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Souhrn:

Bunééné kultury se rutinné pouZivaji v fad€ laboratofi a jsou jednim z hlavnich
nastrojii vyzkumu v biomedicinskych védach. Kultivaéni média umoziujici proliferaci
eukaryotickych bun€k maji velmi komplexni sloZeni. Pro kultivaci vétSiny bunék je tfeba
k zakladnimu sloZeni piesné definovaného média doplnit jesté chemicky nedefinovanou
slozku, jiz je standardné fetalni bovinni sérum (FBS). Nevyhodou FBS je jeho cena, ale i
etické otdzky spojené s jeho ziskavanim. Cilem této prace bylo ovéfeni moznosti vyuzit
plazmu vaje¢ného zloutku (EYP) jako alternativu k FBS v kultiva¢nim médiu.

Prace ma ¢ast teoretickou a praktickou. V teoretické Casti jsou popsany zaklady kultivace
bun¢k, kultivacni média, etické problémy spojené¢ se ziskavanim FBS. Diskutovany jsou
moznosti ndhrady FBS s dirazem na EYP. Experimentalni ¢ast se zabyvala optimalizaci
piipravy EYP a hodnocenim viability a proliferace MG-63 bun¢k kultivovanych v médiu s EYP
misto FBS.

Pro udrZeni viability bunécné linie byla zjiSténa optiméalni koncentrace EYP v kultiva¢nim
médiu 50 %. Ukazali jsme, ze buné¢nou linii MG-63 je sice mozné péstovat v kultiva¢nim médiu
s ptidavkem EYP misto FBS, ale proliferace bun¢k dosahovala pouze 30 % ve srovnani se
standardnim médiem s FBS.
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Summary:

Cell cultures are routinely used in a number of laboratories and are one of the main
research tools in the biomedical sciences. Culture media enabling the proliferation of
eukaryotic cells have a very complex composition. For the cultivation of most cells, it is
necessary to add a chemically undefined component to the basic composition of a precisely
defined medium, which is usually fetal bovine serum (FBS). The disadvantage of FBS is its
price, but also the ethical issues associated with its harvesting. The aim of this work was to
verify the possibility of using egg yolk plasma (EYP) as an alternative to FBS in the culture
medium.

The bachelor thesis consists of a theoretical and an experimental part. The theoretical
part describes the basic principles of cell culture, culture media, ethical issues associated
with obtaining FBS. Possibilities of FBS replacement with emphasis on EYP are discussed.
The experimental part dealt with the optimization of EYP preparation and evaluation of
viability and proliferation of MG-63 cells cultured in medium with EYP instead of FBS.

To maintain the viability of the cell line, the optimal concentration of EYP in the
culture medium was found to be 50%. We have shown that the MG-63 cell line can be grown
in culture medium supplemented with EYP instead of FBS, but cell proliferation was only
30% compared to standard medium with FBS.
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UvVoD

Duvodem k napsani této bakalarské prace je pokusit se piispét k modernizaci postupu
kultivace bun¢k. Kultiva¢ni média umoziuji proliferaci neboli riist eukaryotickych bunék.
V soucasné dobé se ke kultivaénim médiim ptidava jesté doplikova slozka FBS - fetalni
bovinni sérum V piesné definovaném poméru. Tento ptidavek poskytuje bunécnym kulturam
potiebné hormony, ristové faktory, vazebné a transportni proteiny a dalsi stopové prvky,
které jsou nezbytné pro rast bunék. Proteiny z FBS maji i pufrovaci a detoxikacni roli,
dalezité jsou 1 inhibitory proteolytickych enzymi, které brani rozpadu proteint dilezitych
pro udrzeni viability bunééné populace. Zna¢nou nevyhodou séra je jeho cena, odlisnost

jednotlivych Sarzi, ale predevsim etické spory, a to hlavné kvli zptisobu odbéru.

Nyni je sice snaha nahradit FBS jednotlivymi ristovymi faktory a purifikovanymi

proteiny, ale ta jsou velmi draha a zatim umoznuji kultivaci pouze nékterych bunéénych linii.

Za jednu z moznych alternativ k séru je v nékterych studiich uvadéna plazma
vaje¢ného Zloutku. Ta je soucasti zloutku, lze ji vSak odd¢lit centrifugaci. Nasledn¢ je nutna
dalsi tiprava plazmy, aby bylo mozné ji pouzit. Tato bakalaiska prace se tedy bude vénovat

pouziti plazmy jako mozné alternativy k FBS a také procesu kultivace bunék krok po kroku.
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TEORETICKA CAST
1 Zaklady kultivace bunék

1.1. Historie

Prvni pokusy o kultivaci bun¢k sahaji na zacatek dvacatého stoleti, kdy ke kultivaci
byly vyuzivany tkané zaby. Tyto kultivace nebyly pfili§ naro¢né na podminky, jelikoz zaby
jsou studenokrevni zivoCichové, tudiz kultivace nevyzadovala inkubaci pii piesné teplot¢.
Kromé¢ toho se mohlo vyuzivat i jejich vyssi pfirozené schopnosti regenerace oproti vyS$im

zivoc¢ichtm.

Dalsi pokusy se provadély jiz s teplokrevnymi organismy, idealni se jevilo pouzit
kuteci embryo hlavné diky rozmanitosti tkani, které bylo mozné ziskat. Zcela zasadni
byl rozvoj pouzivani mysi jako modelovych zvitat v genetice. K tomuto doslo v 30. letech
20. stoleti.

Lidské tkanové linie se tak vyvinuly na zdkladé objevil, které se uskuteCnily
na podkladé nadorovych bunéénych linii, zejména tzv. HelLa linie. HeLa buiky byly
1zolované z nadoru délozniho hrdla. Buiikky nesou jméno podle Zeny, ktera zemiela na toto

nadorové onemocnéni. Jmenovala se Henrietta Lacksova.

V 60. letech se zacaly kultivovat i klasické nenddorové lidské bunécné linie. Odvétvi,
které také nesmirn€ piispélo krozvinuti kultivacnich technik, byla transplantacni
imunologie. Naro¢nost kultivace lidskych bunék také pomohla Kk vytvotfeni celé fady
pomticek a pfistroji jako naptiklad laminarnich boxti, CO> inkubatorti a dal$iho vybaveni,
které bude podrobné popsano v nasledujicich kapitolach. Tyto pfistroje nesmirné ptispély

k rozvoji kultivace i v globalnim méfitku.

Béhem 70. a 80. let se zaCinaly uplatnovat dalSi postupy z genetiky. Mluvim predevs§im
o transfekci. Komplexni obraz o dé&jich v bunice nam také genova exprese, replikace
DNA nebo také pienos signalu. Tyto objevy nam slouzi jako nastroj komplexnich dé&ju

a oteviraji tak celou fadu dalsich moznosti aplikace.

Diky molekularné-biologickym metodam jsme nyni schopni i kultivace tak narocnych

bunéénych kultur jako jsou napiiklad bunky ziskané z plodové vody. Toho vyuzivame
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predevsim v prenatalni diagnostice k odhaleni nékterych dédi¢nych onemocnéni. (Hatina,

J., Kripnerova, M., 2014)

1.2. Potfebné vybaveni

Zakladem pro uspésnou kultivaci eukaryotickych bunék je specialné vybavena
laboratof. To hlavni, o co nam jde, je dodrzeni pifisnych podminek béhem celé kultivace.
V prvni fad¢ je to sterilita prace a prostfedi. Proto hlavni soucast takovéto laboratofe
je laminarni box. Uvnitf najdeme vSechny potfebné pomucky, jako jsou stojanky, pipety,
$pi¢ky a v neposledni fadé nadoba na odpad. VSe je samoziejmé fadné desinfikovano.
(Hatina and Kripnerovd, 2014) Krom¢ laminarniho boxu potiebujeme i inkubator
s ptivodem COg, ktery zajistuje bunéénym liniim idedlni podminky pro rist. V neposledni
fad¢ je nedilnou soucasti kultivacni laboratofe také inverzni mikroskop. Ten pouzivame
hlavné ke sledovani rastu buné¢né linie nebo ke kontrole piipadné kontaminace bunék. Dale
je také nutné, aby pracovnik, ktery bude pracovat s tkanovymi kulturami, byl fadné

vyskolen.

1.2.1 Laminarni box

V laminarnim boxu se snazime provadét veskerou manipulaci s bunéénymi liniemi.
Je konstruovan tak, aby co nejvice zabranil kontaminaci linie ze vzduchu. Vzduch je nejdiive
nasavan pruduchy, které jsou v dolni ¢asti laminarniho boxu v misté otvoru na ruce. Vzduch
je vhanén dovniti boxu, kde nejdiive je pied kontaktem s pracovnim plochou prohnan pies
specialni filtry, které zbavi vzduch od vSech castic vétsich nez 300 nm s ucinnosti 99,97 %.
K zachovani sterility pfispiva 1 rutinni desinfekce celé pracovni plochy 70% alkoholem

a pravidelné pouzivani germicidni lampy, kterd je pevna soucast boxu.
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Obrazek 1: Laminarni box

=i ruans @ i

éfeﬂow o

Zdroj: viastni

1.2.2 Inkubator

Tento pfistroj ma cO mozna nejpiesnéji simulovat optimalni podminky pro kultivaci.
Idealni teplota pro kultivaci vétSiny bunék je 37 °C. Nejcastéji se v soucasné dobé pouzivaji
dvoupléastové inkubatory. Vzduch je rovnéZz ocistovan diky filtriim, které se pouzivaji
I V laminarnim boxu. Dale je vzduch topnymi télesy ohiivan. Ve spodni ¢asti inkubatoru
je umisténa nadrzka s vodou, ktera zajist'uje potfebnou vlhkost. Ta se pohybuje kolem 90 %.
Aby se zamezilo mnozeni mikroorganismu, je moznost umistit do nadrzky modrou skalici,
ktera je pro mikroorganismy toxicka a ma tu vyhodu, Ze se neodpatuje spolu s vodou,
aby piestoupila do prostoru, kde jsou umistény jednotlivé bunééné linie. MnozZeni
mikroorganismi se predchazi i pravidelnym dekontaminovanim. Do inkubatoru je také
ptfipojen zdroj plynu, zpravidla to byva oxid uhlicity, ktery je dovniti vhanén ve stabilni
koncentraci 5-10 %. Pfitomnost tohoto plynu napomaha udrzeni stalého pH, kdy pfitomnost
CO2 brani rozpadu NaHCOg, ktery se vyznamné podili na hodnoté pH. Z tohoto diivodu
nejsou nadoby s kulturami hermeticky uzavieny, oxid uhli¢ity tak mutze pronikat

k samotnému médiu.
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Obrazek 2: Inkubator zvenku a zevnitt

Zdroj: vlastni

1.2.3 Inverzni mikroskop

Pouzivame ho na monitorovani miry konfluence a odhalovani kontaminace. Zvlastnost
tohoto mikroskopu je ta, ze na rozdil od standardniho rozlozeni, objektiv sméfuje
na kultiva¢ni nadobu ze spodu. Objektiv je tak blizko lahvicky, ze plni funkci podlozniho
sklicka a neni tedy nutné s bunécnou kulturou nijak manipulovat. Coz vyrazné snizuje riziko

kontaminace.

