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Tkanove kultury (= TK, Tissue culture - TC)
— rust zivociSnych bunék a tkani in vitro
1885 — ROUX, kureci embryonalni bunky v solném roztoku

1940 — EARLE, prvni kontinualné kultivovana linie, bunky mysi pojivové
tkane, jejim subklonem je dnesni linie L929

Provozovani tkanovych kultur spociva v zajisteni
optimalnich podminek pro rust a prezivani
kultivovanych bunék / tkani!

(Pro jednoduchost se dale budou uvazovat jen buriky, problematika
tkani a organu bude stru¢né zminéna na zaveér.)
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FYZIKALNI, CHEMICKE a faktory, které je
treba regulovat za béznych laboratornich podminek.

Ruzné druhy zareni, tlak, ruzna pole, vibrace,...

- dodrzet podminky na které jsou bunky zvyklé/pfizplusobené

TEPLOTA

Bunky se kultivuji pri optimalni teploté pro organismus, z kterého byly
izolovany. Pro bunéecné linie odvozene od Cloveka a beznych
laboratornich zvirat (mys, krysa, makak, pes,..) je to vétSinou 37°C. Pro
bunécné linie odvozené od poikilotermnich Zivoc€ichu (ryby, hmyz,
hadatko - Caenorhabditis) od 10 do 25°C.
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Na CHEMICKE faktory Ize nahliZet jako na média (jejich
komponenty) v kterych bunky rostou a plyny, které tato
media obklopuji pripadne jsou v nich rozpusteny.

Slozeni medii
Veskeré komponenty pouzité pro pripravu médii musi byt vysoké kvality, s minimem
nezadoucich primési (minimalni chemicka cistota p.a. — pro analyzu)

Zakladem je voda a v ni rozpustéené anorganické soli. Soli jsou zdrojem
nezbytnych iontu, a hraji vyznamnou ulohu v zajisténi vhodného pH (optimium
vétSinou 7.2-7.4) a osmotického tlaku / Osmomolarita (optimum vétSinou 280-

v s os

Ca2*, CI-, SO,2, PO,>, HCO,".

Osmoticky tlak je roven koncentracim rozpusténych ionti/molekul

1M NaCl =1 Osm/L Na* + 1 Osm/L CI- =2 Osm/L
1M CaCI2 =1 Osm/L Ca?* + 2 Osmol/L CI- = 3 Osm/L
1 M glukdésy = 1 Osm/L
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Esencialni latky pro rust bunék
Média musi také obsahovat sacharidy (vétSinou glukézu, jako zdroj energie),
aminokyseliny (esencialni i neesencialni), vitaminy a stopové prvky.

VétSina zejmeéna savcich bunék vyzaduje

Insulin (pfijem glukdzy) Transferin (pfijem Zeleza) Selen (nezbytny pro funkci
oxidac¢né-redukcnich enzymu) — také tzv. minimalni pfidavek do médii

Dalsi doplnky

Lipidy (mastné kyseliny), steroidni latky, hormony, cytokiny, peptidy, proteiny
extracelularni matrix, proteiny séra, nukleosidy,... Mnohé z téchto latek jsou
suplovany pridavkem séra (5 - 10 - 20%), v nékterych pripadech i jinymi zdroiji
malo charakterizovanych smési proteint a dalSich latek. Vyznamnymi doplriky
jsou ochranné latky jako 2-B-merkaptoetanol (sniZuje oxidativni stres a muze
slouzit i jako zdroj siry) a antibiotika (ochrana proti mikroorganismdm

pripadné selekcni agens)




Zakladni média v tkanovych kulturach

Zakladem jsou tzv. Earliho soli: chlorid sodny, chlorid draselny, chlorid vapenaty,
siran horeCnaty, dihydrogenfosfat sodny

BME with EBSS - zakladni (basal) médium s Earliho solemi
Alfa MEM - alfa modifikované Eaglovo médium

DMEM — Dulbekovo MEM, bé&Zné pro adherentni bunééné linie
RPMI 1640 - zejména buriky hematopoetického ptivodu

