Tkanove kultury

E-mail: jipa@sci.muni.cz

Tel: 532 146 223/ 116



Tkanove kultury (= TK, Tissue culture - TC)
— rust ZivocCisnych 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 burky, problematika
tkani a organu bude stru¢né zminéna na zaveér.)




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/pfizpusobené

TEPLOTA

Bunky se kultivuji pri optimalni teploté pro organismus, z kterého byly
izolovany. Pro bunécné linie odvozene od Cloveka a beznych
laboratornich zvifat (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 rozpuStené anorganické soli. Soli jsou zdrojem
nezbytnych iontd, a hraji vyznamnou ulohu v zajisténi vhodného pH (optimium
vétSinou 7.2-7.4) a osmotického tlaku / Osmomolarita (optimum vétSinou 280-

v s os

ca%, Cl-, SO,Z, PO,%, HCO".

Osmoticky tlak je roven koncentracim rozpusténych iontiu/molekul

1 MNaCl=10sm/LNat*+ 1 Osm/L Cl- =2 Osm/L
1M CaCl, =1 Osm/L Ca2t + 2 Osmol/L CI- =3 Osm/L
1 M glukdésy =1 Osm/L




Esencialni latky pro rust bunék
Média musi také obsahovat sacharidy (vétSinou glukézu, jako zdroj energie),
aminokyseliny (esencialni i neesencialni), vitaminy a stopové prvky.

VétSina zejména savcich bunék vyzaduje

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

Dalsi dopinky

Lipidy (mastné kyseliny), steroidni latky, hormony, cytokiny, peptidy, proteiny
extracelularni matrix, proteiny sera, nukleosidy,... Mnohé z techto latek jsou
suplovany pridavkem séra (5 - 10 - 20%), v nékterych pfipadech i jinymi zdroiji
malo charakterizovanych smési proteinl a dalSich latek. Vyznamnymi doplriky
jsou ochranné latky jako 2-B-merkaptoetanol (sniZuje oxidativni stres a mize
slouzit i jako zdroj siry) a antibiotika (ochrana proti mikroorganismdm
pripadné selekéni 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, b&zné pro adherentni buné&éné linie
RPMI 1640 - zejména buriky hematopoetického ptivodu

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

Hamovo F12 — médium bohaté Zivinami, ¢asto v kombinaci 1:1 s DMEM
jako zaklad pro kultury bez séra



DMEM - high glucose
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Sérum
- nej¢astéji bovinni fetalni*, ale i jiné zdroje
- lidské, koriske, kozi, mysi,...
- embryonali (fetalni), novorozenecka, dospéla
*fetalni => nizka hladina nizkoafinitnich imunoglobulint (protilatek)
- ruzné stupné kvality
- testy na pfitomnost endotoxinu
- testy na snasenlivost konkrétnim typem bunék
- testy na pfitomnost virt
- rizné zemé puvodu (USA, Australie,...)
- rizné sarze (lot number) ot
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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) Pritomnymi 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 Tl 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 vné&jsku)
uzaviena — bez vymeény plynu (pouziva se ~ %2 mnozstvi NaHCO.)

- Pfi 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.



V néekterych specialnich pripadech je vhodné pouzit
polotekuta az pevna média

Takové médium se pripravi pridavkem:

- Ag al' U (je treba davat pozor na prehrati slozek média béhem pripravy,
teplota by nemeéla byt vyssi jak 40°C)

- Metylcelulésy

- Kolagenu (transparentni, bunky 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 doplnku

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 pridavat 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 pri teplotach pod -70°C je vSe stabilni minimalné 1 rok

- Stabilita je zavisla na tekutosti / zmrzlosti roztoku, coz je ovlivnéno
slozenim a koncentraci rozpustenych komponent. Napr. 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)




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

Jiné bunécné linie (zkresleni vysledkt 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 vysledkl, thyn 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 (Sirokospektré 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



MATERIAL

Cisté materialy se podle své odolnosti / vlastnosti sterilizuji-desinfikuiji:
(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 (vzacneé i UV — jen povrchy)

— plastik, sklo

filtrovanim

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

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



Vyznamnym prevencnim agens v meédiich jsou antibiotika.