Obrazek 3: Inverzni mikroskop

Zdroj: viastni
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1.2.4 Ostatni vybaveni

Toto vybaveni uz nepatii mezi to nezbytné nutné. Pouze nam usnadnuje dalsi praci,
jako je predevsim zisk potfebnych dat 0 bunétné kultuie. Existuji inkubatory, které maji
V sob¢ zabudovanou kameru a je tak mozné je neustadle monitorovat. Zna¢né zjednodusSeni
ptinaseji také automatické pocitace, které dokazi vyhodnotit napiiklad miru zastoupeni
zivych bun€k. Nemtzu vynechat ani prutokovy cytometr, ktery nejenze dokaze rozlisit
bunky na zakladé tvaru a velikosti, ale po vhodném oznaceni nam cytometr dokaze bunky

roztiidit. (Sebek, 2018)

1.3 Prabéh kultivace

Vétsina tkanovych kultur roste jako adherentni bunécné kultury, coz znamena,
ze ktomu, aby proliferovaly, potfebuji pevnou plochu, na kterou mohou pfisednout.
V naSem piipadé tak slouzi dno kultivaéni lahvicky. Princip je takovy, Ze jednotlivé buiiky
pfisednou na dno lahvicky a zacnou tvoftit souvislou vrstvu bun¢k. Proto je nutné pravidelné
kontrolovat miru proliferace. Nutna je i pravidelna vyména média, buniky v jednom médiu
vydrzi rist pouze omezenou dobu. Jakmile se vytvofi souvisla vrstva bunék, dalsi proliferace
jiz vétSinou neni mozna. Musime bunétnou populaci rozdélit na nékolik mensich -

pasazovani.

1.3.1 Pasézovani

Zékladem je opatrné€ uvolnit pfisedlé bunky. Do bunétné suspenze piidame Stépici
smés trypsinu a EDTA v PBS. Nasleduje inkubace 5 — 10 minut pti 37°C. Doba inkubace
je variantni. Miru rozvolnéni miizeme pozorovat pod mikroskopem. Jakmile je rozvolnéni
bunék dostatetné¢, musime ucinek enzymu inhibovat. Toho docilime pfiddnim média
DMEM, kde jsou obsazeny inhibitory proteolytickych enzymii (antitrypsin). Nasledné
suspenzi centrifugujeme, aby nam na dn¢ zkumavky vznikla peleta bunék. Supernatant
odsajeme. Dale se pracuje pouze s buitkami. Toto je zédkladni schéma pasdzovani bunék.
Je mozna celéd fada modifikaci. Ta vychazi predevsim s ohledem na ptesny typ bunécné linie.
Kazda bunééna linie je odlisna a je tak nutné modifikovat nékteré prvky pasazovani

predevsim délku inkubacni doby s trypsinem. (Hating, J., Kripnerova, M., 2014)
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1.3.2 Rustovy cyklus bun¢k

Jak je patrné jiz z nédzvu, kultivace bunék probiha v neustale se opakujicich cyklech.
V jednotlivém cyklu mame nékolik zakladnich fazi. Prvni z nich je tzv. faze prodlevy ristu
—lag faze. V této fazi si bunky zvykaji na nové podminky, jako je tieba vyména média nebo
zalozeni celé kultivace. Buiiky musi béhem této fdze pfisednout na dno a rozprosttit
se. V piipad¢, Ze predchozi krok obsahoval pasazovani pomoci trypsinu, musi se bunky

poskozené ucinkem tohoto enzymu obnovit.

Po lag f4zi ptichazi faze exponencialniho riistu neboli log faze. Na této fazi se podili
90 — 100 % bunék v kolonii. Tato faze je nejvhodnéjsi pro experimenty s buikami. Bunky
se rychle mnozi az do chvile, kdy je plocha, ke které jsou ptisedlé, celd pokryta buiikami.
V této chvili se rist zastavuje a bunééna populace prechazi do stavu konfluence neboli stavu
slévajici se kolonie. Velmi prudce klesa mitoticka aktivita. Bungk, které jsou schopné
se delit, je nyni okolo 10 %. Rist buné€k se dostava do zavérecné faze, tzv. faze stacionarni.
Klesa pohyblivost bun¢k, také se vyhlazuje bunééna membrana a bunky se navzijem
orientuji. V tomto okamzZiku je potfeba vyménit médium, pravé vycerpani potifebnych Zivin
je také jeden z diivodu, pro¢ bunééna kolonie uz dale neproliferuje. S vyménou média se poji
1 pasazovani bunc¢k do dalSich inkubacnich lahvicek, aby byly opét zajiSténé optimalni
podminky pro rast. Typické je pro tuto fazi také obnoveni syntézy specializovanych
proteint, jejichz exprese byla zastavena v lag fazi, kdy jich nebylo potieba. (Hatina, J.,
Kripnerovd, M., 2014)
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Graf 1: Ruastovy cyklus bunék
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Prevzato a upraveno od: Hatina, J., Kripnerova, M., 2014
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2 Kultivaéni média

2.1 Typy kultiva¢nich médii

Kultivaéni média jsou jednou ze zdkladnich podminek pro uspéSnou kultivaci
jakykoliv bun¢k. Maji za sebou urcity vyvoj sloZzeni a v soucasné dobé¢ jich existuje kolem
stovky. Na zacatku byla kultivatni média na bazi embryonalniho extraktu, pouzivaly
se proteinové hydrolyzaty nebo také lymfa. Coz jesté nelze nazyvat jako chemicka kultivaéni

média v pravém slova smyslu.

Vétsina kultivacnich médii byla definovana v 50. letech dvacatého stoleti. Patii mezi
né 1 bazalni Eaglovo médium (BME). To bylo pouZivano pro kultivaci mysich bunéénych
linii. Slo hlavné o to najit minimalni mnoZstvi komponent, aby byly buiiky schopné

proliferace.

Dalsim médiem je tzv. médium MEM - minimalni esencialni médium. To uz slouzilo
pro kultivaci lidskych bunck. Klade se diraz predevSim na zastoupeni jednotlivych
aminokyselin, které ma byt podobné poméru v lidskych proteinech. Existuji urcité
modifikace, jednou z nich je Dulbeccova modifikace — DMEM (Dulbecco “ s modification
of minimal essential), coz v ptekladu znamena Dulbeccova modifikace Eaglova média. Dalsi
modifikaci je aMEM. Jinym médiem je RPMI. To se pouzivd vesmés pro kultivaci

suspenznich bunéénych linii.

V soucasné dob¢ jsou tato média pouzivana pfi kultivaci nejriznéjsich bunéénych linii.
Jsou ale doplnovana o FBS v riizné koncentraci vétSinou 5 — 20 %. Je snaha o nahrazeni
tzv. bezsérovymi médii. Ta ale s sebou nese urcité problémy. Bezsérova média jsou mnohem
komplexnéjsi, musi se doplnit hormony a rozsah pouziti u jednotlivych bunéénych linii

vV

(Hatina, J., Kripnerova, M., 2014)

2.2 Kultivacni média z hlediska sloZzeni

Kultivaéni média hraji zcela zasadni roli, maji za kol co nejvice napodobit sloZeni
intersticidlni tekutiny organismu, ze kterého pochazeji. Jakmile maji buiiky vhodné médium,
jsou schopné proliferovat in vitro. Médium obsahuje tyto zakladni slozky: mineraly,
anorganické soli, sacharidy, aminokyseliny, hydrofilni vitaminy a v n¢kterych ptipadech

také mastné kyseliny a lipidy. Toto slozeni médii je standardizované a nepfedstavuje zadny
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problém. Pro zachovani proliferace bunék je ale nutné k vétsiné médii ptidat dalsi dopliky.
Tyto dopliky ndm obohacuji médium o velmi dilezité slozky, bez kterych by nebyla
kultivace mozna. Mluvim hlavné o stopovych prvcich, mastnych kyselinach, lipofilnich
Obvyklym zdrojem téchto latek je krevni sérum, coz je velice komplexni tekutina, jejiz
ptesné slozeni neni ani v soucasné dobé zcela presné znamé. Praveé ptidavek téchto slozek

nam jiz nedava standardizované slozeni finalniho kultiva¢niho média.

2.2.1 Voda a anorganické latky

Zakladnim rozpoustédlem pro pfipravu kultivacnich médii je voda. Dilezita
je optimalni koncentrace anorganickych iontd (Na*, K, Ca?*, Mg?*, CI). Ovliviiuje
jak metabolismus jednotlivych bunék, tak napiiklad i intracelularni distribuci vody. Je tedy
jasné, Zze musime feSit hodnotu osmolality. Velmi tady zalezi na typu bunék, pro které
je médium urceno. Pro lidské bunky je optimalni hodnota 290 mmol/kg. V pfipadé,
ze kultivujeme buiiky pochézejici ze zvitete, orientujeme se podle velikosti. U menSich
zvifat volime vys8i osmolalitu, optimalni hodnota je 310 mmol/kg, u vyssich zvifat naopak

niz§i.

Obecné ale plati, ze vSechny zivoc¢iSné bunky toleruji 10% odchylku. Proto komercné
dodavand maji univerzalni hodnotu osmolality stanovenou na 300 mmol/kg. Jen ve velmi

ojedinélych piipadech musime pied zahajenim kultivace ptejit k tipraveé osmolality.

2.2.2 Organické latky

V této kapitole nas zajimaji pfedevsim sacharidy, lipidy, aminokyseliny i peptidy. Jsou
totiz hlavnim zdrojem Zivin pro bunky a maji i regula¢ni funkce. VétSina téchto latek
se pridava jiz do samotnych médii. Nekteré z nich je ale tieba dodat tésné pred kultivaci,

z divodu kratké doby stability.

Nejvyznamnéjsi slozkou je urcité D-glukdza spolecné s neesencialni aminokyselinou,
L-glutaminem. V béznych médiich mame koncentraci glukézy 1 g/l. V nékterych médiich
muze byt tato koncentrace az 4,5 g/l. Pti vysSich hladinach gluk6zy musime brat v potaz
skutecnost, Ze 1 pfi dostatku kysliku vytvaii bunky urcité procento laktatu, ktery okyseluje
rychleji médium. Proto je z hlediska udrZzitelnosti lepsi pouzivat média s niz§im obsahem

glukozy. U L-glutaminu je riziko takové, Ze i v originaln¢ zabalenych lahvich s médiem
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se voln¢é rozklada na konecny produkt, kterym je amoniak. Ten je nebezpecny z divodu
toxicity a také zbytecné navySuje hodnotu pH. Toto bylo vyfeseno tim, ze je L-glutamin
pridavan tésné pied samotnou kultivaci, nebo ho vyrobce nahradi jeho stabilnéjsi formou.
U¢inny se zda byt dipeptid slozeny ze dvou glutamin (komeréné dostupny jako
tzv. Ultraglutamin) nebo je glutamin konjugovan s jinou aminokyselinou, tou mtze byt

alanin nebo glycin.

