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PRAKTICKÉ MODIFIKACE MÉDIÍ PRO TKÄŇOVĚ KULTURY

V. PLAISNER, R. BENDA, I. ČINĂTL, V. HRoNovSKÝ

Rychle Se rozvíjející technika tkáňových
kultur. nesporně ovlivnila většinu biolo'gic-
kých oborů. Cílem tohoto Sdělení je upozornit
na nové možnosti, které přináší technologie
práškovaných autoklávovatelných médií v mo-
difikaci růstově, udržovací a v modifikaci

s pufraění schopností v neupravené atmosfé-
ře, Spolu S technologií radiační Sterilizace sé-
ra a dalších neautoklávovatelných ingredien-
ci. Vzhledem k Zaměření pracoviště zdůrazňu-
jeme virologickě aspekty, verıme však, že vy-
užitelnost uvedených postupů bude širší.



_ Obr.

ROČNÍK XLV. 1976, č. 4 VOJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY 143

Metodika a výsledky -

Příprava médií pro tkáňové kultury ve for-
mě zásobních práškovaných homogenizátů [1)
byla ověřena na širokém Souboru nejpouží-
vanějších médií [3, 4,‘ 5, 7,9, 10, 11, 12, 13,
14, 20]. jednoduchá technologie spočívá v ho-
mogenizaci všech Složek média v hermeticky
uzavřeném kulovém mlýnu Z netoxícké nere-
Zavějící ocele [obr. 1]. jelikož některé Složky
tkáňových médií, např. většina anorganických
Solí a cholin chlorid jsou Silně hygroskopic-
ké, lje nutno tyto ingredience předem pečlivě
vysušit, což provádíme při teplotě 105 OC. Ho-
tový produkt, který si podržuje Standardní
kvalitu podobu nejméně 3-4 let, vyžaduje
pouze jedinou péči, a to ochranu před zvlh-
nutím. Není třeba jej uchovávat v chladu.

1. Kulový mlýn pro přípravu práškových médií
1a: Celkový pohled

lb: Otevřená mlecí nádoba S částečně vysypanýmí
mlecímı' koulemz', víko, těsnění, uzavírací matky

Autoklávovatelná média [17] jsou logickým
pokračováním při Zjednodušování aplikace
práškovaných médií pro kultivaci buněk. Z řa-
dy tkáňových médií [3, 4, 5, 7, 12, 13, 14], na
kterých byla tato technologie u nás vyzkou-
šena, dosáhla největšího využití média MEM
a RPMI 1640 [4, 13), která pokrývají nutriční
potřeby všech testovaných linií [AM-57, CV-l,

BHK 21—K13, Dede, GMK, HeLa, HEp-Z, KB, L,
LLC-MK 2, PK, PS, PtK-1, SOC, Vero] i primo-
kultur [králičí a opičí ledvina, kuřecí a myší
embryo, lidské embryonální plíce, krysí kost-
ní dřeň]. Hlavní podmínkou úspěchu tepelné
Sterilizace uvedených médií je přítomnost
ochranného jantaranového pufru ve složení:
jantaran Sodný 100 mg a kyselina jantarová
75 mg na 1 litr média. Pufr, jehož navážku
připravujeme jako nedílnou součást práškova-
ného homo'genizátu, udržuje pH média v roz-
mezí 4—4,5 a zabraňuje tepelné inaktivaci
ostatních složek média. jedinou složkou tká-
ňových médií, kterou nelze Sterilizovat auto-
klávem, je 'glutamin [15]. Tato aminokyseli-
na má i další negativní vlastnosti, Zejména
nepatrnou stabilitu v roztoku a značnou toxi-
citu rozkladných produktů [6, 19). Ielikož
sestavení speciálního bezglutaminového mé-
dia bylo úspěšné [16], by'lo i naší Snahou
nahradit glutamin v cítovaných tkáňových
médiích, což Se podařilo následující směsí:
l —— alanin 300 mg, l —— Aaspara'gin 100 mg,
l —— glutamovä kyselina 50 mg a pyrohroz-
nan sodný 200 mg na 1 litr média [viz graf 1].
Tato Směs je autoklávovatelná a připravujeme
jí tedy rovněž jako Součást práškovaného ho-
mogenizátu. Sterilizaci autoklávem provádíme
30 minut při 120°C a přetlaku 1 atm. Rovněž
7,5% kyselý uhličitan Sodný, potřebný k úpra-
vě kultivačního pH médií, lze bez potíží ste-
rilizovat autoklávem, pokud plníme lahve tak,
aby nad hladinou zbývalo co nejméně vzdu-
chu.