Kritéria pro antibiotika:

- nesmi inhibovat rust a ani ovlivhovat metabolismus bunék
- musi ochranovat kulturu po celou dobu experimentu

- netoxické a bezpecéné pro uzivatele

- kompatibilni s ostatnimi slozkami média

- rozpustné v netoxickych rozpoustedlech

a) Ochranné proti mikroorganismim
NejcCastéji preventivhé 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)



Antih jotikum

Penicilin (samostaimé se
neuziva)

Penicilin G

G+

Ampiciin

G+, G-

Penicilin/stieptomyein

G+, G-

Pericilin/streptomuicinf
neomycin

G+, G-

Gentamyein

G+, G-, mykoplazmata

IP, amincglykosidové

Kanamycin

G+, G-, mykoplazmata

IP, amincglykosidové

Streptomycin

G+, G-

IP, amuincglykosidové

nutace v gern pwo S 12
ribozomiln protein,
inaktivace pros tednictvim
aminoglykosidové
transferizy (Podavase
obvykle v kombinaci, Jonili
vysokénm rizku vzrka
rezistence.)

Neomycin

G+, G-

IP, amincglykosidové

Paromomyrin

G+, G-, 1. protozoa,
omezené he hmint

1P, amuincglykosidové

Spektinomycin

G-, G+ (gonokoky)

IP, baktenostaticky uéinek s btuktumé
podobné aminoglykosidim.

nmtace v germ pmwo
nbozomaln protein S 5.

Tylosin

Tetracyklin

MytomweinC

G+, mykoplazmata

G+, G-

G+, G-

IP, makrolidove

1P

Isynt. DNA

ztrita permeability bunééné
stény

Polymyzan

Amphotericin B
(makrolidove)
HNystatin

Go

Polypeptid s hydrofob nim koncem, ktery
fanguje jako kationicky detergert. Vazha
na lipid 4 bakteridlnich LFS, vytvasi pory
do eytoplazmatické membrany

vazba na s teroly memb riny kb, vyhrddi
kanily do bunééné membrany
vazba na steroly membrany kb, vytvan
kanily do bunééné membriny




MONITORING

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

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

Dochazi k rychlému vy€erpani média (rychle méni barvu z €ervené na
zlutou = pokles pH)

Buriky 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 experimenti nejsou reprodukovatelné / jsou chaotické

Buriky jsou citlivéjSi ke stresu



LECENI

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

(napf. v bfisni dutiné = ascites)




Chomacek plisné v kulture

Kvasinky
+

Buiiky (HL-60)




Mycoplasmata

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

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

- Vitalni barveni na DNA (Hoechst)

- Detekce specifickych DNA sekvenci pomoci PCR

- In situ hybridizace (RNA , DNA)

- Méfeni 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 bfisni dutiné)
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4 hours Buffer 1 day

Survival of MS on Various Substances
Investigations into the survival of Mycoplasma

gallisepticum, Mycoplasma synoviae, and Mycoplasma
iowwae on materials found in the poultry house Rubber 8 hours
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Pathology (1994) 23:127-143. 5 havmgs 4 hOUI‘S Nose 12 hours

0 hours Buffer

Sam’wai of MG under Various Conditions
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Zentralblatt fur Bakteriologie (1990), Supplement
20, 950-952.
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Mycoplasma-positive Cell Line ;

Secure Mycoplasma-positive
Aliquots as Frozen Back-up

Amtibiotic Treatment with

Mycoplasma PCR Testing | — | Myeoplasma-negative

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

Nitrogen. Discard Myco-
plasma-positive Back-ups

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

Aliquot with BM-Cyelin {2) Treatment of Untreated Aliguot
{2) Treawnent of Untreated Aliguo with another Quinolone

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

(vitalni barveni pomoci Hoechst 33258)

MycoAlert® Mycoplasma -
Detection Kit — MycoZap™ Mycoplasma

s Elimination Reagent




Zakladni vybaveni laboratore tkanovych kultur

CO, inkubator
Inverzni mikroskop
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- Inkubator / termostat s regulaci teploty a slozeni atmosféry
- Flow-box = laminarni box

- Inverzni mikroskop, nejlépe s fazovym kontrastem (Nomarského —
vnitini struktura bunék; Hoffmanv (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,...