2.2.3 Dalsi dopliky

V nasledujici tabulce je ptehled moznych doplikl zikladnich kultivaénich médii.
V log fazi napomadhaji pfilnuti bun¢k. Albumin zvySuje viskozitu média. To napomaha
pfekondvat mechanicky stres, kterému jsou buiiky Casto vystavovany. Mimo jiné ma také
protektivni funkci, vytvari s nékterymi slozkami komplexy a brani tak jejich pfed¢asnému
odbouravani. Dulezité jsou také inhibitory proteaz. Ty zastavuji G€inek trypsinu, ¢ehoz
vyuzivame pfi pasdzovani. Ani hormony nejsou bezvyznamné. Klasicky rastovy hormon
spolu s hydrokortizolem stimuluje mitézu a i diferenciaci. Inzulin pak napomaha prostupu

glukézy a dalich latek pies membranu bunék. (Sebek, 2018)

2.2.4 Antibiotika

Na zacatku je podstatné fici, ze se snazime nepouzivat antibiotika rutinng, ale pouze
v piipadech, kde je to ma své opodstatnéni. K oSetfeni antibiotiky pfistupujeme v piipade,
kdy chceme kultivovat bunky odebrané pfimo zorganismu a hrozi tak vazné riziko
kontaminace. Po urcit¢ dobé by ale méla nasledovat vyména média. Nové médium
uz by mélo byt bez antibiotik. Nejuniverzalngjsi antibiotikum je penicilin, ktery
ma Sirokospektralni i€inek a neni vyznamné toxicky. Podle typu bun&k se mize samoziejme

pfistoupit k pouziti jiného ptipravku.
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Tabulka 1: Dopliiky zakladnich kultiva¢nich médii

Nazev typu slozky Jednotliva slozka
albumin, alfa;-antitrypsin, alfax-makroglobulin, betas-
Proteiny lipoprotein, esencialni aminokyseliny, fibronektin,

transferin

Cytokiny a rastové faktory

IL-1, IL-2, inzulinu podobné rastové faktory, rastovy
faktor destickovy, endotelidlni, epidermalni, fibroblasticky

a nervovy

Hormony

glukagon, hydrokortizol, inzulin,parathormon,
progesteron, ristovy hormon, testosteron, trijodthyronin,

tyroxin

Mastné kyseliny a lipidy

esencialni mastné kyseliny, fosfolipidy, cholesterol,

triacylglyceroly

Sacharidy fruktoza, galaktoza, glukoza, ribdza
Stopové prvky kalcium, mangan, méd, selen, zinek, Zelezo
biotin, folat, kalciferol, kobalamin, kyselina askorbova,
Vitaminy kyselina pantotenova, niacin, pyridoxin, retinol, riboflavin,

tokoferol

Data pievzata z: Sebek, 2018

2.3 Udrzeni pH

Inkubator zajiStujici vyS$i koncentraci CO: se vyuziva pro udrZeni spravného

pH média. CO2 se rozpousti ve vodé za vzniku kyseliny uhli¢ité a dohromady

s bikarbonatem sodnym (NaHCOg) pfitomnym v médiu tvofi G¢inny pufrovaci systém.

Ten je schopen do urCit¢é miry stabilizovat pH a pfi jeho vychyleni ho wvratit

zp&t na pozadovanou hodnotu.

Princip G¢inku je nasledujici. CO2 se rozpousti v médiu, kde reaguje s vodou a vznika

tak kyselina uhli¢ita, ktera disociuje na proton a hydrogenuhli¢itanovy aniont. Rovnice

je znazornéna na Obrazku ¢. 4. (Hatina, J., Kripnerova, M., 2014)
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Obrazek 4: Schéma udrzeni pH

Prevzato a upraveno od: Hatina, J., Kripnerova, M., 2014
cO,

+H,0
z média

1. rovnice:

H20 + CO> < HxCO3 > H'+ HCO3

2. rovnice:

NaHCO; <> Na®+ HCO; -
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3 Fetalni bovinni sérum

3.1. Zakladni informace a slozeni

Fetalni bovinni sérum (FBS) se zacalo pouzivat v 50. letech 20. stoleti na tkanovych
kulturach, aby stimulovalo bunécny rust. Od té doby se média suplementovana FBS zacala
pouzivat jako univerzalni média pii kultivaci lidskych a zvifecich bunék. Samoziejmé
jsou dostupné jiné varianty séra, ale pravé fetalni bovinni sérum ma diky nizkému obsahu

imunoglobulinti idealni slozeni.

Sérum slouzi jako zdroj ristovych faktort, mastnych kyselin, lipidl, aminokyselin,

a Vv neposledni fadé také faktord, které napomahaji pfichyceni a proliferaci bunck.

Soucasné zakony kladou velky diiraz na citlivé a etické zachazeni se zviraty. Hlavni

rizikovy faktor je bez pochyby zpuisob ziskavani FBS. (Gstraunthaler, Gerhard, 2018)

3.2 Zpisob ziskavani

Fetalni bovinni sérum je ziskavano z krve nenarozenych telat. Stava se pomérné ¢asto,
ze jsou ve stadech kravy a byci pohromad¢ a nelze tak vzdy zarucit, Ze krava neni biezi.
Upfednostitujeme ty kravy, kdy je plod alespon tfi mésice stary, jelikoZ jinak je srdce pfilis

malé pro odbér.

Je logické, ze mnozstvi séra, které tedy ziskame, zaleZi na velikosti plodu. Z plodu,
ktery je stary tfi mésice, ziskdme pfiblizné¢ 150 ml surového FBS, z Sestimésicniho plodu
pak 350 ml. Roc¢ni celosvétova produkce FBS je odhadovana na 500 000 litrt.
(Jochems,2002)

Aby bylo mozné odebrat co nejveétsi mnozstvi krve, odbér se provadi pokud mozno
zZ bijiciho srdce, coz je pravé jadro etického problému, jelikoz podle principu predbézné
opatrnosti piedpokladame, ze je plod pii odbéru vystavovan bolesti a stresovan.

(Gstraunthaler, Gerhard, 2018)

Plod trpi nedostatkem kysliku, jelikoz je po vyjmuti z mat¢ina téla odfiznut od Kysliku.

Nedostatek kysliku mtze zasahovat do nervovych procesii jako je pienos signalu.
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(Jochems,2002) Tento odbér v kone¢ném vysledku vede ke smrti plodu. (Gstraunthaler,
Gerhard, 2018)

Kardialni punkce je upfednostiiovana z diivodu malého rizika kontaminace odebirané
krve. (Jochems,2002) Odbér je ale mozny i z jiz usmrcenych telat. Schéma odbéru jsem
pro vétsi piehlednost prekreslila do nasledujiciho obrazku. Uvedla jsem zde jak klasickou
cestu odbéru, také i méné Casty zpisob odbéru, kterym je odbér pupecnikové krve.

(Gstraunthaler, Gerhard, 2018)

Obrazek 5: Prubéh ziskavani fetalniho bovinniho séra

——— déloha s usmrcenym plodem je
—’ . ~ P "
krava je brezi vyjmuta a pfesunuta na misto odbéru

je p’rov:edena — plod je odebran, ocistén
kardialni punkce a vydezinfikovan

separace séra \
| je odebrana pupecénikova krev

Prevzato a upraveno od: Jochems,2002

Pokud se béhem vyjimani organt zjisti, Ze krava byla bfezi, pfemisti se reprodukéni
trakt do zpracovatelské cCasti, ktera je uréena piimo pro tyto ucely a je odd€lena
od zbyvajicich ¢asti jatek. Nenarozené tele je urychlené vyndano z délohy. Plod je ocistén
od plodovych obalt a vydesinfikovan. Proces odbéru je zahajen bez jakékoliv anestézie
zasunutim jehly mezi Zebra ptimo do srdce a odsatim pod tlakem do sbérného vaku. Jednou
z dal$ich moznosti je odbér masazi srdce. V tomto piipadé je sbérny vak umistén pod plodem
a krev se necha srazit pii sniZzené teploté i s naslednou chlazenou centrifugaci. Zbytek plodu
je zpracovan jako krmivo pro zvifata, ptipadné se jest¢ mohou ziskat proteiny nebo tuk.
(Jochems,2002)
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3.3. Problémy uziti

V piedchozi kapitole jsem podrobné popsala zpusob odbéru, ktery je bezpochyby
hlavni diivod, pro¢ se snazime najit jiné alternativy. Dal$i nevyhodou je i urcita variabilita,
ktera je dana hned nékolika body. SloZeni FBS je do urcité miry ovlivnéno slozenim krmiv,
ro¢nim obdobim nebo také geografickou polohou, kde se dany chov nachazi. Mezi faktory,

které ovliviwyji vyrobu FBS, patii naptiklad aktualni ceny na trhu skotu.

Velkym problémem muze byt variabilita i mezi jednotlivymi Sarzemi od stejného
vyrobce, kdy se takto muze ovlivnit reprodukovatelnost jednotlivych experimentt.
V ptipadé, kdy je sérum pouzivano v néjakém dilezitém vyzkumu, je urcit€ na misté pouzit

na cely projekt stejnou Sarzi. (Jochems,2002)

3.4. Regula¢ni podnéty

V soucasné dobé je i ze strany zakonl snaha a 0 maximalni 0Omezeni pouzivani obecné
zvitat ve vyzkumu a béhem testovani, coZ se nepiimo tyka pravé i pouzivani FBS. O tuto
problematiku se zajima také Evropska unie. Jeji jednotlivé organy se zasadily o vypracovani
nekterych pravnich ptedpisii, které se pravni cestou snazi eliminovat pouzivani zvifat

ve vyzkumu.

3.5. Nahrady FBS

Jak je vtéto bakalarské praci jiz né€kolikrat zminéno, snahy o nahradu FBS
jsou v soucasné dobé velmi usilovné. (Bieback, 2013; Witzeneder, 2013; Dessel, 2016;
Piletz, 2018; Subbiahanadar Chelladurai, 2021) Pozadavky na nové médium
jsou ndsledujici. Predev§im jednotné a kontrolované chemické sloZeni. To nam zaruci
jednotnou kvalitu v celosvétovém métitku. Dale jsou tu také snahy o snizeni moznosti

kontaminace. Ale predevsim se klade duraz na eticky aspekt.

Prvni chemicky definované medium bylo pouzito pro primarni nervové kultury
a tim byl mozkomi$ni mok. Na rozdil od FBS, které¢ obsahuje 8 % proteinti, tak mozkomisni
mok obsahuje pouze 0,001 %. Toto byl prvni impuls k vytvofeni prvniho chemicky
definovaného média. Postupem ¢asu byla tato technologie rozsitena i pro kardiomyocyty,

neurony v hipokampu, motoneurony a dalsi burky.
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V soucasné dobé& neexistuje takové medium, které by se dalo pouzit pro vSechny typy
tkanovych kultur. Jednim z diivodd je i vysokd narocnost jednotlivych typi bunck.

(Gstraunthaler, 2018).

