-Mpch

mlfﬂemml

Indukované pluripotentni burky

Hepatocyte Library Creation

Upraveno dle
Greenhough
2010, Toxicology
278



I'm sure you
can see the
irony in this

Centrum pro vyzlum
toxicikypch Litek
v prostiedi
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Z4&dna imunita — nachylné ke kontaminaci
* Nutnost (semi-)sterilni prace

» Sterilizace materialu a povrchu:
— Zarfenim (UV, y)
— Teplem (suchym, vihkym (autoklavovani))
— Filtraci ( 0,2- 0,1um filtr)
— Sterilizaéni roztoky- 70% EtOH, SAVO

» Sterilni box- (flow box, laminarni box)

* Inkubator- teplota 25-30 °C pro hmyz, 20 °C pro ryby,
37 °C savci bunky, CO, 2-5% & 95% vzduchu pri
99% relativni vihkosti

« ChladniCka/mrazni€ka- uchovavani roztoku (média,
trypsin) 4 °C, séru a soucCasti meédia -20 °C

* Invertovany mikroskop

« Kultivacni material — plastovy/sklenény (lahve,
pipety,...)

©)

Centrum pro vyzlum
toxdckych Litek
¥ prostiedi
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Sidie view Fromd view

M Roomair M Contaminated air [ HEPA-filtered air



« Snaha vyvinout plné definované médium

« Bezna média (napr. DMEM —Dulbeccovo
modifikované Eaglovo medium)

— Definovana slozka: 90-95 % -vodny pufr (pH 7,2-7,4)
obsahujici kombinaci soli, sacharidu, lipidi a aminokyselin
(nejen esencialnich)

— Nedefinovana slozka: 5-10 % fetalni bovinni sérum (FBS)
— smés rustovych faktortu, hormonu atd. nutnych pro rust

- kdy —antibiotika (pen-strep, gentamicin), pH indikator

Nahrada séra:
ITS —inzulin, transferin, selen —umoznuje
sm’iit mnoistvi séra \Y; médiu

1000 Sy

vétSinou sérum plné nenahradi




Klasicky pristup 2D kultivace
* V Petriho miskach / kultivacnich

lahvich

— Suspenzni
— Adherentni

Na plastovém povrchu

Na ,feeder layer®- vrstva napr. chemicky

inaktivovanych bunék

Na vrstviCce zelatiny, kolagenu

Na nahrazce extracelularni matrix (napf.
Matrigel)

. i




Hambar of Bactaria {1ag)

semi-staticka kultivace
Periodicka vyména media
VétSina linii vyZaduje neustaly rist
— nutnost pasazovani
Udrzeni stabilnich vlastnosti kultury
Pasaz
Oplach bunék PBS
Trypsinizace
Inhibice trypsinu pfidavkem média s FBS
Resuspendace
Rozdéleni v pasazovém poméru (1:1-20)

Stationary

© Virology: The Mon-Living Biology

Schéma pasazovani

| F

Growing cells and some cell
debris are stuck to the bottom

——

Trypsin enzyme becomes active at
37°C. It breaks down peptide
bond without killing the cells.
Growing cells now float

Step 2: Remove Medium

Removed

—

Step 4: Trypsinisation and Incubation
Trypsin

‘___f A” Added

Step 5: Addition of Growth Medium after Trypsinisation

37°C

=

Addition of Growth Medium
Mﬁ 2ml Growth :'t“':i:::‘ﬂpllms the action of
MediumAdded = TP zym

Cet_ttmmpmvizlmm
¥ prostiedi 4



In vitro In vivo

Rychla proliferace Pomala proliferace

Bunéc&na monokultura Interakce ruznych typt bunék
Monovrstva bunék (2D) 3D struktura

Maly kontakt mezi Silna interakce mezi burikami/ funkCni
bunkami/nepolarizovane bunky polarizace bunek

Semistaticka kultivace Prutokova kultivace

Umély material ECM

Vysoka koncentrace O, Casto hypoxické podminky- gradienty

Vliv na fenotyp bunék :
zmeéna diferenciace, exprese genu, metabolismu, proliferace, viability

- - - - = -




a Organotypic explant culture

« 3D kultivace
— Kultivace v zavéSené kapce
— Mikrogravitace
— Funkcni polarizace bunek

— RUzné druhy povrchu (kolagen,
fibronektin, lamin, Matrigel)

— Decelularizované organy (srdce, jatra)

* Odmyti bunék detergentem, nahrada buné¢nou
kulturou

« Sferoidy/organoidy (shluky bunék)

