BUNKY V TC

Podle zpusobu kultivace

- Adherentni (vétSina, rostou pfichyceny k podkladu)
- Suspenzni (zejména bunky krve a jejich derivaty, volné se vznaseji v mediu)
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Adherentni — (llnle HaCaT) Suspenzm — (linie HL.60)




PROLIFERACE x DIFERENCIACE

x APOPTOZA




PROLIFERACE = déleni bunék
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Podle puvodu a viastnosti

- Primokultury
Bunky izolované vétsSinou ze zdrave tkané
(obecné zdravy genom, ale vétSinou omezené moznosti kultivace/déleni bunék)

- Permanentni linie

NejCastéji bunky izolované z nadoru, ale mohu byt i ze zdravé tkané, pfipadné
ze zdravé tkané a imortalizované (vétSina chyby v genomu -> nestabilita,

jsou ale nesmrtelné), adaptace na podminky in vitro!!!
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RUST BUNEK V TC

A) Bunky se v kultufe nedéli — je tfeba periodicky ménit kultivacni médium
(terminalné diferencované, postmitotické bunky, ¢asto u primokultur)

B) Bunky se v kultufe déli = proliferuji — je tfeba je pasazovat (fedit a ménit
meédium, vétSina bunék primokultur a permanentnich linii)

Pasazovani — periodické ,fedéni bunék®, obecné spojené i s vyménou média

Adherentni linie* — mechanicky nebo enzymatickym stépenim vazeb bunky / substrat;
burika / burika
Enzymy - trypsin, colagenaza,..; inaktivace spec. inhibitory, vyfedénim,
nadbytkem proteint (napf. sérem)
Pomocné latky — EDTA (zejména vychytavani Ca?*)

Suspenzni linie — prostym fedénim

* Ve vétsiné pFipadu je u adherentnich linii nutno pocitat s jejich zvySenymi naroky na kvalitu podkladu,
na kterém rostou. Bézné se pouziva oSetfeni 0.01 — 0.1 % roztokem zelatiny (praseci, hovézi) v dH,
Podle potfeby a typu bunék se pouzivaji ale i ostatni proteiny ECM.




Pasazovani bunék pomoci tzv. trypsinizace (enzymatické rozvolnéni)

rozvolnéné konfluentni bunky
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rozvolnéni bunék depleci Ca?* iontu
(chelatony napr. EDTA)

enzymaticke Stepeni
napr. trypsinem

rust kultury

enzymaticky rozvolnéné bunky
(suspenze)
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Proliferaci bunék v kultufe charakterizuje ristova krivka s 3 fazemi

A

Stacionarni faze

Pocet bunék

Logaritmicka (ristova) faze
Lag fdze

v

Cas
Dale je bunécna proliferace charakterizovana:
Bunéc¢na - denzita — pocet bunék na m/ nebo cm?

- konfluence — pocet bunék na plochu u adherentnich linii (b. / cm?,
Casteji ,%" plochy)

Generac€ni dobou - doba mezi dvéma mitézami / rozdélenimi bunky = delka
bunécného cyklu

Doubling time — Cas potfebny ke zdvojnasobeni bunék v populaci
Hayflickdv limit — v pfipadé vétsSiny primokultur po¢et moznych déleni, bunééné

specifické (senescence — starnuti bunék, ,quiescence — m
klid/spanek bunék*)
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Analyza bunécné proliferace

Pocitanim bunék
- v mikroskopu (Burkrova komuarka / hemocytometr)
- pfistroji (Coulter counter — poditac ¢astic, FACS — , prutokovy cytometr, u vétsiny pfistroju

potfeba vnitfniho standardu)

Prirustek v mnozstvi DNA (Ize pouzit i pro jednotlivou buriku)
- Inkorporace 3H thymidinu (méfi se pfirlistek radioaktivity, celkovy, nebo u jednotlivé buriky)