Inspiraci pro experimentalni ¢ast této bakalaiské prace byl ¢lanek publikovany v roce
2020 v casopise Materials nazvany ,,3D Cell Culture of Human Salivary Glands Using
Nature-Inspired Functional Biomaterials: The Egg Yolk Plasma and Egg White“, ktery
popisuje kultivaci buné€k slinnych Zlaz vyuzivajici bezsérové médium zalozené na plazme

vaje¢ného zloutku. (Charbonneau, 2020)
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4 Vyvoj, vlastnosti a chemické slozeni vejce

4.1. Vyvoj zloutku

Vejce se déli na bilek a zloutek. My se budeme podrobnéji vénovat zloutku, ktery
je hlavnim pfedmétem mé bakalarské prace. Ten se vyviji ve vajecnicich. Vlastni vajicko
je klasicka buiika s jaddrem. Postupné vlivem ukladani rezervnich latek se vajicka zvétsuji.
V konec¢né fazi rastu jsou viditelnd i pouhym okem. Toto stddium nazyvame jako zarodecny
folikul. Zhruba deset az ¢trnact dni ped uvolnénim z vajeéniku, se za¢ne ve folikulu ukladat
zasobni zloutek ve formé zrnicek, které postupné vytlaci ptivodni jadro na okraj. Jakmile
Zloutek opousti vajecniky je skoro cely vyplnén zloutkovou hmotou, piivodni plazma vajicka
je tu pouze ve form& malého ostriivku okolo zarode¢ného disku. Jak vajicko postupuje
vejcovodem, je postupné obaleno vazivovou blanou, ktera je bohatd na krevni cévy.

Nez Zloutek doputuje do délohy, je obalen ve vejcovodech bilkem.

4.2. Vlastnosti

Zloutek ma po sneseni tvar koule a na stranach je mimné& zplo§tély. V priméru ma
prumérné 3,25 centimetri. Po sneseni je ve stfedu udrzovan chalazami (poutky,
tj. specialnimi provazci piipevitujicimi zloutek k membrang). Jelikoz je po sneseni zloutek
t&éz81, klesa mirn€ do spodni ¢asti vajicka. Postupem Casu Zloutek pfijima vodu z bilku a diky
vysychani bilku se opét stahuje vice do stiedu vajicka. Samotny zloutek se sklada z vrstev
svétlého a tmavého Zloutku. Pokud slepice pravidelné snasi, sklada se Zloutkova hmota
Z Sesti vrstev svétlého a z Sesti vrstev tmaveého Zloutku. Vrstvy tmavého zloutku jsou dvakrat
silngj$i nez vrstvy svétlejSiho. Vrstvy Zloutkové hmoty jsou vysledkem denniho ptirastku
hmoty ve vajecniku. V pfipadé, Ze ma slepice dostatek krmiva, se tvofi tmavy Zloutek.
V noci se potom tvoii vrstvy se svétlym zloutkem. Diilezité je také mnozstvi pigmentt, které
je pfijimano ve straveé. V piipade, ze ma slepice téchto pigmenti nadbytek, barevné odliSené

vrstvy se nevytvori.

Ve stfedu se nachazi maly ostritvek, tzv. latebra. Jeji obsah tvoii svétla Zloutkova
hmota, ktera zlstane vzdy tekutd i navzdory vateni. Z latebry vystupuje na jednu stranu
1 tzv. krcéek latebry, ktery se rozliSuje v tzv. Panderovo jadro. Vlastni vaje¢nou buiiku

najdeme praveé ve hmot€ Panderova jadra jako zarodecny tercik.
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Mikroskopicky je Zloutek emulze s mikroskopickymi kapickami. U svétlého zloutku

jsou drobngjsi. Barva Zloutku je zavisla na mnozstvi karotenoidnich pigmentt.

4.3. Chemicke slozeni Zloutku

Chemické slozeni vejce musime specifikovat pifimo na konkrétni typ dribeze. Jiné
slozeni mé vejce od vodni dritbeze a jiné od hrabavé driibeze. Vejce se tedy naptiklad 1isi
v obsahu lipida a susiny. Co je naopak viceméné stejné, je obsah bilkovin. Pro na§ vyzkum
je ale hlavni vajicko slepi¢i. V nasledujici tabulce piehledné shrnuji chemické slozeni

slepi¢iho vejce. Hodnoty jsou uvadény v procentech.

Tabulka 2: Chemické sloZeni slepi¢iho vejce

voda | suSina | bilkoviny | lipidy | sacharidy | mineralni latka
celé vejce 65,6 34,4 12,1 10,5 0,9 10,9
skotapka a blany 1,6 98,4 3,3 stopy stopy 95,1
bilek 879 | 121 10,6 stopy 0,9 0,6
zloutek 48,7 | 51,3 16,6 32,6 1 11

Data ptevzata z: Salakova, 2014

Zloutek tvofi predeviim lipidy a to az 75 % susiny, zbytek tvofi bilkoviny (livetiny).
Livetiny jsou bilkoviny plazmy. Nachazi se zde i fosfovitin. Ten fadime mezi bilkoviny
granuli. Je velmi teplotné stabilni. Denaturuje az pfi teplot¢ 100 °C. Lipoproteiny tvoii
63,5 % bilkovin Zloutku. Mezi né fadime viteliny a viteleniny, to jsou glykoproteiny
obsahujici fosfor vazané na lipidy. Lipidy tvofti asi 33 % suSiny Zloutku. Ptiblizn¢ dv¢ tietiny

z tukd tvoti acylglyceroly a zbyvajici jednu tietinu tvoti fosfolipidy, steroly a cerebrosidy.

Kromé lipida obsahuje zloutek i nenasycené mastné kyseliny. Ve Zloutku jich najdeme
ptiblizn€ 70 %. Nejvice zastoupena je zde kyselina olejova, nasledné po ni kyselina linolova.
Piiblizné 8-20 % z nenasycenych mastnych kyselin zaujimaji polynenasycené mastné
kyseliny. Nasycené mastné kyseliny tvofi asi 30 % zloutku. Z nasycenych mastnych kyselin

je nejvice zastoupena kyselina palmitova a o néco méné kyselina stearova.

Ze steroli je nejvyznamnéjsi cholesterol, znat jeho mnozstvi je dulezité.

Jak jsem jiz naznacila v iivodu, tak zastoupeni nckterych latek se mezi druhy nepatrné 1isi,
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cholesterol k témto latkam také patii. Vice cholesterolu nalezneme ve vejcich vodni dribeze
a v kritich vejcich. Hladina cholesterolu také klesa v pribéhu zivota nosnice, tudiz nejvice
ho najdeme u mladych slepic. Bylo potvrzeno, Zze u vajec s hnédou skofapkou je obsah
cholesterolu vyssi nez u vajec s bilou skotapkou. Také vejce z velkochovu se vyznacuji
niz§im mnozstvim cholesterolu. V soucasné dobé uvadime 840-1310 mg cholesterolu
na 100 g vaje¢ného zloutku. Pro jeden Zloutek to pak tedy vychazi 150-340 mg cholesterolu
v jednom vejci. Ve vysledku z hlediska poméru nasycenych a nenasycenych kyselin

ma zloutek velmi dobré vyzivové hodnoty.

Ve zloutku najdeme velice nizké mnozstvi sacharidd (cca 1 %). Z toho nejvice
sacharidtl je vazanych na bilkoviny. Volnych sacharidi je asi 0,13-0,20 %. Zloutek obsahuje
1 vitaminy, a to jak vitaminy rozpustné v tucich tak i vitaminy rozpustné ve vod¢. Hydrofilni
vitaminy rtizné prostupuji mezi Zloutkem a bilkem. Radime sem nikotinamid, kyselinu
pantotenovou a kyselinu listovou. Lipofilni vitaminy (pfedevsim A a K) jsou nerovnomérné
rozlozeny ve zloutku. Obsah mineralnich latek je u vejce také velmi pestry. Ve Zloutku
najdeme fosfor, Zelezo, mangan, selen, kobalt nebo také nikl, chrom, méd’, baryum,
jod a sodik. Ve svétlém Zloutku jsou tyto mineralni latky zastoupeny osmkrat castéji
nez v tmavém zloutku. Naopak v tmavém Zzloutku najdeme vétSinu barevnych pigmenta.

(Saldkova, 2014)
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Obrazek 6: Slozeni vejce
kréek latebry

zarodek

podskorapkova blana
Panderovo
jadro chalazovy
bilek

skorapka

chalazovy
bilek

\ Zloutkova
\ latebra  blana fidky bilek

tmavy Zloutek

bilkova blana svétly Zloutek

husty bilek
vzduchova bublina

Ptekresleno z: (Saldkova, 2014)
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5 Buitkky MG 63
Burnky, které jsme pouzili pro experimentalni ¢ast, jsou tzv. MG-63. Byly ziskané
z kosti c¢trnactiletého chlapce, ktery trpél osteosarkomem. Dalsi dopliujici informace,

jako naptiklad technické informace, jsou dostupné v priloze A.
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6 Metoda CCK-8

Tato metoda se pouziva ke zjiSténi zivych bunck v tkanové kultufe. Principem
je vyuziti pfemény substratu v barevny produkt, diky fyziologickym pochodiim v butikach.
Tuto metodu pouzivame, jelikoz je vice senzitivni nez ostatni metody méfeni viability.
Metoda ma velmi jednoduché pouziti. Set je od vyrobce jiz pfipraven k pouziti, nemusime
ho tudiz fedit ani rozpoustét. Vyhodou je i pomérné dlouhd doba expirace a to az jeden
rok. Hlavni vyhodou je velmi nizka toxicita v porovnani s ostatnimi metodami. Nasledujici

srovnani nam ukazuje, ze pouziti CCK-8 ma nizsi cytotoxické u€¢inky nez ostatni metody.

Buriky I1ze v médiu po pouziti CCK-8 uchovat az 48 hodin.

Obrazek 7: Srovnani CCK-8 s jinymi metodami

Absorbance
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Medium : Hela...... MEM, 10% FBS
HL60........ RPMI1640, 10% FBS
Incubation : Hela........ 37°C, 5 % COz, 2 hours
HL60........ 37°C, 5 % CO:, 3 hours
450 nm, XTT(@).... 450 nm
490 nm, MTT ([@)... 570 nm

Detection: CCK-8 (@ ..

MTS (A)......

Zdroj: https://dojindo.com/product/cell-counting-kit-8/

Samotny princip je velmi jednoduchy. Ke stanoveni se vyuZiva vysoce rozpustna
tetrazoliova sil WST-8 [2-(2-methoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-
2H-tetrazolium, monosodna sil]. Ke zméné v barevny produkt dochazi diky redukei
dehydrogenazou v bunkach, ktera uvolni vodik z NADH a ten spolu s elektronem zméni
ptivodni substrat v formazan. Ten je Zluty a miizeme ho detekovat spektrofotometricky.

Mnozstvi vytvofeného produktu je pfimo imérné poctu zivych bunék. Vysledky ziskdme

meéfenim absorbance v mikrotitraéni desticce. (Yang, 2021)
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Postup je nasledujici. Bunky je vyhodné kultivovat v destickach s 96 jamkami, protoze je
pak mensi spotieba ¢inidla. Ke 100 pl kultiva¢niho média v jamce piidavame 10 ul CCK-8
roztoku. Inkubujeme 1 az 4 hodiny standardné Vv inkubatoru. Po skonceni inkubace
odebereme ¢ast média do nové mikrotitraéni desticky, ve které meéfime absorbanci

pti 450 nm pomoci readeru, ktery je na Obrazku ¢. 8.

