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PRAKTICKE MODIFIKACE MEDII PRO TKANOVE KULTURY

V. PLAISNER, R. BENDA, ]. CINATL, V. HRONOVSKY

Rychle se rozvijejici technika tkéarovych
kultur. nesporné ovlivnila vétSinu biologic-
kych oboril. Cilem tohoto sdé&leni je upozornit
na nové mozZnosti, které prinasi technologie
praskovanych autokldvovatelnych médii v mo-

difikaci rlstové, udrZovaci a v modifikaci

s pufraéni schopnosti v neupravené atmosfé-
Fe, spolu s technologii radia¢ni sterilizace sé-
ra a dalSich neautoklavovatelnych ingredien-
ci. Vzhledem k zaméfeni pracovisté zdidraziiu-
jeme virologické aspekty, véFime v3ak, Ze vy-
uZitelnost uvedenych postupli bude SirSi.
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Metodika a vysledky :

Priprava médii pro tkarnové kultury ve for-
mé zdsobnich pradSkovanych homogenizath (1)
byla ovéfena na Sirokém souboru nejpouZi-
vanéj§ich médii (3, 4, 5, 7, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 20). Jednoducha technologie spocCivd v ho-
mogenizaci vSech sloZek média v hermeticky
uzavieném kulovém mlynu z netoxické nere-
zavéjici ocele (obr. 1). JelikoZ nékteré sloZky
tkafiovych médii, napf. vétSina anorganickych
soli a cholin chlorid jsou siln& hygroskopic-
ké, je nutno tyto ingredience prfedem peclivé
vysusit, coZ provadime pfi teploté 105 °C. Ho-
tovy produkt, ktery si podrZuje standardni
kvalitu po dobu nejméné 3—4 let, vyZaduje
pouze jedinou péci, a to ochranu pred zvlh-
nutim. Neni tfeba jej uchovavat v chladu.

. Obr. 1. Kulovy mlyn pro pripravu prdSkovgch médii

la: Celkovj pohled

1b: Qteviend mleci

nddoba s é&dsteéné vysypanymi
mlecimi koulemi, viko, tésnéni, uzaviraci matky

Autoklavovatelnd média (17) jsou logickym
pokraCovadnim pfi zjednoduSovani aplikace
praskovanych médii pro kultivaci bunék. Z fa-
dy tkéaiiovych médii (3, 4, 5, 7, 12, 13, 14), na
kterjch byla tato technologie u nas vyzkou-
Sena, dosdhla nejvétSiho vyuZiti média MEM
a RPMI 1640 (4, 13), kterd pokryvaji nutri¢ni
potieby vSech testovanych linii (AM-57, CV-1,

BHK 21-K13, Dede, GMK, Hela, HEp-2, KB, L,
LLC-MK 2, PK, PS, PtK-1, SOC, Vero) i primo-
kultur (krali¢i a opic¢i ledvina, kufeci a mySi
embryo, lidské embryondlni plice, krysi kost-
ni dreii). Hlavni podminkou tspéchu tepelné
sterilizace uvedenych médii je pritomnost
ochranného jantaranového pufru ve sloZeni:
jantaran sodny 100 mg a kyselina jantarova
75 mg na 1 litr média. Pufr, jehoZ navaZku
pripravujeme jako nedilnou soucédst praskova-
ného homogenizdtu, udrZuje pH média v roz-
mezi 4—4,5 a zabraiiuje tepelné inaktivaci
ostatnich sloZek média. Jedinou sloZkou tké&-
novych médii, kterou nelze sterilizovat auto-
kldvem, je 'glutamin (15). Tato aminokyseli-
na ma i dalsi negativni vlastnosti, zejména
nepatrnou stabilitu v roztoku a znacnou toxi-
citu rozkladnych produktd (6, 19). JelikoZ
sestaveni specidlniho bezglutaminového mé-
dia bylo uspésné (16), bylo i na3i snahou
nahradit glutamin v citovanych tkéaiovych
médiich, coZ se podafilo nésledujici smési:
1 — alanin 300 mg, 1 — asparagin 100 mg,
1 — glutamova kyselina 50 mg a pyrohroz-
nan sodny 200 mg na 1 litr média (viz graf 1).
Tato smés je autokldvovatelnd a pFipravujeme
ji tedy rovnéZ jako soucCést praSkovaného ho-
mogenizatu. Sterilizaci autokldvem provadime
30 minut pi#i 120°C a pretlaku 1 atm. RovnéZ
7,5% Kkysely uhli¢itan sodny, potifebny k tpra-
vé kultivacniho pH médii, lze bez potiZi ste-
rilizovat autokldvem, pokud plnime lahve tak,
aby nad hladinou zbyvalo co nejméné vzdu-
chu.