- Inkorporace BrdU (bromdeoxyuridinu, analog thymidinu), mnozstvi BrdU se stanovi

pomoci protilatky (Ize na populaci i jednotlivé bunce), novéji EdU (5-ethynyl-2'-deoxyuridine)
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- Celkové mnozstvi DNA v bunce -> stanoveni faze bunécného cyklu
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Prirtistek celkovych proteinu
- nepouzitelné u bunék produkujicich velké mnozstvi extracelularni matrix (ECM)

Stanoveni enzymatické aktivity (enzymy permanentnich metabolickych drah)

- testy vyuzivajici tetrazoliové soli (napf. MTT, WST-1), které jsou redukovany na barevné
formazany, které se daji stanovit spektrofotometricky (ruzné tetrazoliové soli jsou rizné
citlivé pro jednotlivé enzymatické (oxida¢né redukéni, NADP) systémy a i vhodné pro
rizné typy bunék)

- Stanoveni celkového mnozstvi ATP

Stanoveni exprese specifickych proteinu sprazenych s proliferaci

- imunohistochemicky (jednotlivé bunky)

- western blotem (celkové v populaci)

(PCNA, Ki-67, cykliny, inhibitory na cyklinech zavislych kinaz (cyklin-dependentni kinazy),..

Nedilnou soucasti sledovani proliferacni aktivity bunék je i detekce jejich Zivotaschopnosti
= viability, ktera je spojena s bunécnou smrti = apoptézou, pfipadné s nekrézou
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A) Testy zalozeny na kompaktnosti zdravé bunky a jejim ,,spravném“ chovani / funkci
- Morfologické zmény (apopticka téliska, vybézky, ...)
- Schopnost vylu€ovat barviva zivymi bunkami (eosin, bromfenolovou modf pro detekci ve
VIS, propidium iodid pro fluorescenci: mikroskopicky, FACS)
- Enzymaticka aktivita, nejCasteji esterazy (fluorescein diacetat pro fluorescenci:
mikroskopicky, FACS, mozno kombinovat s propidium iodidem)
- U adherentnich bunék Ize hodnotit poCet adherovanych a plovoucich (mrtvych / apoptickych bunék

- Zmeény ve struktufe cytoplasmatické membrany -> anexin / fosfatidylseriny




Specific raft recruitment Lateral annexin interactions
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B) Testy zalozeny na stanoveni biochemickych a molekularné biologickych parametr

- Fragmentace DNA (elektroforeticky = tzv. apop. zebficek DNA, in situ = TUNEL assay,
Comet assay)

- Aktivita specifickych proteaz = kaspasy, detekce fragmentace substratu kaspas
- Hladiny pro- a anti-apoptickych proteint rodiny Bcl-2
- Kompaktnost mitochondrii (zmény v polarizaci m. membrany, vyliti cytochromu c)

TUNEL assay, red - nuclei, green apoptosis
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Comet assay

Eosin (Trypan blue)
stain of viability
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Diferenciace bunék

V prubéhu kultivace (pasazovani) bunék se volbou vhodnych podminek snazime,
aby si buriky dlouhodobé zachovali stabilni genotyp i fenotym. Pfitom u nadorovych linii
je udrzeni stabilniho genotypu uz z principu problematické. Zmény kultivacnich podminek
mohou vést k nestabilité jiz tak obecné nestabilniho geneotypu u nadorovych linii,

ale vedou zejména ke zméné fenotypu => diferenciaci, a to jak cilené tak nahodné.

DIFERENCIACE JE PRAKTICKY VZDY SPOJENA | SE ZMENOU PROLIFERACNICH
PARAMETRU, PRIPADNE | S APOPTOZOU.

Parametry analyzy diferenciace:

- zmény v morfologii bunék

- zmény v expresi genu: detekce specifickych mRNA a specifickych proteint
(v Casnych stadiich zejména transkripCni faktory, pozdeji zejména strukturni proteiny a
enzymy)

- funkéni testy (fagocyty — fagocytoza; nervy — pfenos signalu, depolarizace membrany,
produkce mediatoru; svaly — odpovéd na stimulus, kontrakce; epitely - produkce mucinu;
transplantace a sledovani jak se transplantované bunky zapoji do funkce dané tkané)




Uéinek séra na RA indukovanou neuralni diferenciaci EC bunék
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Zdroje bunek v TC