IMDM — Iscovovo modifikované Dulbeccovo médium,
vhodné pro rychle rostouci buniky (v zakladu neobsahuje Fe ionty)

Hamovo F12 — médium bohaté Zivinami, ¢asto v kombinaci 1:1 s DMEM
jako zaklad pro kultury bez séra
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Sérum
- nejéastéji bovinni fetalni*, ale i jiné zdroje
- lidské, konske, kozi, mysi,...
- embryonali (fetalni), novorozenecka, dospéla
*fetalni => nizka hladina nizkoafinitnich imunoglobulint (protilatek)
- rizné stupné kvality
- testy na pfitomnost endotoxinu
- testy na snasenlivost konkrétnim typem bunék
- testy na pfitomnost virt
- rizné zemé puivodu (USA, Australie,...)
- riizné sarze (lot number)

normalni x inaktivni sérum

- inaktivace séra = 30 (45) minut pfi 56 °C
=> inaktivace komplementu atd...




pH

Pri pfipravé médii je pH nastaveno/doladéno HCI (1M) a NaOH (1M).

pH v kultufe se méni v dusledku metabolismu bunék, zejména produkci
laktatu a CO,

V prubéhu kultivace je udrzovano:

1) Pfitomnymi ionty, zejména fosfatovymi (z fosforeCnanu)

2) Proteiny s pufracnimi schopnostmi

3) Systémem H,CO,/CO,

4) Alternativné silné pufrujicimi latkami jako je HEPES, BES, TES

K orientacni detekci pH media v kulture slouzi fenolova Cerven
pridavana do medii.

<6 7 <8




pH 6,0

pH 6,7

pH 7,3

Phenol red, 40 uM in cell culture medium (DMEM)

6,2 6,3 6,4 6,5 6,6
6,8 6,9 7,0 7.1 7,2
7,4 7,5 7.6 7.7 8,0

Wikipedia




Pufracni system H,CO,; / CO,

(NaHCO,)

CO, + H,0 = H,CO, = H* + HCO,-

http://www2.biomed.cas.cz/d331/vade/ph.html

Kultivace : oteviena — s vyménou plynu (zejména pfisun CO, z vnéjsku)
uzaviena — bez vymény plynu (pouziva se ~ % mnozstvi NaHCO,)

- Pri otevieném systému kultivace se nejCastéji udrzuje atmosféra s
navySenym obsahem CO,, standardné 5% CO, (regulovany pfisun ze
zasobni bomby) a 95% vody (regulovany pfisun, nebo Castégji
spontannim odparem ze zasobniku.
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V néekterych specialnich pripadech je vhodné pouzit
polotekuta az pevna média

Takové médium se pripravi pridavkem:

- Agaru (je treba davat pozor na prehrati slozek média béhem pfripravy,
teplota by nemeéla byt vyssi jak 40°C)

- Metylcelulosy

- Kolagenu (transparentni, buriky Ize barvit nékterymi histologickymi
barvivy)

- Fibrinogenu (po aktivaci -> fibrin / fibrinova sit)

- je mozné pouzit i Cisté syntetické polymery, napr. metakrylaty (hydrogely)




Trvanlivost a uchovani médii a jejich doplinku

ldoporuceni vyrobce — dodavatele!

- Solné roztoky jsou stabilni i pfi R.T. (room temperature ~ 20°C)

- VétSina slozek média (aminokyseliny, vitaminy, sacharidy,..) je
stabilni po dobu jednoho roku pfi 4°C a tmé

- Glutamin v roztoku se nejpozdéji po 3 mésicich zacne rozkladat = je
treba ho pfidavat samostatné ze zamrazéné zasoby. Jeden rok pfi 4°C
se ale jeste povazuje za akceptovatelny, mozno nahradit medii s
Glutamax a pod.