Znacnou duleZitost, zejména pri virologic-
ké aplikaci, maji udrZovaci tkéariovd média.
Dobrych vysledkd jsme doséhli s modifikaci,
kde glukéza byla nahrazena stejnym vého-
vym mnoZstvim galaktézy a pyrohroznanu
sodného v poméru 4 1. Omezeni privodu
rychle zuZitkovatelného zdroje energie sniZu-
je pocéatetni riastovou aktivitu bunék a pro-
dluZuje jejich Zivotnost v monolayeru. Tento
efekt, ktery podle naSich zku3enosti dovoluje
neiméné 1l4denni pFeZivadni bunék bez vzniku
nespecifickych degenerativnich zmén, mé ne-
sporny vyznam nap¥. pfi pomnoZovani a titra-
cich vird charakterizovanych pomalou repro-
dukci v tkariové kultu¥e (8, 18).

Autokldavovanych médii 1ze vyuZit i pro kul-
tivaci bunék v neupravené atmosféfe. Janta-
ranovy pufr, nezbytny pro tepelnou steriliza-
ci médii, midZe v 10—15Kkrat zvySené koncen-
traci zajistit i relativnd dlouhodobou stabili-
zaci pH v neupravené atmosféfe. Kultivaéni
pH v takovém pfipad& upravujeme 6% hydro-
xidem sodnym, ktery rovnéZ sterilizujeme au-
tokldvem. Takto pfripravend média tUspésné
pouZivame pro péstovani bunéénych kultur
v Petriho miskédch, pro adsorpci viru k buii-
kdm na sklickach, pro péstovani orgdnovych
kultur, pro suspenzni kultivaci bunék a vSude
tam, kde jsme se dosud neobeSli bez néklad-
ného a nepiili§ spolehlivého upravovéani kul-
tivani atmosféry se zvySenym obsahem kys-
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Riistovd kfivka bunééné linie CV-1 na . médiu MEM z 5% teleciho séra
Plnou &arou: kontrola — sérum sterilizované filtraci
Prerulovanou d&arou: radiaéné sterilizované sérum (tatdZ $arie)
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liéniku uhli¢itého. Nejvéts§iho efektu -jsme do-
sdhli pfi zavedeni modifikované mikrometody
plakovéni virti na plexisklovych panelech (2,
8), kde jsme byli zejména zbaveni potireby
prili§ pracného a nékladného Leibowitzova
média L-15. S vyuZitim médii MEM a RPMI
1640, modifikovanych vySe popsanym zpiiso-
bem a obohacenych 0,5 % methylcelulozy
(Methocel 15 CPS, Tylose 40 CPS) se podafilo
plakovat virus kliStové encefalitidy, Omské
hemorrhagické horetky a dengue typ 2 a 4
z rodu Flavovirus, virus Chikungunya z rodu
Alphavirus a virus Krymské hemorrhagické
horetky, piesto Ze né&které ze studovanych
agens nevyvolavaji cytopatické zmény v bé&z-
né kultuFe. Samozfejmé, Ze dobfe plakuji
i vdechny viry jinych rodii, vyvolavajici zie-
telny cytopaticky efekt na buiikdch in vitro,

napf. virus herpes simplex, virus vakcinie a _

dal3i. Jako kultivaéni substrdt se nejlépe
osv&dcily bun&&né linie CV-1, PK a PS.

Jednou z hlavnich pFednosti v§Se uvede-
nych technologii je dosaZeni absolutni steri-
lity, coZ u klasickych filtrovanjch médii neni
moZné. Aby tato piednost zlistala zachovéana,
bylo nutno zajistit naprostou sterilitu i u ne-
autoklavovatelnych ingredienci nezbytnych pro
kultivaci bunék in vitro. K tém pocitdme ze-
jména sérum, trypsin a jiZ uvedeny glutamin,
i kdyZ neni nezbytny. RovnéZ zde se podafilo
dosdhnout naprosté sterility, a to ozéfenim
paprsky gama. Pln& spolehlivd steriliza¢ni
davka ¢ini 2,5 Mrad, p¥iCemZ nezbytnou pod-
minkou pro zachovéni biologickych vlastnosti
ozafované latky (viz graf 2) je minim&lni
obsah vody, rozhodn& nepifevysujici 1 %. Ten-
to nizky obsah vody necini potiZe u trypsinu
a glutaminu, nebot tyto substance dostdvdme
v suchém stavu jiZ od vyrobce, sérum je nut-
no dehydratovat, nejlépe lyofilizaci.

