Bunecne kultury

doc. RNDr. Jana Horakova, Ph.D.
2.4.2024



Osnova prednasky

e Déleni bunécnych kultur
 Kultivace bunék in vitro

* Méreni metabolické aktivity bunéek
e Testovani cytotoxicity



Historie

e 50. léta 20. stoleti
* Problém s kontaminaci, s dlouhodobou kultivaci

e Harry Eagle (1959) — prvni definované slozeni média pro kultivaci
bunék (MEM médium)

* HelLa bunky — Henrietta Lacks — bunky karcinomu délozniho Cipku
(1951)



Déleni bunecnych kultur

" Primarni (primokultury)

= Sekundarni (bunécné linie: Hela, 3T3)
“*Suspenzni

s*Adherentni

»Kmenové

»Tkanoveé diferencované




Bunecné kultury

Vyhody Nevyhody

* Pokusy na izolovaném, dobre e Chybi interakce s ostatnimi
charakterizovaném bunécném bunécnymi populacemi
typu (,,tkanovy kontext®)

* Neomezené mnozstvi * Nefyziologické podminky
experimentu kultivace (umélé médium, vyssi

tlak kysliku)






Podminky kultivace

* Pfisun cukru, soli, aminokyselin, vitaminU, mastnych kyselin,
proteinu

* bikarbonatovy pufrovaci systém udrzujici pH v rozmezi 7,2-7,4
* 5% CO,, 37°C

* pH indikator: fenolova Cerven - ruzova barva pri optimalnim pH
zluta - kyselé pH, fialova- zasadité pH

* Médium s obsahem 10% fetalniho bovinniho séra (FBS - proteiny,
rustové faktory)

* Pridavek smési antibiotik/antimykotik



Rust bunéek v kulture

Rustova krivka:
A - staticka faze (lag faze): priprava na bunécné déleni

* B - exponencialni (log) faze: intenzivni mnozeni bunék
do vycCerpani zivin

 C - stacionarni faze (platd): pocet bunék se nemeéni, pocatek
akumulace toxickych produktu

e D - faze odumirani



e T (osa x)=Cas
* L (osa y)=pocet bunék



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/53/Bacterial_growth.png

RuUst bunék v kulture

* Snaha o udrzeni log faze (exponencialni narust poctu bunék)
» Kontaktni inhibice pri dosazeni konfluence

* Pfred dosazenim plato faze pasazovani = subkultivace (naredéni
na takové mnozstvi, aby kultura opét rostla exponencialné)

* Namnozeni bunék pro experimenty, zamrazeni

Growth Properties of Normal and Cancerous Cells

Normal Cells CancerousCells
Contact Inhibition No Contact Inhibition

Normal cells grow in a culture dish until they cover the surface
as a monolayer. Cancerous cells grow in multilayered clumps
and they pile up one above the other

Dostupné z: https://www.easybiologyclass.com/genetics-of-cancer-part-1-properties-of-cancer-cells/what-is-contact-inhibition/ 19.8.2022



https://www.easybiologyclass.com/genetics-of-cancer-part-1-properties-of-cancer-cells/what-is-contact-inhibition/

Pasazovani bunéek

 Pfi dosazeni 70-80% konfluence (souvislé vrstvy bunék) - ,,naredéni
bunék”

e Uvolnéni adherentnich bunék od kultivacniho povrchu i od sebe
navzajem, preneseni do nové kultivacni nadoby s Cerstvym médiem

e ZpUsob: pusobeni proteadz (trypsin), odstranéni dvojmocnych iont
(EDTA - chelata¢né vaze Ca?*, Mg?*)
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Pocitani bunek

* Adherentni bunky — odhad konfluence

* \V suspenzi — rychlé!!! (neprirozené prostredi)

* Stanoveni poctu bunék na 1 ml média

* Trypanova modr — rozliseni zivych a mrtvych bunék - stanoveni
bunécné viability

» Automatické analyzatory

» Burkerova komUrka



Biirkerova pocitaci komurka
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Priklady bunécnych kultur