BUNKY V TC

Podle zpusobu kultivace

- Adherentni (vétSina, rostou pfichyceny k podkladu)
- Suspenzni (zejména bunky krve a jejich derivaty, volné se vznaseji v meédiu)

Adherentni — (linie HaCaT)




PROLIFERACE x DIFERENCIACE

x APOPTOZA




PROLIFERACE = déleni bunék
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Hierarchie hematopoézy

nusc ¢ @ hematopoeticka kmenova buiika
—

MPP ‘. multipotentni progenitor
’ Lymphoid
myeloidni ¥ lymfoidni
progenitor CLP progenitor

Erythrocyte decti cky Macrophage

v

v

Stem Cell

Multipotent
progenitor




Condensation

- Swelling of
- endoplasmic
reticulum and
mitochondria

Membrane blebs

Breakdown of
plasma membrane,
 organelles and
nucleus; leakage
. of contents

v NECROSIS H N5 Phagocytosis
(5] ¢ s of apoptotic cells
o ; and fragments

n mitochondria




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!!!




PRIMOKULTURY

PERMANENTNI LINIE

heterogeni

klon

omezena zivotnost (H.l.)

nesmrtelné

VétSinou naro€énéjsi na

Obecné snadno

kultivaci

kultivovatelné

variabilita izolaci

geneticka nestabilita

BUNKY
NORMALNI IMORTALIZOVANE NADOROVE
diploidni diploidni / aneuploidni diploidni / aneuploidni

Ipolyploidni

senescence / Hayflick limit

nesmrtelnost

nesmrtelnost

Rust zavisly na kontaktu s
podlozkou

(anchorage-dependent)

Rust zavisly na kontaktu s
podlozkou

(anchorage-dependent)

Rust je nezavisly na
kontaktu s posdiozkou
(anchorage-independent)

+++/- specifické ristové
faktory

+/- specifické rustové
faktory

+/--- specifické rastové
faktory

netvofri nadory

netvofri nadory

tvofi nadory




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 bunek®, 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 pfipadl 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,0.
Podle potfeby a typu bunék se pouzivaji ale i ostatni proteiny ECM.



Pasazovani bunék pomoci tzv. trypsinizace (enzymatické rozvolnéni)

rozvolnéné konfluentni bunk

rozvolnéni bunék depleci Ca2* ionti
(chelatony napr. EDTA)

enzymaticke Stepeni
napr. trypsinem

rust kultury

enzymaticky rozvolnéné bunky
pasaz (konfluence ~20%) (suspenze)

nova

cast bunék na novou misku,
do nového média




Proliferaci bunék v kultufe charakterizuje riistova krivka s 3 fazemi

A

Staciondrni faze

Pocet bunék

Logaritmicka (ristova) faze
Lag faze

v

Cas
Dale je bunécna proliferace charakterizovana:
Bunécna - denzita — pocet bunék na ml nebo cm?

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

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

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

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

Pocitanim bunék
- v mikroskopu (Burkrova komurka / hemocytometr)
- pfistroji (Coulter counter — pocita¢ ¢astic, FACS — , prutokovy cytometr, u vétSiny pfistroj

potfeba vnitfniho standardu)

Prirustek v mnozstvi DNA (Ize pouzit i pro jednotlivou buriku)

- Inkorporace 3H thymidinu (méfi se pfirlstek radioaktivity, celkovy, nebo u jednotlivé buriky)

- Inkorporace BrdU (bromdeoxyuridinu, analog thymidinu), mnozstvi BrdU se stanovi
pomoci protilatky (Ize na populaci i jednotlivé bunce), novéji EJU (5-ethynyl-2'-deoxyuridine)

- 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 (oxidaéné redukéni, NADP) systémy a i vhodné pro
rizné typy bunék)

- Stanoveni celkového mnozstvi ATP

Stanoveni exprese specifickych proteinu sprazenych s proliferaci
- imunohistochemicky (jednotlivé buriky)

- 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 bunéénou smrti = apoptézou, pripadné 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 strukture cytoplasmatické membrany -> anexin / fosfatidylseriny
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B) Testy zalozeny na stanoveni biochemickych a molekularné biologickych parametr

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

- Aktivita specifickych proteaz = kaspasy, detekce fragmentace substratl 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

[

e
o®

g

e

TUNEL - Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling



Comet assay

Eosin (Trypan blue)
stain of viability
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- [3H] thymidine release assay (DPM)
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Diferenciace bunék

V prubéhu kultivace (pasazovani) bunék se volbou vhodnych podminek snazime,
aby si bunky dlouhodobé zachovali stabilni genotyp i fenotym. Pfitom u nadorovych linii
je udrzeni stabilniho genotypu uz z principu problematické. Zmeény 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 protein(
(v Casnych stadiich zejména transkripCni faktory, pozdéji zejména strukturni proteiny a
enzymy)

- funkCni testy (fagocyty — fagocytoza; nervy — prenos signalu, depolarizace membrany,
produkce mediatoru; svaly — odpovéd na stimulus, kontrakce; epitely - produkce mucind;.....;
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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Elektrofyziologické parametry kardiomyocytu jako soucast identifikace jejich fenotypu

AkEni potencial atrialniho kardiomyocytu Akéni potencial ventrikularniho kardiomyocytu




Zdroje bunek v TC

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

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

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

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

ustanoveni, charakterizace fenotypu i genotypu,..)