- Sérum pfi 4°C az 2 mésice, pfi -20°C az 3 roky

- Obecneé pfri teplotach pod -70°C je vse stabilni minimalné 1 rok

- Stabilita je zavisla na tekutosti / zmrzlosti roztoku, coz je ovlivheno
slozenim a koncentraci rozpustenych komponent. Napfr. soli a glycerol
posouva bod tuhnuti k nizsim teplotam (pfi -20°C neni 10% roztok
glycerolu uplné zmrzly) a DMSO k vyS$Sim teplotam (tuhne uz pfi ~
+6°C)




— v kulture roste jeste neco navic nez
pozadujeme = Cistota kultury / sterilita

Jiné bunécné linie (zkresleni vysledkd bunéénou specializaci,
dominance invazni bunécné linie = zanik puvodni bunécné linie)

Plisné, kvasinky, bakterie (toxiny, vy¢erpani média = zkresleni
vysledkl, uhyn bunék, ohrozeni experimentatora)

Viry (zkresleni vysledku, uhyn bunék, ohrozeni experimentatora)

1. PREVENCE + MONITORING!

2. LECENI




PREVENCE

PROVOZ

- Laborator TC (LTC) je pokud mozno oddélena od ostatnich prostor,
nevétra se primo okny, ale pokud mozno pres ventilaCni systém s
filtraci

- Pravidelné se provadi uklid a desinfekce povrchu (prostfedky na bazi
chloru — SAVO, Jodu — Ajatin, 70% EtOH nebo isopropylalkohal,....)

- LTC je periodicky vysvécovana germicidni (Sirokospektrée UV) lampou

- Pracovnici LTC pouzivaji pracovni oblecCeni urCené jen pro LTC a pred
vlastni praci si desinfikuji ruce pfislusnymi prostredky (minimalné
pouziti 70% EtOH)

- S kulturami se pracuje pokud moznou pouze ve Flow-boxu
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MATERIAL

Cisté materialy se podle své odolnosti / vlastnosti sterilizuji-desinfikuji:
(Cisty z Cistych surovin nebo po dikladném omyti specialnimi detergenty)

autoklavovanim (120°C, 20-30 minut)

— solné roztoky, nékteré pufry, agar, zelatina/kolagen, néktery plastik, ..
suchym teplem (180°C, 3 az 4h)

— sklo, vzacné néktery plastik (do 120°C)

zarenim gama (vzacné i UV — jen povrchy)

— plastik, sklo

filtrovanim

- vzduch (HEPA filtry s pory 0,3 um), roztoky hlavné média a séra bézné pres
filtry s pory 0,2 um)

omytim (2-5% aldehydy, 70% EtOH, 2-5% fenol, 5-10% peroxid vodiku,....)
— nastroje, pracovni plochy, néktery plastik, sklo (celkové muze byt malo
ucinné a pozkozujici Cistény material)

plamenem

-kovy, sklo

parami alkylacnich cCinidel

- nekdy kombinace s autoklavovanim (etylén oxid), specialni aplikace jako
dekontaminace filtra flow-boxu, dekontaminace mistnosti (formaldehyd), vzdy
problém pro obsluhu!




Vyznamnym prevencnim agens v meédiich jsou antibiotika.

Kritéria pro antibiotika:

- nesmi inhibovat rdst a ani ovlivihhovat metabolismus bunék
- musi ochranovat kulturu po celou dobu experimentu

- netoxické a bezpecéné pro uzivatele

- kompatibilni s ostatnimi slozkami média

- rozpustné v netoxickych rozpousteédlech

a) Ochranné proti mikroorganismim
NejCastéji preventivné Penicilin/Streptomycin nebo Gentamycin,
|éCeni a specialni aplikace Tetracyklin , Sparfloxacin,...

b) Selekéni (viz. Pfiprava transgennich linii)
Geneticin (G418), Hygromycin, Puromycin

c) Specialni
Mitomycin C (- blokue replikaci DNA, DNA crosslinker)
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MONITORING

V kulture nebo v zasobnich roztocich néco roste co tam nema byt

(plisné = chomacky; kvasinky = pucici bunky, fetizky; bakterie = drobné utvary,
kulovité az vlaknité, nékdy fetizky)