3T3 mysi fibroblasty MG 63 osteoblasty

Lidské endotelialni Hela bunky

buriky (HUVEC)
https://www.youtu
be.com/watch?v=2
2IGbAVWhro

Dostupné z: https://biologydictionary.net/hela-cells/ 21.8.2022



https://biologydictionary.net/hela-cells/

Uchovavani bunek

* Moznost dlouhodobého uchovavani v hlubokomrazicim boxu (-80°C)
nebo v parach kapalného dusiku (-196°C)

 Pridani kryoprotektiv (DMSO, glycerol) — zabrani poskozeni krystaly
vody pri zmrazovani bunéek

 Zaloha pri kontaminaci, nadasovani pokusu
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Dostupné z: https://www.technologynetworks.com/cell-science/articles/cryopreservation-applications-and-advances-349021,

https://www.ivfgreece.com/services/cryopreservation, 21.8.2022



https://www.technologynetworks.com/cell-science/articles/cryopreservation-applications-and-advances-349021
https://www.ivfgreece.com/services/cryopreservation

Kontaminace bunécnych kultur

* Bakterie (pridavani antibiotik do kultivacnich médii) — viditelné
v mikroskopu

* Mykoplasmata — intracelularni parazité (nezjistitelné pri
mikroskopické kontrole), pravidelné testovani na pritomnost
mykoplasmat

* Plisné, kvasinky (pridavek antimykotik) — mikroskopie
* Viry — vzacneé, obtizna detekce



Kontaminace bakterialni (A), kvasinkova (B).

Dostupné z: https://theory.labster.com/biological-contamination/ 21.8.2022



https://theory.labster.com/biological-contamination/

Opatreni pri kontaminaci

e Zpomaleni proliferace, zména vlastnosti bunéek
e Likvidace kultury

* Asanace laboratore a inkubatoru

* Priprava novych kultivacnich médii

* Obnoveni kultury ze zmrazené zalohy



Metabolické testy
Testovani cytotoxicity



Spektrofotometrie

* Vyuziti elektromagnetického zareni (UV < 190 nm, VIS 190-780 nm) —
pruchod vzorkem

* Chromofor = latka absorbujici elmag zareni (¢ast molekuly — napft.
aromaticka jadra)

 Kvantifikace latek / bunék z rovnice kalibra¢ni primky
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Spektrofotometrie

* Nejcastéji jsou metabolické testy zalozené na barevné reakci
* Vyhodnoceni probiha na zakladé meéreni absorbance:

» bezrozmérna veli¢ina udavajici, kolik svétla bylo pohlceno mérenym
vzorkem

»Lambert-Beeruv zakon

»A = ¢lc

A — absorbance

€ —molarni absorpcni koeficient
| — délka absorbujici vrstvy

¢ — koncentrace latky v roztoku

Dostupné z: http://chemie.gb.cz/?p=22 24.8.2022



http://chemie.g6.cz/?p=22

Metabolické testy

* Spolecné s mikroskopickymi metodami patri mezi zakladni testy
pri in vitro bunécném testovani

» Kvantifikace ruznych metabolickych aspektt bunék

* Obecny postup: inkubace bunék s urcitym substratem -
metabolizace bunkami - premeéna na detekovatelny produkt -
detekce (nejcastéji fotometrie)

* Na trhu mnoho testu (MTT, WST - cck-8)

e \lyuziti:

1) stanoveni cytotoxicity roztoku, pevnych latek

2) sledovani miry proliferace bunék na biomaterialech



WST formazan

Calcein-AM dye

(non-fluorescent compound)
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Fig.1 Cell Viability Assays

Dostupné z: https://www.dojindo.co.jp/products en/category.cgi?bid=1&code=1610245067 21.8.2022



https://www.dojindo.co.jp/products_en/category.cgi?bid=1&code=1610245067

MTT test

* https://www.youtube.com/watch?v=8k8NtmpaP U

e Zluty roztok MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium
bromid) — interakce s mitochondrialnimi enzymy - premeéna na
fialovy formazan