— Smeés diferencovanych,
progenitorovych, dospélych kmenovych
bunék

— Vliv gradientu kysliku ve sferoidu

« Kultivace v hypoxickych podminkach
— Inkubatory se fizenou hladinou kysliku
* Mikrofluidni kultivace

Nature Reviews | Molecular Cell Biolagy

Centrum pro vyzlum
toxicikypch Litek
v prostiedi
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Odmyti bunék
detergentem

Jeseni“ organu
Znovuosidleni leseni
bunécnou kulturou

(progenitory,
kmenové buriky)

Snaha vyvinout
transplantovatelné
organy na miru

(6) Centrum pro vyzkum
toxickych Litek
¥ prostiedi

CUSTOMIZED ORGANS

To construct a new heart, researchers first remove all cells from a donor organ (left), leaving a protein scaffold. That is
seeded with cells (centre), which mature under the influence of growth factors and mechanical stimulation (right).

A pulsing flow of
nutrients forces

Detergents are the heart to beat

pumped into the
aorta, filling the
arteries that feed
the heart

Endothelial
precursor cells
are pumped into
the blood vessels

Heart-muscle
precursor cells
are injected into
muscle spaces

Aortic valve
4 shuts

— Left atrium

Detergents flow
through the existing
blood vessels,
dissolving the cells

Electrical stimulation
helps the heart muscles
to contract on their own

Maher 2013 Nature

Rat Heart Decellularization (left three images), and during Recellularization (right).
Experiment and photos: November 2006. Thomas Matthiesen

http://www.sciencebuzz.org/buzz_tags/decellularization




Transwell

Melanoma
cells

o . SR AR € S 6
« Plastové inzerty s propustnou membranou :: ;-

Endothelial

« Smeésna kultura vice typu bunék cell ine

> b T T T
* nepfrimy kontakt bunek
* RUzna expozice shora a zdola — funkéni polarizace bunék
« ALIC air-liquid interface cultivation (model plicni tkané)

Pseudostratified Epithefium

Primary HBECs

0.4 ym-pore membrane

Submerged Cultura Air-Liquid Interface Culture



 V zamrazeném stavu
— -70-80°C - Zivotnost tydny az mésice
— <-150°C v tekutém dusiku, zivotnost roky
* Kryoprotektans:
— 5-10% sérum
— 5-10% DMSO (koncentrace je pro bunky jedovata!)




« Chemicka- spatneé detekovatelna, endotoxiny,
plastifikatory, kovove ionty, zbytky desinfektans- casto
nenapadné ucinky

 Biologicka- infekce mykoplasmami, kvasinkami,
bakteriemi, houbami, kros-kontaminace s jinou
bunécnou linii

Uginky biologické kontaminace

« Kompetice o ziviny

« pH- produkce kyselych nebo alkalickych metabolitu

« Degradace argininu a purinu - | syntéza histonu a DNA
* Produkce toxického peroxidu

©)
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VétSinou zakaleni/zména barvy meédia

Bakterie, kvasinky a houby jsou viditelnée
mikroskopem

Zména charakteristik rustu (Spatna adheze
pomaly rust, zmeéna struktury cytoplasmy)
Mycoplasmy- nitrobunéecni paraziti

— nejmensi zivé organismy

— proniknou béznymi ster. filtry

— zdrojem kontaminace je Clovék

— detekce barvenim DNA (DAPI, Hoechst
33258), EIA, PCR

Nejstarsi a nejlepsi metoda je infikovanou
kulturu vyhodit (pokud je za ni nahrada)

Cenirum pro vzkum
toxickych Litek
v prostiedi
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R

Lepe kultivovat bez antibiotik (mohou ovI|vn|t fyZ|oIog|| bunék) — naroCné na
sterilitu

- proti bakteriim, kvasinkam, plisnim a mykoplazmam

Vlastnosti vhodnych antibiotik:
- nesmi inhibovat rust a ani ovlivhovat metabolismus b.
- musi ochranovat kulturu po celou dobu experimentu

- netoxické a bezpecéné pro uzivatele
- kompatibilni s ostatnimi slozkami média
- rozpustné v netoxickych rozpoustedlech

©)|:==

Antibiotikum likviduje

¥ prostiedi

penicilin/streptomycin
Ampicilin
Amphotericin B
Gentamicin sulfat

Kanamycin sulfat
Tylosin sulfat

G+, G-

G+, G-

kvasinky, plisné

G+, G-, mykoplazmy
kvasinky, plisné

G+, mykoplazmy



. . . ... @ @ @ @O0 .