A) Tkanova banka nebo darem
napf. American Tissue Culture Colection (www.atcc.com)

B) Priprava kmenu (populace) nebo klont (z jednotlivé bunky) z nadoru

|zolace nadoru, jeho enzymaticka disociace na bunecnou suspenzi,
kultivace bunék ve vhodnych podminkach, selekce zajimavych kmend, klonu
a jejich charakterizace v prubéhu kultivace -> linie musi vykazovat dostatec¢nou stabilitu

v prubéhu kultivace, aby byla zachovana reprodukovatelnost vysledkd.
Popis nové ziskané linie by mél obsahovat co nejvice jeji chrakteristik.
Pavod (typ nadoru, vék a pohlavi darce, zpusob ziskani, pocet pasazi od jejiho

ustanoveni, charakterizace fenotypu i genotypu,..)

C) Priprava primokultur z zivo€iSnych tkani




Priprava mysSich embryonalnich fibroblastu
MEF — mouse embryonic fibroblast
PEF — primordial embryonic fibroblast

- Pripravuji se nejCastéji z 13.5 dennich embryi (11-13.5 dpc.)

- Gravidni samice se usmrti a vypreparuje se déloha s embryi

- Z embryi se odstrani hlava a vnitfni organy

- Zbytek embrya se enzymaticky a mechanicky rozruSi a po odstranéni
kompaktnich zbytkl, se suspenze vyseje na kultivaéni misku

- Rozrostlé bunky se zamrazi (pasaz 0) a nebo se dale kultivuji

(~6-15 pasazi ~ 24-60 dnu, Hayflick limit)
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Priprava stromalnich bunék kostni drené
BMSC — bone marow stromal cells

- Vypreparujeme stehenni kost, odstfihneme hlavice a proplachneme

(napf. injekéni stfikackou) vhodnym kultivaénim médiem do kutivaéni misky

(Ize i kost navrtat a odsat (napf. injekéni stiikackou) = mozné autotransplantace).

- Po 24 hodinach kultivace odstranime meédium se zbylymi krevnimi elementy
oplachneme a prfidame nové medium.
- Stromalni bunky postupné vytvari nepravidelné kolonie fibroblastim

podobnych bunék

| i

- Standardné je Ize kultivovat minimalné 2-3 tydny R

Pozn. potkani a lidskeé rostou lépe jak mysi



Priprava mysSich ES bunék

ES — embryonic stem, embryonalni kmenove

3,5 dni p.c. Wt

trophectoderm

4-5 dni

ICM

B Vyseknuti a
disociace ICM

Fibroblastova vyzivna vrstva
,feeder®- tvorena MEF

Q0 o026 9 9 ,

Odstranéni
PEF

vdD © vy e =

Linie ES bunék na feederu MEF

Upraveno podle Kroupova 2004

Homogenni populace ES burliis




Dlouhodobé uchovani bunéénych liniiv TC

Permanentni kultivace
- selekce bunék s odliSnymi vlastnostmi nez mély ty pavodni

- Casoveé a finan¢né narocné

« Empiricky je za stabilni povazovano 10 — 30 pasazi v zavislosti na

bunécné linii a i na kultivacnich podminkach.

» Nadoroveé linie jsou obecné méneé stabilni (poskozeny genotyp) nez

primokultury (zde ale nevyhoda Hayflickova limitu).

* VVyjimkou se v souCasné dobé zdaji byt mysSi ES bunky, u kterych jsou
znamy kultivacni podminky, kdy dlouhodobé (> 100 pasazi) v zasadé

nemeéni sveé vlastnosti.




Zamrazovani bunék

Obecné v kultivacnim médiu
a) se zvySenym obsahem séra (20-100%)
b) se sérem (10-20-50%) s pridavkem DMSO (5-10%)

c) vzacneé se sérem (10-20-50%) a pridavkem glycerolu (10%)

Bunky je tfeba zchlazovat postupné na ~ -80°C, poté se prenesou do
ultra-hlubokomraziciho boxu (~ -185°C) nebo do tekutého N, (-196°C)
k trvalému uchovani. Je vhodné pro zamrazeni pouzivat vysoké

koncentrace bunék ~ >107 bunék na ml média.