74 \2\ N
\2\ Mitochondrial /’L

=N =
T Reductase 2 "
NS,

Formazan

Dostupné z: https://theory.labster.com/mtt-assay/ 22.8.2022



https://www.youtube.com/watch?v=8k8NtmpaP_U
https://theory.labster.com/mtt-assay/

Provedeni MTT testu

* Nasazeni bunék do 96jamkové mikrotitracni
desticky - adheze a adaptace v novém prostredi
24 hodin

* Pfidani substratu (MTT)

* Inkubace 2-4 hodiny (pozorovani vzniku fialovych
krystal()

e Opatrné odsati média (zdroj chyb!!!) >
rozpusténi fialovych krystall pomoci
okyseleného isopropanolu

* Méreni absorbance pri 570 nm a 650 nm
(referencni vinova délka)

Dostupné z:
https://en.wikipedia.org/wiki/MTT assay#/media/File:MTT Plate.jpg
22.8.2022



https://en.wikipedia.org/wiki/MTT_assay#/media/File:MTT_Plate.jpg

WST testy

 WST = Water soluble tetrazolium salt

* Pouziva se bezbarvy substrat,
produktem je vodorozpustny
detekovatelny (barevny) produkt

* vétsi senzitivita - zavisi na aktivité
vsech dehydrogenaz - NAD(H),
NADP(H)

* Napr. cck-8 (Cell Counting Kit): kratsi
inkubace (1-2 hodiny) - méreni
absorbance pri 450 nm
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https://www.youtube.com/watch
?v=VHXbyaby4qg
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LDH assay

 Laktat dehydrogenaza = oxidoredukcni enzym katalyzujici preménu
laktatu na pyruvat, vyskyt v cytoplazmeé bunék = pri posSkozeni
cytoplazmatické membrany uvolnéni do okoli

* Méreni uvolnéného LDH = mira cytotoxicity
* Kit obsahujici WST = zluté zbarveni roztoku - absorbance

LDH LDH

Lactate NAD* WST formazan
LDH \ /’ ‘\ /"
\ / . / LDH Electron

mediator

B xsﬁ" ‘*
Damaged cell Pyruvate 4/ \' NADH /\ WST

Dostupné z: https://www.dojindo.eu.com/store/p/851-Cytotoxicity-LDH-Assay-Kit-WST.aspx



Provedeni mereni

1) Nalezeni vhodné vinové délky promérenim celého spektra (pokud
neni jiz znama napr. od dodavatele kitu)

l

Absorbance [-]

O R NN W & U

200 400 600 300

Vinova délka [nm]



2) Proméreni kalibracni primky (alespon 5 bodu, vice opakovani),
zobrazeni korelacniho koeficientu, rovnice primky

»ovéreni linearni zavislosti (u vétsSich koncentraci cca 21 nutné redéni
roztoku)
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3) Proméreni vzorkl nezndmé koncentrace bunék

» U metabolické aktivity bunék se vysledek udava jako namérend
absorbance (porovnani s kontrolami, mezi testovanymi vzorky)

» neprovadi se prepocet na mnozstvi bunék (nepresné)
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Spektrofotometrie vyuzitelna i pro méreni uvolnovani aktivnich latek

3) Proméreni vzorku neznamé koncentrace latky z nameérené hodnoty
absorbance (A =vy), vypocet z rovnice kalibracni primky
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Testovani cytotoxicity

* Neexistuje presny navod — zdlezi na konec¢ném pouziti / zamyslené
aplikaci

* Bunécné linie / primarni bunécné kultury

e Sterilizace a ,,zachazeni” s materialem mohou silné ovlivnit vysledky
testovani

* Podminky testovani (slozeni extrakéniho média, doba inkubace,
staticka / dynamicka inkubace, koncentrace testovaného materialu)

* Interpretace vysledku!!!