Značnou důležitost, zejména při virologic-
ké aplikaci, mají udržovací tkáňová média.
Dobrých výsledků jsme dosáhli s modifikací,
kde 'glukóza byla nahrazena Stejným váho-
vým množstvím galaktózy a pyrohroznanu
sodného v poměru 4 1. Omezení přívodu
rychle zužitkovatelného Zdroje energie Snižu-
je počáteční růstovou aktivitu buněk a pro-
dlužuje jejich životnost v monolayeru. Tento
efekt, který podle našich Zkušenosti dovoluje
nejméně 14denní přežívání buněk bez vzniku
nespecifických de'generativních změn, má ne-
Sporný význam např. při pomnožování a titra-
cích vírů charakterizovaných pomalou repro-
dukcí v tkáňové kultuře [8, 18).

Autoklávovaných médií lze využít i pro kul-
tivaci buněk v neupravené atmosféře. Ianta-
ranový pufr, nezbytný pro tepelnou Steriliza-
ci médií, může v 10-15k_rát zvýšené koncen-
traci zajistit i'relativně dlouhodobou Stabili-
Zaci pH v neupravené atmosféře. Kultivační
pH v takovém případě upravujeme 60/0 hydro-
Xidem Sodným, který rovněž sterilizujeme au-
toklávem. Takto připravená média úspěšně
používáme pro pěstování buněčných kultur
v Petriho miSkách, proA adSorpci viru k buň-
kám na sklíčkách, pro pěstování orgánových
kultur, pro Suspenzní kultivaci buněk a všude
tam, kde jsme Se dosud neobešli bez náklad-
ného a nepříliš Spolehlivého upravování kul-
tivační atmosféry Se Zvýšeným obsahem kys-
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buněk Gm’l
×105~ _ .

1 2 .3 Q 4 s 6 7 dnů
Růstova křivka buněčné linie Dedé na médiu RPMI 1640 Z 5% telecžho séra

Plnou čarou: kontrola —- médium s glutaminem
Přerušovanou čarou: bezglutaminovă modifikace média

buněk
×105 4

I I I _ I I I I I

1 2 3 .lv 5 6 7 dnů

Růstová křivka buněčné linie CV-1 na . médiu 'MEM Z 5% teleciho séra
. Plnou čarou: kontrola —-— sérum sterilizované filtraci '

Přerušovanou čarou: radiačnë Sterilizované sérum (tatăž šarže]
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ličníku uhličitého. Největšího efektu-jsme do-
Sáhli při Zavedení modifikované mikrometody
plakování virů na plexisklových panelech [2,
8), kde jsme byli zejména Zbaveni potřeby
příliš pracného a nákladného Leibowitzova
média L-15. S využitím médií MEM a RPMI
1640, modifikovaných výše popsaným Způso-
bem a obohacených 0,5 0/0 methylcelulézy
[Methocel 15 CPS, Tylose 40 CPS) Se podařilo
plakovat virus klíšťové encefalitidy, Omské
hemorrhagické horečky a dengue typ 2 a 4
Z rodu Flavovirus, virus Chikungunya Z rodu
Alphavirus a virus Krymské hemorrhagické
horečky, přesto že některé Ze Studovaných
agens nevyvolávají cytopatické Změny v běž-
né kultuře. Samozřejmě, že dobře plakují
i Všechny viry jiných rodů, vyvolávající zře-
telný cytopatický efekt na buňkách in vitro,
např. virus herpes simplex, virus vakcinie a_
další. Iako kultivační substrát se nejlépe
osvědčily buněčné linie CV-l, PK a PS.