C) Priprava primokultur z zivo€iSnych tkani



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

- Pfipravuji 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)

-
it Tt
-

T~ Cut

Liver
(dark red)




Priprava stromalnich bunék kostni drené
BMSC — bone marow stromal cells

- Vypreparujeme stehenni kost, odstfihneme hlavice a proplachneme

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

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

- Po 24 hodinach kultivace odstranime médium se zbylymi krevnimi elementy
oplachneme a pridame nové meédium.
- Stromalni bunky postupné vytvafi nepravidelné kolonie fibroblastim

podobnych bunék

Pozn. potkani a lidskeé rostou lépe jak mysi




Priprava mysich ES bunék
ES — embryonic stem, embryonalni kmenoveé
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Upraveno podle Kroupova 2004



Dlouhodobé uchovani bunéénych liniiv TC

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

- Casoveé a financ¢né narocné

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

bunécné linii a i na kultivacnich podminkach.

» Nadorové linie jsou obecné méne 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

nemeni sve viastnosti.




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

- Teplota nesmi kolisat, zejména k vysim teplotam



| Rozmrazovani bunék |

Bunky je tfeba rychle prfeveést z hlubokého zamrazeni (~ 190°C) na kultivacni teplotu,
oplachnout zamrazovaci meédium (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.
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Preprava bunek

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

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

suchého ledu)

- Zivé v kultuFe, v kultivaéni nadobce s nadbytkem média

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

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

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

ve vyzivhych mediich, Casto s kryo-protektivy



Synchronizace bunek v bunécnem cyklu

Fyzikalni metody

- Setrasani mitotickych bunék u adherentnich kultur
- Centrifugace (G0/G1 bunky jsou nejlenci)

a) v gradientu

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

Chemické metody

- Deprivace odstranénim rustovych faktort (sérem)

- Deprivace odstranénim iso-leucinu z média

- Deprivace odstranénim Ca?*

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

- Dvojity thymidinovy blok

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



Fuccl 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
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Princip dvojitého bloku pfidavkem nadbytku thymidinu

- nadbytek thymidinu blokuje prichod S-fazi bunééného cyklu, blokuje DNA syntézu

TdR 16 hr i Release 9 hr‘> TdR 16 hr ? EIUtraéni kyveta / hylzna‘

- separace bunék pomoci protiproudého gradientu
DNA MITOTIC ialni i - A
.. T . na specialni centrifuze - elutratoru
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Soucasna kultivace vice bunécnych typu

- Produkce rustovych faktort s parakrinnim u€inkem
- Vhodné mechanickeé vilastnosti podkladu atd.
V pripadée primého kontaktu odliseni bunék na zakladeé 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

c) Discrete
matrix fibrils

d) Spreading and
migration sterically
hindered

in all three

dimensions




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

Mgdium with laminin I 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
—_—

M:ediumﬂwith laminin

Matrigel
MCF-10A or
c 3D-embedded culture MESShesgm:
) [ 1 [ ¢ Cellular input: primary tissue,
primary single cells or stem cells

Days * ECM composition
* ECM organization and rigidity
* Stromal cells
* In- or through-gel gradients
* Precise patterning

Primary mammary epithelium Mammary organoids
d Mechanically supported culture
& Submerged & 5\ Air-liquid interface [~ [
Weeks
Keratinocytes
« Stratified tissue organization
* ECM composition
* Stromal cells (in the same or separate
compartment)
[Collagen and ISkin epithelium ¢ Air-liquid interface, O, perfusion

fibroblasts * Immersion or rocker culture

Membrane

Brain slice |Organ explant

Nature Reviews | Molecular Cell Biology
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Imortalizace bunéek

ProcC?
- prevedeni primokultur v permanentni linie
- zjednoduseni kultivacnich podminek

a) Spontanné — pomalé, ¢asto malo ucinné
b) Cilené
- fyzikalnimi faktory: Gama zareni, Rentgenové zareni (zareni X), teplota

- chemickymi faktory: NiCl, NiSO,, Dimethylsulphate, N-methyl-N-nitrosouera (MNU),
benzo[a]pyrene diol epoxide, 4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO)

- biologickymi faktory: viry - virus Epstein Barrové, virus mysi leukémie,
virus Rousova sarkomu, SV40
vektory (plasmidy / viry) exprimujicimi transformuijici
protein, napf. antigen SV40 large T nebo adenovirus E1A,..