Testovani cytotoxicity

* Navrhnéte zpUsob testovani cytotoxicity roztoku (napt. antibiotika)

* Navrhnéte zpusob testovani cytotoxicity pevné latky (napt.
nanovlakenného materialu s obsahem antibiotik)



SO 10993-5

* Biologické hodnoceni zdravotnickych prostredkt — Zkouska
na cytotoxicitu in vitro

3 kategorie zkousek: extrakt/primy styk/neprimy styk

— posouzeni poskozeni bunek morfologickymi prostredky
—> meéreni poskozeni bunék

—> meéreni rustu bunék

- meéreni specifickych aspektu bunécného metabolismu



Cytotoxicita extraktu

* Pouziti u pevnych materialu (tkanové nosi¢e) - ponoreni
do extrakcniho média

* Funkcionalizované materialy — uvolnéni aktivni latky do extrakéniho
média!!l

* Dulezita spravna priprava extraktu — extrakéni ¢inidlo (kompletni
médium / médium bez séra / pufr / olivovy olej), doba extrakce,
podminky extrakce (teplota, staticka / dynamicka extrakce — shaker),
koncentrace (plocha / vaha materialu na 1 ml extrakéniho média pro
porovnani vysledku)



Testovani cytotoxicity

* Pozitivni kontrola — material vyvolavajici reprodukovatelnou
cytotoxickou odezvu (PUR, fenol, Triton X-100)

* Slepy vzorek — extrakéni Cinidlo bez vzorku (kultivacni médium se
sérem / bez séra, fyziologicky roztok)

* Negativni kontrola — material, ktery nevyvolava cytotoxickou odezvu
(HMWPE)

* Podminky extrakce dle povahy a ucelu pouziti testovaného materialu
(24 h, 37°C)



Testovani cytotoxicity pomoci MTT testu

1. den: nasazeni bunék do 96-jamkovych desticek (1x10* bunék/jamku)—>
inkubace 24 hodin

2. den: mikroskopicka kontrola bunék, odsati kultivacniho média — pridani
extraktll/koncentraéni rady testované latky (alespon 4 koncentrace,
positivni, negativni kontroly, médium — slepy vzorek)

3. den: mikroskopicka kontrola bunék, odsati média/extraktl = pridani 50
ul MTT — 2h inkubace - odsati, pridani 100 pl IPA - méreni pri 570 a
650 nm

Analyza dat: Viabilita (%)= 100 OD.,./OD.-,
OD.,,. — stfedni hodnota zmérené absorbance extraktu
OD.,,, — stfedni hodnota zmérené absorbance slepych vzorku



Stanoveni cytotoxické koncentrace extraktu
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Stanoveni cytotoxicity primym stykem

* vlozeni testovaného materialu do kultivacni jamky s bunkami -
sledovani morfologie bunék v blizkosti zkoumaného materialu =
Zkouska primym kontaktem

* Vhodné pouze pro materialy, které adheruji ke dnu kultivacni jamky

* Material by mél pokryvat 1/10 celkové plochy jamky = vyuziti 12ti /
6ti jamkovych desticek / Petriho misek

e Stanoveni kombinaci mikroskopickych technik a metabolickych testu
(snizeni viability o plochu pokrytou materialem)



NC

PC
Triton X-100

Rozhrani
testované
folie —
mrtvé buriky

Okoli
testované
folie —
mrtvé + zZivé
buriky



Testovani proliferace bunek na materialech

 Vyuziti mikroskopickych technik + metabolickych testu

* Optimalizace pokusu: pocet nasazenych bunék, testovaci dny a jejich
pocet, pocet opakovani pro kazdou metodu, celkova doba testovani,
frekvence vymény média

* Postup: sterilizace materidlu (— upevnéni do drzaku) — aplikace
bunécné suspenze
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Opakovani = zkouskove otazky

e Déleni bunécnych kultur
 Kultivace bunék in vitro
* Pocitani bunéek

* Metabolické testy

e Testovani cytotoxicity