Postupné zchlazovani

- V lazni s isopropylalkoholem (R.T.), pfenos pfimo do hlubokomraziciho
boxu (~ -80°C), teplota klesa rychlosti ~ 1°C za 1 minutu

- Zanorovanim do par N,

- V termoisolaénim materialu (napf. pénovy polystyren) pfimo do
hlubokomraziciho boxu, po 3 hodinach k trvalému uchovani

- V termoisolaénim materialu na ~ 2-4h do mraziciho boxu (-20°C), pak na
3 hodiny do hlubokomraziciho boxu, nasledne k trvalému uchovani

- Teplota nesmi kolisat, zejména k vysim teplotam




| Rozmrazovani bunék |

Bunky je tfeba rychle preveést z hlubokého zamrazeni (~ 190°C) na kultivacni teplotu,
oplachnout zamrazovaci medium (centrifugaci) a vyset k dalSi kultivaci. Druhy den

po vyseti je vhodné vymeénit kultivacni médium za nove a odstranit tak zbytky bunék,

které zamrazeni/rozmrazeni neprezily.

Kfyo-zkumavky '

“J
Dewarovy nadobygli




Preprava bunéek

- VV zamrazeném stavu v tekutém N, (v termosce, dalkova, lokalni pfeprava)

- VV zamrazeném stavu v isolacnim boxu se suchym ledem (CO,)
(na kratké i velké vzdalenosti, zasilkové spole¢nosti mivaiji i sluzbu s doplfiovanim

suchého ledu)

- Zivé v kultuFe, v kultivadni nadobce s nadbytkem média

(v zavislosti na bunééném typu 1 — 3 dny), kazdopadné i zde je se tfeba vyhnout teplotnim vykyvim

buriky nesmi zmrznou ani se pfehrat => 0-40°C

- Tkané (s vyjimkou krve) se prepravuji podchlazené (ne zmrzlé)

ve vyzivnych mediich, Casto s kryo-protektivy

4



Synchronizace bunek v bunécnem cyklu

Fyzikalni metody

- Setfasani mitotickych bunék u adherentnich kultur
- Centrifugace (G0/G1 bunky jsou nejlehci)

a) v gradientu

b) elutrace (centrifugace s protiproudem media)
- FACS, sortrovani pomoci flow-cytometru
- Membranové vymyvani (zdokonalena metoda setfasani)
- Kontaktni inhibice

Chemické metody

- Deprivace odstranénim rustovych faktort (sérem)

- Deprivace odstranénim iso-leucinu z média

- Deprivace odstranénim Ca2*

- Pridavek hydroxyurei, inhibice RNA syntésy -> blok DNA syntézy

- Dvojity thymidinovy blok

- Mitotické jedy, inhibuji reorganizaci mikrotubult / déliciho
vieténka (kolchicin, kolcemid, nocodazol, ...) — zejména
zviditelnéni chromozomd, karyotipyzace

4



Fucci system

(fluorescent ubiquitination-based cell cycle indicator; Sakue-Sawano et al., 2008)
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Srovnani synchronizace v bunécném cyklu
deprivaci sérem (A) a kontaktni inhibici (B)

A Serum Deprivation

t=8h

|
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Priklad rozjezdu bunék synchronizovanych deprivaci sérem
mysSi fibroblasty linie NIH/3T3

early G1 ! late G1
phase f phase

Serum
addition

6 hryL Hours after
0 4 79 12 18 24 30 serum stimulation

9 12 18 24
G Gy
S

S 5, G,

Contact Inhibition withdrawal

t=0h t I
0

earyG1 !lateGl1 ! 8
phase : phase : phase

A
2p00°



Princip dvojitého bloku pridavkem nadbytku thymidinu
- nadbytek thymidinu blokuje prachod S-fazi bunééného cyklu, blokuje DNA syntézu