Obrizek 8: Ctecka desticek

Zdroj: viastni
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PRAKTICKA CAST
7 CiL A UKOLY PRACE

7.1 Hlavni cil
Cilem nasi prace bylo zjistit, zda je mozné bunky tkanovych kultur kultivovat v médiu

s plazmou vaje¢ného zloutku (EYP) namisto fetalniho bovinniho séra (FBS).

7.2 Dil¢i cile
1. Optimalizovat v literatuie popsanou piipravy plazmy vajeéného zloutku.
2. Najit optimalni pomér DMEM a EYP pro dlouhodobou kultivaci.
3. Posoudit vliv mnozstvi a formy (nativni nebo s adjustaci pH) plazmy vaje¢ného

Zloutku na chovani bunék.
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8 Hledani optimalni koncentrace

Sérii kultivaci jsme se pokouseli najit optimalni koncentraci, pfi které bunky MG-63
budou proliferovat co nejlépe. Jako negativni kontrola nam slouzilo DMEM médium
bez jakkékoliv suplementace FBS. Jako pozitivni kontrolu jsme pouzili standardni
kombinaci média DMEM a FBS v koncentraci 10 %.

8.1. Zahgjeni prace s bunnkami MG-63

Prvni den kultivace jsme zacali tim, Ze jsme si pfipravili kompletni DMEM + FBS
médium pro optimalni kultivaci bunék. Postup pro pfipravu média je v minulé kapitole.
Pripravené médium jsme vlozili temperovat v Petriho misce do inkubatoru. Docilime

tim toho, ze médium nebude prilis alkalické.

Dalsim krokem bylo rozmrazeni buiiek MG-63. Nejlepsim postupem je butiky Sokoveé
rozmrazit. Bylo nutné pracovat ve velmi sterilnich podminkach z divodu zamezeni
nezadouci kontaminace. Odpipetovali jsme si 1 ml bunétné suspenze z kryozkumavky
a prenesli ho do 15 ml falkonky, k tomu bylo ptidano 9 ml vytemperovaného DMEM média
bez FBS. Toto nekompletni médium nam slouzilo pouze k centrifugaci, proto nebylo nutné
ptipravovat kompletni médium obohacené o FBS a dalsi slozky. Vzorek jsme centrifugovali
na 700 otacek/min celkové 5 minut. Odsali jsme supernatant a ptidali 1 ml kompletniho
DMEM média s FBS, peclivé propipetovali a vysadili na misku. Tu jsme umistili
do inkubétoru s 5 % COs..

Druhy den byla provedena kontrola ristu a kontaminace. Buiiky by nemély plavat
a ani mit teckovani. To, jak jsou narostlé, hodnotime podle miry konfluence. Udavame
Ji v procentech. Jakmile je mira konfluence vysoka, je nutné provést pasazovani bunék.

V piipad¢ potieby vyménime médium.

Treti den kultivace bylo u bunék MG-63 nutné provést pasazovani se soucasnou
vyménou média. Presny postup najdeme v kapitole 1.3.1. Pasazovani. Nakonec jsme
potiebnou ¢ast bun€k nasadili do novych misek a opét jsme je piesunuli do inkubatoru,

abychom ziskali dostatecné mnozstvi bunék na nasledujici experimenty.

40



Zavér prvni ¢asti prace byl takovy, Ze jsme si vykultivovali potiebné mnozstvi bunék
k dalsimu pokusu a zhodnotili jsme bunécnou linii, zda je pfipravena a schopna dalsi

kultivace.

8.2. Piiprava 3 druhti médii

Pro pilotni pokus si bylo nutné pfipravit tfi rizné modifikace zakladntho DMEM
média. Prvni z nich ndm slouzila jako pozitivni kontrola (DMEM médium s FBS a dal$imi
slozkami jako jsou antibiotika a glutamin). Jako negativni kontrolu jsme pouzili stejné
medium jako u pozitivni kontroly, ale bez ptidavku FBS. U tfetiho media jsme ptidali misto
FBS palzmu vajecného Zloutku. Pfesné slozeni je pro lep$i orientaci a vétsi ndzornost

rozepsano v tabulkéach.

Tabulka 4: Pozitivni kontrola: DMEM + FBS

DMEM + 4,5 g/l glukosy 50 mi

Fetal Bovine Serum 6 ml (= finalni koncentrace ~ 10%)
Penicilin/streptomycin 0,55 ml

Stabilni glutamin 100x 0,5 ml (= finalni koncentrace ~ 2 mM)

Zdroj dat: viastni

Tabulka 5: Negativni kontrola: DMEM

DMEM + 4,5 g/l glukosy 50 mi
Penicilin/streptomycin 0,55 ml
Stabilni glutamin 100x 0,5 ml (= finalni koncentrace = 2 mM)

Zdroj dat: viastni

Tabulka 6: Médium s plazmou vaje¢ného zloutku: DMEM + EYP

DMEM + 4,5 g/l glukosy 50 mi

Vaje¢na plazma ve fyziologickém roztoku | 6 ml

Penicilin/streptomycin 0,55 ml

Stabilni glutamin 100x 0,5 ml (= finalni koncentrace ~ 2 mM)

Zdroj dat: vlastni
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8.3. Pilotni pokus - kultivace v médiu s plazmou vajecného Zloutku bez tipravy pH
Jakmile jsme méli pfipraveno dostatecné mnozstvi bunék, pfistoupili jsme k dalsimu
kroku, kterym jiz byl pilotni pokus kultivace bun¢k v médiu s plazmou vaje¢ného zloutku

namisto FBS.

Dulezitym krokem byla priprava plazmy vaje¢ného zloutku (EYP). Pro tvodni

experimenty jsme pievzali v literatufe popsany postup. (Charbonneau, 2020)

Ptedpokladem samoziejmé bylo pracovat v laminarnim boxu a se sterilnimi nastroji
z divodu zachovani sterility. Ptipravili jsme si dvé kadinky, abychom rozdélili bilek
a zloutek. Uplnym zakladem bylo skofapku vejce fadné vydesinfikovat a pfipravit si filtradni
papir, na ktery nastiikdme 70% ecthanol a nechame zaschnout. OcCisténou skofapku

jsme opatrné roztizli skalpelem a bilek jsme nechali vytéct do pfipravené kadinky.

Zloutek jsme nasledné vylili na piipravenou utérku. Velmi opatrné jsme Zloutek
povaleli po filtraénim papife a zbavili ho zbytku bilku. Radn& jsme osusili Zloutek v horni
Casti, kde byla blana jehlou propichnuta, a pipetou jsme odpipetovali vnitieck bez blany
do odmérného valce. Ke zloutku jsme pfidali v poméru 1:1 0,17 M roztok NaCl a rozmichali.
Jeden Zloutek ma objem pramérné 14 ml. Vzniklou smés jsme rozpipetovali do eppendorfek
a centrifugovali 25 minut/8 500 otacek. Sediment nedrzel pevné na dné, proto bylo potieba
velmi opatrné odpipetovat supernatant do nové zkumavky. Plazma vaje¢ného Zloutku byla

takto pfipravena k pouziti.

Na kultivaci v jednotlivych médiich pouzijeme narostlé buniky z ptedchozi kultivace
(kapitola 8.2. Zahajeni prace s bunkami MG-63).

Museli jsme také zvolit vhodny pocet bunék, aby bylo mozné brat vysledky jako
validni. Pro na$ vyzkum jsme zvolili mnozstvi 5000 bunék na jednu jamku. Z Biirkerovy
komirky jsme si spocitali, Ze nase suspenze obsahuje 437 500 bunék v 1 ml. Suspenzi
jsme si nejdiive natedili na 50 000 bun¢k/ml. Na nafedéni jsme pouzili DMEM médium
bez séra. Jelikoz jsme potiebovali 5000 bunék na jamku. Dopocteme si pozadovaném
mnozstvi bun¢k. V pfipadé, ze mame v1 ml (1000 pl) 50000 bunék, vychazi

nam, ze musime pridat 100 pl, abychom méli pozadovanou hustotu 5 000 bunék na jamku.
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Ptipravime si 12 jamkovou desticku, média byla napipetovana podle nasledujiciho

schématu. Nasadili jsme do kazdé¢ jamky 2 ml ptislusného média a 100 pl bunécné suspenze.

Obrazek 9: Pilotni pokus — obsah jamek na desticce

pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni

kontrola kontrola kontrola kontrola
B negativni negativni negativni negativni

kontrola kontrola kontrola kontrola

médium médium

s plazmou s plazmou

Zdroj: viastni

Provedeme jesté kontrolu pod mikroskopem, zda jsou jamky osazeny stejnomeérne.
Bunky jsme piesunuli do inkubdatoru a nechali riist do druhého dne. Pro provedeni kontroly

byly zjistény nasledujici vysledky

Tabulka 7: Vysledky po 24 hodinach kultivace

radek A DMEM + FBS (buriky zivé, 10% konfluence)
radek B DMEM (bunky Zivofici)
fadek C DMEM + EYP (bunky mrtvé)

Zdroj dat: viastni

Rozhodli jsme se ponechat bunky jesté 36 hodin kultivovat.

Tabulka 8: Vysledky po 60 hodinach kultivace

radek A DMEM + FBS (buiiky zivé, 40% konfluence)
fadek B DMEM (buiiky Zivoftici, neproliferuji)
fadek C DMEM + EYP (buiky mrtvé)

Zdroj dat: viastni
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Obrazek 10: Vysledky po prvni kultivaci

A. DMEM + FBS B. DMEM C. DMEM + plazma

Zdroj dat: vilastni

Zavérem tohoto pilotniho pokusu bylo, ze buitky MG-63 v samotném DMEM médiu
bez jakéhokoliv suplementu (negativni kontrola) sice pieZivaly, ale neproliferovaly.
Tim jsme potvrdili, Ze dal$i suplementy jsou pro viabilitu a proliferaci bunék nutné. V médiu
S plazmou vaje¢ného zloutku (EYP) buiiky nebyly viibec zivotaschopné. Pridavek EYP
se zdal byt pro buiiky dokonce toxicky. Moznym problémem podle naSich zavéra bylo
pH vajecné plazmy. Proto jsme se v dal$i praci soustfedili na upravu pH vajecné plazmy.

Takeé jsme se rozhodli poupravit krok centrifugace béhem ptipravy EYP.

8.4 Kultivace v médiu s plazmou vaje¢ného zloutku s tipravou pH
Jelikoz byla pfedchozi kultivace netspésna, provedly jsme tpravu pH plazmy

vajecného zloutku. Postup byl néasledujici:

8.4.1 Ptiprava EYP

Ptipravili jsme si jednu kadinku na bilek a jednu kadinku na Zloutek. Dale jsme
si ptipravili papirovy ru¢nik nastiikany 70% ethanolem a nechali ho uschnout. Pied separaci
vnitiniho obsahu vajec jsme ocistili vné&jsi povrch skofapek 70% ethanolem. Na okraji
sterilni kadinky o objemu 250 ml jsme vejce rozlomili (skalpelem), bilek vypustili a Zloutek

udrzovali ve skotapce.