Iednou z hlavních předností výše uvede-
ných technologií je dosažení absolutní steri-
lity, což u klasických filtrovaných médií není
možné. Aby tato přednost Zůstala Zachována,
bylo nutno Zajistit naprostou Sterilitu i u ne-
autoklávovatelných in'grediencí nezbytných pro
kultivaci buněk in vitro. K těm počítáme Ze-
jména Sérum, trypsin a již uvedený glutamin,
i když není nezbytný. Rovněž Zde se podařilo
dosáhnout naprosté sterility, a to ozářením
paprsky gama. Plně Spolehlivá Sterilizační
dávka činí 2,5 Mrad, přičemž nezbytnou pod-
mínkou pro zachování biologických vlastností
ozařované látky [viz graf 2) je` minimální
obsah vody, rozhodně nepřevyšující 1. %. Ten-
to nízký obsah vody nečiní potíže u trypsinu
a glutaminu, nebot tyto substance dostáváme
v suchém Stavu již od výrobce, Sérum je nut-
no dehydratovat, nejlépe lyofilizací.

Diskuse

Uvedené modifikace tkáňových médií při-
nesly našemu pracovišti četné výhody. Tech-
nologie práškovaných homogenizátů umo'žňu-
je získat velké množství vysoce standardního
výrobku, což je důležité pro reprodukovatel-
nost pracovních výsledků. Tato přednost, spo-
lu s velmi dlouhou exspirační dobou umožňu-
je provádět i několikaletý pokus na jediné
šarži média. Práškovaná média usnadňují
i Skladování a transport, nebot' zaujmou tisíc-
krát menší prostor ve srovnání s izotonickým
roztokem, a není třeba je uchovávat v chlad-
ničkách. Příprava práškovaných médií je pro-
ti klasickým roztokům nepoměrně jednodušší
a levnější.

Základní výhodou technologie tepelné ste-
rilizace tkáňových -médií je Záruka naprosté
sterility, týkající se i dosud nepostižitelných
filtrabilních agens. Ie třeba si uvědomit, že
dosud používaná Sterilizace filtraci nám mů-
že zajistit pouze bakteriologickou sterilitu,
avšak je málo účinná na viry a mykoplazma-

ta, tedy právě na nejnebezpečnější kontami-
nující age_ns tkáňových kultur. Významné je
i vyloučení průtoku médií při sterilizaci přes
jakékoli vrstvy, čímž Se zabrání jednak ochu-
Zení médií absorpcí na filtru, jednak vyluho-
vání často toxických Substancí Z filtru do mé-
dia. Zanedbatelná není ani Značná ekonomic-
ká úspora, způsobená odpadnutím nákladů na
filtrační Zařízení a filtrační vrstvy, což dosud
Znamenalo velmi vysoké částky, navíc větši-
nou ve valutách.

Podobné přednosti má i radiační sterilizace
séra a ostatnich neautoklávovatelných ingre-
diencí pro tkáňové kultury.

O možnostech virologického využití modifi-
kovaných udržovacích médií S pufrační schop-
ností v neupravené atmosféře byly již podány
podrobnější informace [8, 18].

Závěrem pokládáme Za potřebné upozornit,
že tato práce představuje pouze část širší
problematiky nutričního Zajištění tkáňových
kultur. Řada otázek, Zejména rozšíření Spek-
tra použitelných médií, problematika protei-
nových složek [radiační sterilizace), proble-
matika náhrady glutaminu, ochranné a stimu-
lační faktory v mediích atd., vyžadují ještě
důkladný vědecký rozbor a systematické roz-
pracování těch technologických postupů, kte-
ré prokäzaly Svou perspektivnost.

Souhrn

Práce popisuje technologii přípravy práš-
kovaných autoklávovatelných médií pro tká-
ňové kultury v modifikaci růstové, udržovací
a v modifikaci S pufrační schopností v neu-
pravené atmosféře. Dále je popsána techno-
logie radiační sterilizace séra a ostatních ne-
autoklávovatelných ingrediencí nezbytných
pro kultivaci buněk in vitro. Tyto technolo-
gické postupy umožňují získat média s mimo-
řádně dlouhou exspirační dobou a zaručují
u všech složek tkáňových médií dosažení ab-
solutní sterility, Významný metodický přínos
byl Zaznamenán především při viroloˇgickém
využití uvedených modifikací médií pro tká-
ňové kultury.
Klíčová slova: tkáňové kultury

média
virologie
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