Elutracni kyveta / hylzna

- separace bunék pomoci protiproudého gradientu

DNA MITOTIC na specialni centrifuze - elutratoru
SYNTHESIS INDEX

) E————— ————————ay
TdR 16 hr Release 9 hr TdR 16 hr

% MAXIMUM

Flow Rate

A
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Soucasna kultivace vice bunéénych typu

- Produkce rlstovych faktort s parakrinnim ucinkem
- Vhodné mechanické vlastnosti podkladu atd.
V pripadée primého kontaktu odliseni bunék na zakladé jejich vlastnosti
- Exprese specifickych proteinovych markertu na povrchu bunék
- Selekce diky expresi néjakého proteinu (enzymu, fluoreskujicich proteind, ..
- Inhibice mitotickeé aktivity jednoho typu bunék (gama zarenim, Mytomycinem C,..)
Pokud je treba maximalné minimalizovat riziko vzajemné kontaminace

- Buniky v kultufe jsou oddéleny polopropustnymi membranami
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3-D kultivace

Collagen-coated glass (2D)

b) Forced apical-

a) Soluble basal polarity
gradients

absent c) Continous

layer of matrix

d) Unconstrained
spreading and
migration in x-y

f) High stiffness e) Adhesions
(GPa range) restricted to
X-y plane

Collagen gel (3D)

a) Soluble
gradients c) Discrete
present : matrix fibrils

d) Spreading and

b - migration sterically
Low stiffness hindered
(kPa range)

distributed
in all three
dimensions




a 2D culture 2D culture and ECM Vari?bles

Medium with laminin | Supplemental ECM (optional)

Glass or plastic Mammary epithelial cells

b 2.5D culture

* ECM composition
* ECM mechanics and rigidity
* Flow-over gradients

Days to weeks
B ——

Medium with laminin

Matrigel

MCF-10A or
MDCK acini

c 3D-embedded culture

¢ Cellular input: primary tissue,
primary single cells or stem cells

* ECM composition

* ECM organization and rigidity

= Stromal cells

* In- or through-gel gradients

* Precise patterning

Days

Primary mammary epithelium Mammary organoids

d Mechanically supported culture

. Submerged - & Air-liquid interface r
Weeks

Keratinocytes
* Stratified tissue organization
* ECM composition
* Stromal cells (in the same or separate

compartment)
[Collagen and ISkin epithelium e Air-liquid interface, O, perfusion
fibroblasts * Immersion or rocker culture
—_— Membrane
Brain slice IOrgan explant
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Kultivace na propustnych a poréznich materialech
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cell sheet
detachment

cell cell adhesion

protein

Hydrophobic Hydrophilic
Temperature-responsive Temperature change
palymer (FMIPAAM) from 37°C to 2000

Figure 1b: Cell sheet engineering-- using temperature-responsive polymer.
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Tkanove rezy - na pomezi kultivace bunék a tkani/organ(

Vlastnosti (vyhody x nevyhody)

Dospéle, zdrave bunky, podobné bunecnym primokulturam
Z&dné nebo omezené schopnosti expanze
Zachovani kontaktu mezi bunkami jako v tkani

Morfologie bunék jako v tkani

Céste&né zachovani 3D struktury tkané (limit pro difuzi O,, tloustka fezu — max 300pum)

Studie vice odpovidaji studiim na tkanich nez jak je tomu u bunécnych liniich
Velmi omezena dostupnost lidskych vzorku, ale lepSi jak pro tkané/organy
Vyrazné jednodusi kultivace nez tkani/organu

...atd.
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- Kultivace na mrizce = pfisun média/Zivin z obou stran fezu
- Nizky sloupec media nad vzorkem = dosteény pfisun O2
- Vysoky sloupec média pod vzorkem (mfizkou) = dostatecna pufracni kapacita

pro pH a zplodiny metabolismu + dostatek substratli pro metabolismus




Resection specimen of
breast cancer

Slicing

Thickness:

200 uM;

Speed:
0.03 mm/s

MTT assay

Compound

O treatment

Paraffin embedding

H/E and IHC staining
Vesci, et al., 2015
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Pristroje pro tkanove rezy

Krumdieck tissue slicer Vibratome