Diskuse

Uvedené modifikace tk&ifiovych médii pii-
nesly naSemu pracovisti ¢etné vyhody. Tech-
nologie prdskovanych homogenizatli umoZiiu-
je ziskat velké mmoZstvi vysoce standardniho
vyrobku, coZ je dhleZité pro reprodukovatel-
nost pracovnich vysledki. Tato prednost, spo-
lu s velmi dlouhou exspiracni dobou umoZiiu-
je provadét i nékolikalety pokus na jediné
SarZi média. PraSkovand meédia usnadiiuiji
i skladovédni a transport, nebot zaujmou tisic-
krat mensi prostor ve srovnéni s izotonickym
roztokem, a neni tfeba je uchovévat v chlad-
ni¢kach. Priprava prédSkovanych médii je pro-
ti klasickym roztokim nepomérné jednodus$si
a levnéjsi.

Zéakladni vyhodou technologie tepelné ste-
rilizace tk&iniovych médii je z&ruka naprosté
sterility, tykajici se i dosud nepostiZitelnych
filtrabilnich agens. Je tfeba si uvé&domit, Ze
dosud pouZivané sterilizace filtraci ndm mi-
Ze zajistit pouze bakteriologickou sterilitu,
av3ak je mélo G¢innd na viry a mykoplazma-

ta, tedy prédvé na nejnebezpetnéjsi kontami-
nujici agens tkanovych kultur. Vyznamné je
i vyloudeni pritoku médii pri sterilizaci pres
jakékoli vrstvy, €imZ se zabradni jednak ochu-
zeni médii absorpci na filtru, jednak vyluho-
vani &asto toxickych substanci z filtru do mé-
dia. Zanedbatelnd neni ani zna¢nd ekonomic-
k& uspora, zplisobend odpadnutim ngkladi na
filtra€ni zafizeni a filtra¢ni vrstvy, coZ dosud
znamenalo velmi vysoké C&astky, navic vétsi-
nou ve valutach.

Podobné prednosti m4 i radiac¢ni sterilizace
séra a ostatnich neautokldvovatelnych ingre-
dienci pro tk&iové kultury.

O moZnostech virologického vyuZiti modifi-
kovanych udrZovacich médii s pufraéni schop-
nosti v neupravené atmosfére byly jiZ podany
podrobnéjsi informace (8, 18).

Zavérem pokladdme za potiebné upozornit,
Ze tato prace piredstavuje pouze ¢ast Sirsi
problematiky nutri¢niho zajiSt&ni tkéaiiovych
kultur. Rada otézek, zejména roz$ifeni spek-
tra pouZitelnych médii, problematika protei-
novych sloZek (radia¢ni sterilizace), proble-
matika ndhrady glutaminu, ochranné a stimu-
la¢ni faktory v mediich atd., vyZaduji jests
dikladny vé&decky rozbor a systematické roz-
pracovéani téch technologickych postupii, kte-
ré prokazaly svou perspektivnost.

Souhrn
Prace popisuje technologii pi#ipravy pras-
kovanych autokldvovatelnych médii pro tka-
fiové kultury v modifikaci ristové, udrZovaci
a v modifikaci s pufraéni schopnosti v neu-
pravené atmosfére. Ddle je popsédna techno-
logie radiacni sterilizace séra a ostatnich ne-
autokldvovatelnych ingredienci nezbytnych
pro kultivaci buné&k in vitro. Tyto technolo-
gické postupy umoZiiuji ziskat média s mimo-
Fadn& dlouhou exspiraéni dobou a zaruéuji
u vSech sloZek tkéaiiovych médii dosaZeni ab-
solutni sterility. Vyznamny metodicky pi¥inos
byl zaznamendn predevSim pii virologickém
vyuZiti uvedenych modifikaci médii pro tka-
nové kultury.
Klicova slova: tkéarnové kultury
média
virologie
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