Kultivace — rutinni pasazovani

Nasazeni — priprava bun&k na experimentalni zasah, vyseti
definovaného podtu b.

EXpozice — experimentaini zasah

Stanoveni endpointu metody (detekce)

Vyhodnoceni

©)
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* Petriho misky — slozité na manipulaci —
- Vicejamkové desky (6, 12, 24, 48, 96, 384, 864, 1536)
 HTS - high throughput screening
— vyuzivané ¢asto ve farmakologii
— Metody zvysujici efektivitu testovani (az 100 000 latek denné)
— Miniaturizace (mnohojamkové desky)
— Robotizace/automatizace
* Vysev desek
» Pfriprava fedicich fad
* Expozice
*  Méfeni
— Metoda (assay)-
* levna, miniaturizovatelna
* nenaro¢na na manipulaci (pfepipetovavani, oplachy)
* Vysoky pomér signal/Sum
— Detekéni koncovka
» Fluorescence- vysoka citlivost, nizka cena, problém s autofluorescenénimi vzorky
* Luminiscence — vysoka citlivost, vysSi cena

 Radiometody — extrémni citlivost, naroCnost na vybaveni a provedeni, dlouhé méreni. V HTS
se moc nepouziva pokud je alternativa

Centrum pro vyzkum
tondickych Litelk
v prostiedi

©)




Microplates
Corning® Well Single Well Only
Diameter
15::1 t'.::n (Bottom - ﬁ':ﬂ:}f{ Average T\‘:::'u:z“ Working
mm) Area (cmz} Cell Yield (L) Volume (pL)
Low volume 1.2 0.011 12x10° 23 1-156
Clear flat 163 x 3
hottom 1 63 0.025 25x10 125 5-10
Solid flat 163 x 3
hottom 1 53 0.023 23x10 125 5-10
*These wells are square.
Corning Well Single Well Only
Diameter
3BAWell | poviom. | APPIOX [ 4 rage | TOtAIWell |\ ing
Plates Growth, | coivield | YoM | volume (uL)
mm) | Area (em?) (uL) H
Standard 27 x27F 0.056 56x10° 112 25-50
V;ﬂ‘;e 20 0.031 3.1x10° 50 5-40
*These wells are square.
Coming Well Single Well Only
Diameter
96 Well (Bottom - AGPPI'O)':. Average lz=l e Working
Plates rowt . Volume
mm) Area [cmz} Cell Yield (HL) Volume (uL)
Flat bottom 6.4 0.32 3.2x10° 360 100 - 200
E;’;;rﬂ 6.4 NA* NA® 330 100 — 200
W bottom 6.4 0.38 38x10° 320 100 - 200
1% area 45 0.16 16x 10* 190 50— 100

*Because these wells are round, the surface area available for cell attachment is

dependent on the medium volume used.
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Compound Plate

- Get from Incubator 1

Turn 1
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Turn 1
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i Get from Incubator 2
: Turn 2
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Figure 2.5 Robotic realization of a reporter gene assay.

1 cyklus -> 230s
B&h prres noc (16h):
-> 250 mikrodesek

-> 384 000 testt



Litograficky vytvoreny miniaturizovany bioreaktor
» fluidni kultivace/expozice

Material -poly-dimethylsiloxan (PDMS)

- Lab on chip / organ on chip

- organ on chip

Vyuzitelny v HTS

http://www.elveflow.com/microfluidic-
reviews/review-microfluidic-for-cell-

biology

Table 1 Mehling and Tay 2014 Curr. Opin. Chem. Biol.
Basic requirements for cell culture, and improvements when microfluidic methods are used
Requirements Conventional cell culture Microfluidic cell culture
Control of temperature and gasses Large fluid volumes prevent fast changes Small volumes allow dynamic control
Addition of nutrients and removal Infrequent, manual exchange of large volumes Precisely measured, continuous or transient

of metabolites exchange of media
Stimulation with drugs/proteins and Mostly not feasible Feasible

simultaneous imaging
Parallelization of cellular assays Not feasible High capability for parallelization
Automation of cell culture tasks Bulky, expensive fluid-handling robots must be used High capability for automation in compact,

inexpensive format
Single-cell manipulation and analysis Manually involved, inaccurate, low throughput Accurate and high-throughput




Liver Chip
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(Huh et al. 2012 Lab Chip)
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idni model Clovéka

mm".;‘:,?"‘“'“ https://www.youtube.com/watch?feature=player

v prostfedi embedded&v=S6t30-abgC¥Y
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