V dalsim kroku jsme Zloutek vylili na papirovy ru¢nik a osusili na papirovém ru¢niku
valenim, abychom odstranili zbytky bilku. Pipetou jsme odsali krouzivym pohybem tekuty
zloutek bez blany a piipadného zbytku bilku do 1,5 ml eppendorfky (objem Zloutku
cca. 10 ml).
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Nasledovala centrifugace pii 14 500 g, 30 minut, 20-25 °C. Vysledek ale nebyl dobry.
Pokracovali jsme v centrufugaci pii 14 500 g, 30 minut, 20-25 °C. Vysledek se zlepsil.
Pristoupili jsme ale jesté k jednomu cyklu centrifugace, a to pii 16 500 g, 120 minut, 20-25

°C. To uz byla vycefena zhruba polovina objemu.

Supernatant jsme opatrn¢ odpipetovali do sterilni 15 ml zkumavky. Pridali
jsme 0,17 M roztok NaCl v poméru 1 : 1 a rozmichali. Naplnili jsme do 1,5ml eppendorfek

a jesté jednou centrifugovali 45 minut pii 10 000 g pti 10 °C.

Nasledovala uprava pH. Pracovali jsme v laminarnim boxu. Nejdfive jsme
si 5 ml vaje¢né plazmy v 50 ml falkonce umistili do kadinky spolu s vodou o teploté 37 °C.
Potom jsme postupné pridavali 0,375 M NaOH, dokud hodnota pH nedosahla 7,52. S takto
ptipravenou EYP s upravenym pH jsme mohli pfejit k dalSim experimentiim s kultivaci

bunék.

8.4.2 Testovani cytotoxicity EYP

V pilotnim pokusu jsme nabyly podezieni na cytotoxicitu nami pfipravené plazmy
vajeného Zloutku. Rozhodli jsme se proto otestovat, jaky ma ptidavek EYP vliv na buiiky
péstované ve standardnim médiu s FBS. Zajimal nas 1 efekt davky EYP, proto jsme zkouseli
¢tyfi razné koncentrace EYP v jednotlivych jamkach. Tj. do jamek jsme piidavali EYP

dle schématu:

2 ml média + 50 ul EYP (2,5%)
2 ml média + 100 ul EYP (5 %)
2 ml média + 150 ul EYP (7,5 %)

2 ml média + 200 pl EYP (10 %)
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Obrazek 11: Testovani cytotoxicity EYP — obsah jamek na destic¢ce
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Zdroj: vlastni

Byla provedena kontrola pod mikroskopem, zda jsou builkky opé&t nasazeny
stejnomérné. Prvni kontrolu vlivu EYP na bunky jsme délali po 24 hodinach, druha

pak nasledovala po dalSich 24 hodinach.

Tabulka 9: Mikroskopicka kontrola po 24 hodinach kultivace

radek A DMEM bez FBS + EYP (buiiky mrtvé)
radek B DMEM + FBS + EYP (buiky zivofici)
radek C DMEM + FBS (buiiky zivé, 40% konfluence)

Zdroj: viastni

Tabulka 10: Mikroskopicka kontrola po 48 hodinach kultivace

radek A DMEM bez FBS + EYP (buiiky mrtvé)

fadek B DMEM + FBS + EYP (bunky Zivofici, ale proliferuji, cca
40% konfluence)

radek C DMEM + FBS (bunky zivé, 100% konfluence)

Zdroj: vlastni
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Z vysledki tohoto pokusu vyplynulo, ze nami pfipravena plazma vajeéného zloutku
pusobi na bunky neptiznive. Jeji pridavek ke kompletnimu médiu s FBS zhorSuje viabilitu

bunék, v médiu bez FBS pouze s EYP nejsou buiiky viibec zivotaschopné.

Bylo tedy nutné pokracovat v optimalizaci ptipravy plazmy vaje¢ného zloutku a ladéni
jeji koncentrace v kultivatnim médiu. Snazili jsme se optimalizovat pfipravu plazmy

vajecného zloutku v nasledujicich bodech:

e zpiisob centrifugace
e (prava pH

e pfidani antibiotik

Jako nejvhodnéjsi postup ptipravy EYP se ukazalo nasledujici:

e centrifugace 60 minut na 18 000 otac¢ek pii 20 °C

e odebrani supernatantu a uprava pH na 7,30

e osetfeni takto ziskané EYP penicilinem

8.5. Testovani nejvhodné&jsi koncentrace plazmy vaje¢ného Zloutku v médiu

Po ptipravé EYP podle postupu vyse a otestovani, Ze uz neplsobi toxicky na bunky,

jsme presli k hledani optimélni koncentrace EYP v kultivaénim médiu. Desticku

s experimentem jsme napipetovali podle nasledujiciho schématu:

Tabulka 11: Schéma pokusu — hledani optimalni koncentrace EYP

1 2 3 4

A pozitivni kontrola | volné misto pro | 1,8 ml DMEM 1,6 ml DMEM
2 ml DMEM+FBS | blank CCK-8 0,2ml EYP 0,4 mlEYP

(10 %) (20 %)

B 1,4 ml DMEM 1,2 ml DMEM 1 ml DMEM 0,8 ml DMEM
0,6 mlEYP 0,8 ml EYP 1mlEYP 1,2ml EYP
(30 %) (40 %) (50 %) (60 %)

C 0,6 ml DMEM 0,4 ml DMEM 0,2 ml DMEM 0 ml DMEM
1,4 mlEYP 1,6 mlEYP 1,8 ml EYP 2ml EYP
(70 %) (80 %) (90 %) (100 %)

Zdroj: viastni
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Vlastni experiment zahrnoval kultivacni média se vzrlstajicim obsahem EYP,
0d 10 % az po 100 %. Do jedné jamky jsme tentokrat piidavali 10 000 bun¢k. Po 48 hodinach
jsme provedli kontrolu pod mikroskopem a vymeénili médium. Dalsi kontrolu jsme provedli
po 96 hodinach, kdy jsme zaroven otestovali viabilitu bunék pomoci metody CCK-8,
ta je podrobn¢ popisovana v teoretické Casti. Ziskali jsme nasledujici vysledky (Tabulka 11,
Graf 2). K dispozici madme i snimky pofizené mikroskopem , udé€lali jsme jak souhrny
obrazek (Obrazek 12), tak jsme pro vétsi nazornost pridali i jednotlivé fotky ve zvétSeném

formatu. (Obrazek 13 — Obrazek 24).

Tabulka 11: Naméfené hodnoty metodou CCK-8

typ métené¢ho materidlu | vyslednd hodnota | typ méfeného vysledna hodnota
materialu
pozitivni kontrola 0,753 50 % koncentrace EYP 0,225
negativni kontrola 0,000 60 % koncentrace EYP 0,187
10 % koncentrace EYP 0,070 70 % koncentrace EYP 0,163
20 % koncentrace EYP 0,126 80 % koncentrace EYP 0,103
30 % koncentrace EYP 0,110 90 % koncentrace EYP 0,060
40 % koncentrace EYP 0,204 100 % koncentrace EYP 0,050

Zdroj: viastni

Graf 2: Hledani optimalni koncentrace EYP v médiu

optimalni koncentrace

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

%

Zdroj: vlastn/
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Z vysledkt je patrné, ze optimalni koncentrace plazmy vajeéného Zloutku
Vv kultiva¢nim médiu je 50 % (tj. pomér DMEM : EYP =1 : 1), kdy je dosazeno nejlepsi

viability a proliferace bunék.

Obrazek 12: Snimky MG-63 bunc¢k kultivovanych v médiu s riznym obsahem EYP

DMEM+EYP10% DMEM+EYP20% DMEM+EYP30% DMEM+EYP40%

DMEM+EYP50% DMEM+EYP60% DMEM+EYP70% DMEM+EYP80%

DMEM+EYP90% DMEM+EYP100% pozitivni kontrola negativni kontrola

Zdroj: vlastni

Obriazek 13: DMEM + 10 % EYP

Zdroj: vlastni
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Obrazek 14: DMEM + 20 % EYP

Zdroj: viastni

Obriazek 15: DMEM + 30 % EYP

Zdroj: viastni

Obrazek 16: DMEM + 40 % EYP

Zdroj: viastni
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Obrazek 17: DMEM + 50 % EYP

Zdroj: viastni

Obriazek 18: DMEM + 60 % EYP

Zdroj: viastni

Obriazek 19: DMEM + 70 % EYP
Er

Zdroj: viastni
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Obrazek 20: DMEM + 80 % EYP

Zdroj: viastni

Obriazek 21: DMEM + 90 % EYP

Zdroj: viastni

Obriazek 22: DMEM + 100 % EYP

Zdroj: viastni
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Obrazek 23: pozitivni kontrola

Zdroj: viastni

Obrazek 24: negativni kontrola

Zdroj: viastni

8.6. Dlouhodob4 kultivace v DMEM médiu s 50 % EYP

Po optimalizaci zptisobu ptipravy EYP tak, aby neptisobila na bunky toxicky a
nalezeni nejvhodnéjSi koncentrace EYP v médiu, jsme uskuteCnili experiment
s dlouhodobou kultivaci (opakovanym pasdzovanim) MG-63 bunck. Bunky byly
kultivovany po dobu 3 tydni, pasazovany byly kazdé 4 dny (celkem 5 pasazi). Bunky si po
celou dobu pokusu udrzely viabilitu a proliferovaly, coz ukazuje, Ze ndhrada FBS pomoci

EYP je mozna.
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DISKUZE

Nasim cilem bylo zjistit, zda je mozné péstovat vybrané bunééné linie v médiu
obsahujicim plazmu vaje¢ného Zloutku (EYP) namisto fetalniho bovinniho séra (FBS). Ze
série nasich experimentt s lidskou bunécnou linii MG-63 (model osteoblastti) nam vyslo, ze

to opravdu lze.

Prvnim nasim ukolem bylo optimalizovat pfipravu plazmy vajecného zloutku. Je to
ptiprava, ke které nejsou rozsifené a hlavné rutinné pouzivané postupy piipravy. My jsme
sérii kultivaci naSli pro nas nejlep$i zplsob pfipravy. Velmi dilezitym bodem byla
centrifugace. Bylo nutné tento proces co nejvice optimalizovat, aby bylo mozné ziskat, co
mozna nejveétsi mnozstvi a co mozna nejkvalitngjsi vzorek zcentrifugované vajeéné plazmy.
Preventivni oSetieni plazmy antibiotiky byl také jeden z klicovych kroku. Jelikoz u prvnich
pokust bunky v médiu s EYP viibec neproliferovaly a byly zde znamky infekce. Z tohoto
divodu jsme museli pfijit k oSetfeni antibiotiky. PouZili jsme penicilin, ktery jsme davkovali

na ptesné¢ mnozstvi EYP.