Dochazi k rychlému vy€erpani média (rychle méni barvu z €ervené na

zlutou = pokles pH)
Burniky Spatné rostou, nemaji spravny tvar, adherentni se pousti podkladu

Mikroskopické barveni na celkovou DNA (zviditelnéni mikroorganismd,

zejména endoparaziti)
Stanoveni specifickych antigenu (Imunocytochemie, western blot)
Detekce specifickych sekvenci pro jednotlivé organismy PCR metodou

Kontrolni kultivaci médii samotnych nebo po pridavku specifickych

substratu
Vysledky experimentu nejsou reprodukovatelné / jsou chaotické

Bunriky jsou citlivéjSi ke stresu




LECENI

- Likvidace zasazené kultury
- Kombinaci antibiotik
- Kultivaci bunék v kompatibilnim organismu

(napf. v brisni dutiné = ascites)




Chomacek plisné v kulture

Kvasinky
+

Bunky (HL-60)




Mycoplasmata

- Béznym VIS mikroskopem prakticky nejsou vidét
- Intracelularni bezesténé bakterie (trojvrstevna cytoplasmaticka membrana)

DETEKCE (je treba kukltivovat bez antibiotik — mozné prezivani na pozadi):

- Vitalni barveni na DNA (Hoechst)

- Detekce specifickych DNA sekvenci pomoci PCR

- In situ hybridizace (RNA , DNA)

- Méreni enzymaticke aktivity, systemy s transgennimi bunkami (fy. Invivogene,...)
- (Inkorporace uracilu (mycoplasmata) X uridinu (eukaryontni buriky))

ZDROJE:

- infikované bunky v TC!

- prace se zviraty v laboratori TC
- pracovnici laboratore TC

LECENI:
- Kombinaci antibiotik
- Pasazovanim bunék v kompatibilnim organismu (ascites — volné v bfis$ni dutiné) m
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Viabilita nékterych druhti mycoplasmat
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Survival of MS under Various Conditions

Well water

Dry at 4° C " 51-77 days




Mycoplasma-positive Cell Line ;

Secure Mycoplasma-positive
Aliquots as Frozen Back-up

Antibiotic Treatment with

Myeoplasma PCR Testing | —— | Mycoplasma-negative

Mycoplasma-positive Expand Cells, Freeze Master
Stock. Store in Liguid

Mitrogen, Discard Myco-
plasma-positive Back-ups

{1} Repeat Treatment of Untreated i1y BM-Cyelin Treatment

Aliguot with BM-Cyelin i2) Treatment of Untreated Aliguot
{2) Treatment of Umreated Aliquot with another Quinolone

with a Quinolone i3 Oher Elmination Method
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Zdrava bunécna kultura Bunécna kultura infikovana
mycoplasmaty

(vitalni barveni pomoci Hoechst 33258)

MycoAlert® Mycoplasma

™
Detection Kit s MycoZap™ Mycoplasma

Elimination Reagent




Zakladni vybaveni laboratore tkanovych kultur

CO, inkubator
Inverzni mikroskop
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Pratokovy cytometr
| Flow-cytometer (FACS)
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- Inkubator / termostat s regulaci teploty a slozeni atmosféry
- Flow-box = laminarni box

- Inverzni mikroskop, nejlépe s fazovym kontrastem (Nomarského —
vnitrni struktura bunék; Hoffmanuv (reliéfni) — plastické
znazornéni povrchu)

- Pocitac€ ¢astic (hemocytometr, Blirkrova komurka, Coulter Counter,
FACS,..)

- Lednice a mrazaky

- Kontejner s tekutym N, (-196°C), nebo extrémné hluboko-mrazici
box (-150°C a méné)

- Autoklav (parni sterilizator), horkovzdusny sterilizator

- Centrifuga

- Pipetor / Pipetus (manualni nebo elektronicky)

- Automatické pipety

- Technické zazemi — umyvarna, sklad, satna,...