Cilené genetické manipulace

Zmény genetické informace, vlozenim, posSkozenim nebo vypnutim genu / genu

- Vektory plasmidové a virove

- Chemicky nebo fyzikalné — viz. imortalizace
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Infekci — viry Vneseni vektoru do bunék

Chemicky

lipofekce: obaleni vektoru s lipidy a fuze komplexu s cytoplasmatickou
membranou

Ca?* precipitace: vysrazeni vektoru na povrchu bunék v komplexu s Ca2+ a
jeho pohlceni burfikou endocytozou

transfekce pomoci dextranu: komplex vektor / dextran spojeny
diethylaminoethylem je endocytovan do buriky

transferofekce: vektor je navazan na transferin a pfes transferinovy
receptor endocytovan do bunky

Mikroinjikace

Elektroporace - naruSeni bunééné membrany elektrickym vybojem a diflize
vektoru do burky

Nucleofekce - elektroporace v kombinaci s chemii, prenos vektoru do jadra
Biolisticky — vektor navazany na partikuli (zlato, wolfram) je vstfelen do

tkané, bunék
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Elektroporace & nukleofekce
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Selekce bunécnych klonu

Adherentni bunky pod selekénim antibiotikem, pfi dostateCné nizké
ucinnosti transfekce nebo jejich konfluenci tvofi samostatné kolonie, které lze

mechanicky, pfipadné za pomoci proteaz (trypsin, kolagenaza) oddélit

Suspenzni bunky pod selekénim antibiotikem je tfeba rozklonovat meznim
fedénim (nékdy potfeba i u adherentnich), nebo rast v polotekutém /

visk6znim médiu (agar apod.)

Nejbéznéjsi selekCni antibiotika pro savCi buriky

G418 / Neomycin, Hygromycin B, Puromycin




Dodatek — TKANE a ORGANY

Tkané umime kultivovat / pfipravovat jen velice omezené, vétSinou jde pouze o
uchovani po urcitou dobu, podobné jako organy.

U organu je jiz aktualni otazka pfivodu zivin, kysliku a odvodu metabolitt a CO.,.
Organy je tedy tfeba mit metabolicky utlumeny (podchlazenim) a nebo napojeny na
obeh s zivinami simulujici krevni zasobeni.

V soucCasné dobé je zvladnuta problematika krve (Ize zamrazit), CasteCné pak
epidermis / kuze a jaterni tkané. Intenzivné se studuji moznosti vyuziti bunék
pankretu (Langernhansovych ostrivku) z prasat. Velkym pfislibem pro
transplantace jsou také bunky a tkané pripravené z kmenovych bunek.

Epidermis — primokultury prasecich / lidskych keratinocytt péstované na
syntetickych nosicCich se pouzivaji k regeneraci poskozeni epidermis po
popaleninach apod.

Casteéné uspéchy jsou pfi pfipravé umélych jater, kdy separované hepatocyty
jsou vysety do reaktoru na rozvodné potrubi z polopropustnych membran. Cely
takovy bioreaktor pak pripomina skuteCna jatra s krevni obéhem a odvodem zluci.
Hepatocyty se vSak zatim nedafi dostateCné efektivné zamrazovat k
dlouhodobému uskladnéni a tak vyuziti podle potreby.




klimabox

Rostlinné explantaty

RNDr. Helena Lipavska, Ph.D.

Podobné tkanovym kulturam

- Ndaroky na Cistotu / sterilitu

Prace v laminarnich boxech

RUst za sterilnich podminek +/-

Specialni inkubatory, klimaboxy — svételny rezim

Zivné pady s agarem (pevné), v zavislosti na typu +/- glukdza



Protoplasty
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Teytokinin : 4 auxin cytokinin = auxin ! cytokinin : T auxin
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