Po optimalizaci ptipravy EYP bylo jednim z naSich nejvétsich cilti nalezeni optimalni
koncentrace EYP v kultivaénim médiu. Mohu potvrdit, Ze toto se nam povedlo. Z vysledkd,
které jsme ziskali, je patrné, Ze nejlepsi je pomér 50 % DMEM a 50 % EYP, pfi kterém
proliferace MG-63 bunék dosahla 30 % hodnoty pozitivni kontroly, tj. standardniho DMEM
média s piidavkem FBS.

Nase prace ukazala, Ze 1 dlouhodobéjsi kultivace bunék je v bezsérovém médiu s EYP
mozna. Myslim si, Ze nase vysledky mohou pfispét dalSimu vyvoji bezsérovych médii.
V dal§im vyzkumu navrhujeme vyzkouset bezsérové médium s EYP i na jinych buné¢nych

liniich.
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ZAVER
Tato bakalarskd prace s nazvem ,,Plazma vajecného Zloutku jako alternativa k séru

Vv kultiva¢nich médiich® je rozdélena na teoretickou a praktickou cast.

V teoretické Casti je kladen velky duraz na problematiku kultivace bunék obecné. Také
jsou zde kapitoly popisujici vejce, konkrétnéji zloutek a v neposledni fadé¢ buné¢nou linii

MG-63, se kterou jsme celou dobu pracovali.

V praktické ¢asti pak pfenaSime nase teoretické uvahy o moznosti ndhrady fetalniho
bovinniho séra (FBS) v kultiva¢nich médiich plazmou vaje¢ného Zloutku (EYP) do praxe.
Opravdu jsme ukézali, Ze je mozné buitky MG-63 péstovat v médiu s ptidavkem EYP misto
FBS. Nedosahli jsme sice takovych vysledka jako v piipadé kultivace ve standardnim médiu
obsahujicim FBS, ale i tak myslim si, Ze tato bakalaifska prace muze poslouzit jako startovaci

bod pro dalsi vyzkumy ve snaze o nahrazeni FBS.
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PRILOHY

A- ptibalovy letdk k bunkam MG-63

Product Sheet

MG-63

CRL-1427"

Description

Organism: Homo sapiens, human
Tissue: Bone

Age: 14 years

Gender: Male

Morphology: fibroblast

Growth properties: Adherent

Disease: Osteasarcoma

Technical information: ATCC Technical Services does not have technical
information on patent deposits that are not produced or characterized by
ATCC. Additional information can be found in the corresponding patent
available from the patent holder or with the U.S. and/or international patent
office.

Storage Conditions

Product format: Frozen
Storage conditions: Vapor phase of liquid nitrogen

Intended Use

This product is intended for laboratory research use only. It is not intended
for any animal or human therapeutic use, any human or animal consumption,

or any diagnostic use.

@ BsL1

ATCC determines the biosafety level of a material based on our risk

e
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assessment as guided by the current edition of Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories (BMBL), U.S. Department of Health and Human Services.
It is your responsibility to understand the hazards associated with the
material per your organization’s policies and procedures as well as any other

applicable regulations as enforced by your local or national agencies.

ATCC highly recommends that appropriate personal protective equipment is
always used when handling vials. For cultures that require storage in liquid
nitrogen, it is important to note that some vials may leak when submersed in
liquid nitrogen and will slowly fill with liquid nitrogen. Upon thawing, the
conversion of the liquid nitrogen back to its gas phase may result in the vial
exploding or blowing off its cap with dangerous force creating flying debris.
Unless necessary, ATCC recommends that these cultures be stored in the

vapor phase of liquid nitrogen rather than submersed in liquid nitrogen.

Certificate of Analysis

For batch-specific test results, refer to the applicable certificate of analysis

that can be found at www.atcc.org.

Growth Conditions

Temperature: 37°C
Atmosphere: 95% Air, 5% CO;

Handling Procedures

Unpacking and storage instructions:

ATCC | credibleleads to Incredible™ www.atcc.org
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1. Check all containers for leakage or breakage.

2. Remove the frozen cells from the dry ice packaging and immediately
place the cells at a temperature below -130°C, preferably in liquid
nitrogen vapor, until ready for use.

Complete medium: The base medium for this cell line is ATCC-formulated
Eagle's Minimum Essential Medium, Catalog No. 30-2003. To make the
complete growth medium, add the following components to the base
medium: heat-inactivated fetal bovine serum to a final concentration of 10%.
Handling Procedure:

To insure the highest level of viability, thaw the vial and initiate the culture
as soon as possible upon receipt. If upon arrival, continued storage of the
frozen culture is necessary, it should be stored in liquid nitrogen vapor phase
and not at -70°C. Storage at -70°C will result in loss of viability.

1. Thaw the vial by gentle agitation in a 37°C water bath. To reduce the
possibility of contamination, keep the O-ring and cap out of the water.
Thawing should be rapid (approximately 2 minutes).

2. Remove the vial from the water bath as soon as the contents are
thawed, and decontaminate by dipping in or spraying with 70%
ethanol. All of the operations from this point on should be carried out
under strict aseptic conditions.

3. Transfer the vial contents to a centrifuge tube containing 9.0 mL
complete culture medium and spin at approximately 125 x g for 5 to 10
minutes.

4. Resuspend cell pellet with the recommended complete medium (see
the specific batch information for the culture recommended dilution
ratio) and dispense into a 25 cm? or a 75 cm? culture flask. It is
important to avoid excessive alkalinity of the medium during recovery
of the cells. It is suggested that, prior to the addition of the vial
contents, the culture vessel containing the complete growth medium
be placed into the incubator for at least 15 minutes to allow the
medium to reach its normal pH (7.0 to 7.6).

5. Incubate the culture at 37°C in a suitable incubator. A 5% CO; in air
atmosphere is recommended if using the medium described on this
product sheet.

Subculturing procedure:
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Volumes are given for a 75 cm? flask. Increase or decrease the amount of
dissociation medium needed proportionally for culture vessels of other sizes.
1. Remove and discard culture medium.
2. Briefly rinse the cell layer with 0.25% (w/v) Trypsin- 0.53 mM EDTA
solution to remove all traces of serum that contains trypsin inhibitor.
3. Add 2.0 to 3.0 mL of Trypsin-EDTA solution to flask and observe cells
under an inverted microscope until cell layer is dispersed (usually within
5 to 15 minutes).
Note: To avoid clumping do not agitate the cells by hitting or shaking
the flask while waiting for the cells to detach. Cells that are difficult to
detach may be placed at 37°C to facilitate dispersal.
4. Add 6.0 to 8.0 mL of complete growth medium and aspirate cells by
gently pipetting.
5. Add appropriate aliquots of the cell suspension to new culture vessels.
6. Incubate cultures at 37°C.
Subcultivation Ratio: A subcultivation ratio of 1:4 to 1:8 is recommended
Medium Renewal: 2 to 3 times per week

Material Citation

If use of this material results in a scientific publication, please cite the
material in the following manner: MG-63 (ATCC CRL-1427)

References

References and other information relating to this material are available at

www.atcc.org.

Warranty

The product is provided 'AS IS' and the viability of ATCC® products is
warranted for 30 days from the date of shipment, provided that the

customer has stored and handled the product according to the information
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included on the product information sheet, website, and Certificate of
Analysis. For living cultures, ATCC lists the media formulation and reagents
that have been found to be effective for the product. While other
unspecified media and reagents may also produce satisfactory results, a
change in the ATCC and/or depositor-recommended protocols may affect the
recovery, growth, and/or function of the product. If an alternative medium
formulation or reagent is used, the ATCC warranty for viability is no longer
valid. Except as expressly set forth herein, no other warranties of any kind are
provided, express or implied, including, but not limited to, any implied
warranties of merchantability, fitness for a particular purpose, manufacture
according to cGMP standards, typicality, safety, accuracy, and/or

noninfringement.

Disclaimers

This product is intended for laboratory research use only. It is not intended
for any animal or human therapeutic use, any human or animal consumption,
or any diagnostic use. Any proposed commercial use is prohibited without a
license from ATCC.

While ATCC uses reasonable efforts to include accurate and up-to-date
information on this product sheet, ATCC makes no warranties or
representations as to its accuracy. Citations from scientific literature and
patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warrant
that such information has been confirmed to be accurate or complete and
the customer bears the sole responsibility of confirming the accuracy and
completeness of any such information.

This product is sent on the condition that the customer is responsible for and
assumes all risk and responsibility in connection with the receipt, handling,
storage, disposal, and use of the ATCC product including without limitation
taking all appropriate safety and handling precautions to minimize health or
environmental risk. As a condition of receiving the material, the customer
agrees that any activity undertaken with the ATCC product and any progeny
or modifications will be conducted in compliance with all applicable laws,

ATCC | credibleleads to Incredible™ www.atcc.org

Page 5 of 7




MG-63 Product Sheet
CRL-1427

regulations, and guidelines. This product is provided 'AS IS' with no
representations or warranties whatsoever except as expressly set forth
herein and in no event shall ATCC, its parents, subsidiaries, directors, officers,
agents, employees, assigns, successors, and affiliates be liable for indirect,
special, incidental, or consequential damages of any kind in connection with
or arising out of the customer's use of the product. While reasonable effort is
made to ensure authenticity and reliability of materials on deposit, ATCC is
not liable for damages arising from the misidentification or
misrepresentation of such materials.

Please see the material transfer agreement (MTA) for further details
regarding the use of this product. The MTA is available at www.atcc.org.

This material is cited in a US and/or international patent and may not be used
to infringe the claims. Depending on the wishes of the Depositor, ATCC may
be required to inform the Depositor of the party to which the material was

furnished.

Copyright and Trademark Information

© ATCC 2021. All rights reserved.

ATCC is a registered trademark of the American Type Culture Collection.

Revision

This information on this document was last updated on 2021-10-16

Contact Information

ATCC
10801 University Boulevard
Manassas, VA 20110-2209

e
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USA

US telephone: 800-638-6597
Worldwide telephone: +1-703-365-2700
Fax number: 703-365-2701

Email: tech@atcc.org or contact your local distributor
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B- Slozeni médii

Nutri¢ni MEM | DMEM | HamF12 | CMRL RPMI 199 L15 Fischer Waymouth

slozka 1066 1640 MB752/1
(mg/) | (mg) | mgn) |(mgm [ (mgn) |(mgn |mgm |(mgn | (mgn

Aminokyseliny

L-alanin - - 8,9 25 - 25 225 - -

L-agrinin - - - - 200 - 500 - -

(volna baze)

L-arginin HCl | 126 84 211 70 - 70 - 15 75

L-asparagin - - - - 50 - - - -

L-asparagin - - 15 - - - 260 114 -

H,0

L- - - 133 30 20 30 - - 60

asparagovova

kyselina

L-cystein - - - - - - 120 - 61

(volna kys.)

L-cystin 24 48 - 20 50 - - B 15

L-cystin 2Na - - - - - 23,7 - 237 -

L-cystein HCI | - - 35,1 260 - 0,098 - - -

. H,0

L-glutamova - - 14,7 75 20 66.8 - - 150

kyselina

L-glutamin 292 584 146 100 300 100 300 200 350

Glycin - 30 7,5 50 10 50 200 - 50

L-histidin - - - - 15 - 250 - 128

(volna baze)

L-histidin HCI | 42 42 21 20 - 21,9 - 81,1 -

. H,0

L- - - - 10 20 10 - - -

hydroxyprolin

L-izoleucin 52 105 3,94 20 50 20 125 75 25

L-leucin 52 105 13,1 60 50 60 125 30 50

L-lyzin HCI 73,1 146 36,5 70 40 70 93 50 240

L-methionin 15 30 4,48 15 15 15 75 100 50

L-fenylalan. 33 66 4,96 25 15 25 125 67 50

L-prolin - - 34,5 40 20 40 - - 50

L-serin - 42 10,5 25 30 25 200 15 B

L-threonin 48 95 11,9 30 20 30 300 40 75

L-tryptofan 10 16 2,04 10 5 10 20 10 40

L-tyrozin 36 72 54 40 20 - - - 40

L-tyrozin 2Na | - - - - - 49,7 373 74,6 -

L-valin 47 94 11,7 25 20 25 100 70 65

Vitaminy

L-askorbova - - - 50 - 0,05 - - 17,5

kyselina

Biotin - - 0,007 0,01 0,2 0,01 - 0,01 0,02

D-Ca 1,0 4,0 0,48 0,01 0,25 0,01 1,0 0,5 1,0

panthotenat

Kalciferol - - - - - 0.1 - - -

Cholin chlorid | 1,0 4,0 14 0,5 3,0 0,5 1,0 1,5 250

Kysel. listova | 1,0 4,0 1,3 0,01 1,0 0,01 1,0 10 0.4

i-inositol 2,0 7,2 18 0,05 35 0,05 2,0 1,5 1,0

Nutri¢ni MEM | DMEM | Ham F12 | CMRL RPMI 199 L15 Fischer Waymouth

slozka 1066 1640 MB752/1
(mg/l | (mg/) | (mgh) |(mgl) |(mgl) |(@mgl) |(mgl |(mgl) | (mg)
)

Nikotinamid 1,0 4,0 0,04 0,025 1,0 0,025 1,0 0,5 1,0

Pyridoxal HCI | 1,0 4,0 0,062 0,025 - 0,025 - 0,5 -

Riboflavin 0,1 04 0,038 0,01 02 0,01 - 0,5 1,0
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Nutriéni
slozka

MEM

(mg/l)

DMEM

(mg/l)

Ham F12

(mg/l)

CMRL
1066
(mg/1)

199

(mg/l)

Fischer

(mg/1)

Waymouth
MB752/1

(mg/l)

Thiamin HCI

0,34

0,01

0,01

1,0

10

Vitamin B12

1,36

0.2

Pyridoxin HCI

0,062

0,025

0,025

1,0

Cholesterol

0,2

02

Kyselina
paraaminoben
Z00VA

0,05

0.05

Kysel.
nikotinova

0,025

Menafton
Na bisulfid
3H,0

0,019

DI-tokoferol
PO, .2 Na

0,01

Vitamin A
acetat

0,115

Riboflavin
P04 2Na

Thiamin mono
fosfat .2H,0O

Anorganické soli

CaCl, (bezv.)

200

200

CaCl; 2H20

Bl

186

186

91

120

Fe(NO,), 9H,
0

KClI

400

400

224

400

400

400

400

150

KH, POy

60

60

MgCl,.6H,0

122

240

MgS0, .7H,0

200

200

200

200

400

121

NaCl

6800

6400

7599

6799

8000

8000

8000

NaHCO;

2200

3700

1176

2200

350

1125

NaH,PO,
H,0

140

125

140

78

Na:HP04
(bezv.)

475

190

60

Na,HPO,
.TH,O

268

CuS04.5H,0

0,0025

FeSO, .7H,0

0.834

ZnS04.7H,0

0,863

Dal3i komponenty

D-glukéza

1000

1802

1000

D-galaktoza

Lipoova kys.

0,21

Fenolova
Cerven

10

12

20

Pyruvat sodny

110

Hypoxantin

4.1

Linoeova
kysel.

Putrescin
2HCI

0,161

Tymidin

0,73

10

Kokarboxylaz
a

1,0

Koenzym A

25

Deoxyadenosi

10




Nutri¢ni
slozka

MEM

(mg/l)

DMEM

(mg/l)

Ham F12

(mg/l)

CMRL
1066
(mg/l)

RPMI
1640
(mg/l)

199

(mg/l)

Fischer

(mg/T)

Waymouth
MB752/1

(mg/l)

n

Deoxycytidin
HCl

10

Deoxyguanosi
n

Difosfopyri-
dinnukleotid
4H,0

Etanol
(solubilizace
lipida)

Flavinadenin
dinukleotid

Glutation
(redukov.)

1,0

0,05

15

5-metyl-
deoxycytidin

Acetat sodny
3H,0

Glukonat
sodny .H,O

Trifosfopyri-
din nukleotid

Tween 8

5,0

Uridin trifosfat
A4H,0

Adenin SO,

10

5’AMP

0,2

ATP-2Na

10

2-deoxyriboza

0,5

Guanin HCI

0,3

D-riboza

0.5

Na acetat

36,7

Tymin

0.3

Uracil

0,3

Xantin

0,3

CO; (plynna
faze)

5%
(pHT7)
2%

(pH 7.4)

okolni
vzduch

okolni
vzduch

5% -
(pH7)
2% -
(pH 7.4)




C-Bezpecnostni list FBS

www.sigmaaldrich.com

Sigma-Aldrich.

= NF I TET Verze 8.8
NL LiO} Datum revize 10.02.2022
podle Nafizeni (ES) ¢. 453/2010 Datum vytisténi 28.03.2022
ODDIL 1: Identifikace latky/smési a spolecnosti/podniku
1.1 Identifikatory vyrobku

Nazev vyrobku : Fetal Bovine Serum, US Origin

Cislo produktu: : TMS-013

Katalog €. : 6D1940

Znacka : Millipore

¢. REACH . Registracni ¢islo neni pro tuto latku k dispozici, protoze tato

latka a jeji pouziti nepodléha registraci, ro¢ni objem nevyzaduje
registraci nebo se registrace predpoklada pozdéji.

1.2 Prislusna uréena pouziti latky nebo smési a nedoporucena pouziti
Urcena pouziti . Biochemicky vyzkum/analyza
1.3 Podrobné adaje o dodavateli bezpecénostniho listu

Firma : Merck Life Science spol. s r. o.
Na Hrebenech II 1718/10
CZ-140 00 PRAGUE

Telefon : +420 246 003-251

E-mailova adresa . TechnicalService@merckgroup.com
1.4 Telefonni ¢islo pro naléhavé situace

Cislo nouzového : +420 228880039(CHEMTREC)

telefonu +420 224919293/224915402

(Toxikologické informacni stfedisko)

ODDIL 2: Identifikace nebezpecnosti
2.1 Klasifikace latky nebo smési
Podle smérnice (ES) ¢. 1272/2008 neni nebezpecnou latkou ani smési.
2.2 Prvky oznaceni
Podle smérnice (ES) ¢. 1272/2008 neni nebezpecnou latkou ani smési.
2.3 jinarizika
Latka/smés neobsahuje slozky povazované bud za perzistentni, bioakumulativni a toxické

(PBT), nebo za vysoce perzistentni a vysoce bioakumulativni (vPvB) v koncentraci 0,1 % Ci
vyssi.
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ODDIL 3: SloZeni/informace o slozkach
3.1 Latky

Podle platnych predpist neni potifeba uvadét jednotlivé slozky.

ODDIL 4: Pokyny pro prvni pomoc
4.1 Popis prvni pomoci

PFi vdechnuti
Po nadychani: prejdéte na Cerstvy vzduch.

PFi styku s kGzi
PFi styku s k(Zi: VeSkeré kontaminované ¢asti odévu okamzité svléknéte. Oplachnéte kiZi
vodou/ osprchujte.

PFi styku s o¢ima

Po zasazeni odi: vyplachnéte velkym mnozstvim vody. Odstrarite kontaktni ¢ocky.

PFi poziti

Po poziti: nechejte postizeného vypit vodu (nejvyse dvé sklenice). V pfipadé nevolnosti
vyhledejte Iékare.

4.2 Nejdilezitéjsi akutni a opoZzdéné symptomy a G€inky

vvvvvv

sekci 11

4.3 Pokyn tykajici se okamzité lékarské pomoci a zvlastniho oSetieni
Udaje nejsou k dispozici

ODDIL 5: Opatieni pro haseni pozaru
5.1 Hasiva

Vhodna hasiva
Opatreni pfi pozaru maji odpovidat okolnim podminkam.

Nevhodna hasiva
Pro tuto latku/smés neplati zadné omezeni hasiv.

5.2 2Zvlastni nebezpeénost vyplyvajici z latky nebo smési
Struktura produktd rozkladu neni zndma.
Nehoflava latka.
Pfi hofeni miZe uvolfiovat nebezpeéné vypary.
5.3 Pokyny pro hasice
PFi pozaru pouzijte izolaéni dychaci pfistroj.
5.4 Dalsi informace

Zabrante kontaminaci systému povrchovych nebo podzemnich vod vodou pouzitou k haseni
pozaru.

ODDIL 6: OpatFeni v pfipadé nahodného Gniku

6.1 Opatieni na ochranu osob, ochranné prostiedky a nouzové postupy
Pokyny pro pracovniky kromé pracovnikd zasahujicich v pfipadé nouze Nevdechujte
pary/aerosol. Vyklidte zasaZzenou oblast, postupujte dle nafizeni pro nouzové situace,
kontaktujte odborného poradce.
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6.2

6.3

6.4

Osobni ochrana viz sekce 8.

Opatieni na ochranu zZivotniho prostredi
Nenechejte vniknout do kanalizace.

Metody a material pro omezeni Gniku a pro ¢isténi

Zakryjte kanalizacni vpust. Rozlity pripravek posbirejte, zavazte a zbyt ky vysajte
Cerpadlem. Dodrzujte pokyny (viz. Sekce 7 a 10) tykajici se mozného omezeni mat erialu.
Vysuste sorbentem kapalin (napf. Chemizorb®). Predeijte k likvidaci. Ocistéte potfisnéné
plochy.

Odkaz na jiné oddily
Zneskodnit podle kapitoly 13.

ODDIL 7: Zachazeni a skladovani

7.1

7.2

7.3

Opatreni pro bezpecné zachazeni
Prevence viz sekce 2.2.

Podminky pro bezpeéné skladovani latek a smési véetné nesluditelnych latek a
smési

Skladovaci podminky
Tésné uzavrené.

Doporucena skladovaci teplota, viz vyrobni Stitek.

Trida skladovani
Némecka tfida skladovani (TRGS 510): 10: Horlavé kapaliny

Specifické konecné / specificka konecna pouziti
Cast pouziti zminénych v sekci 1.2 zadna dalsi pouziti nejsou vyhrazena.

ODDIL 8: Omezovani expozice / osobni ochranné prostfedky

8.1 Kontrolni parametry
Slozky s parametry pro kontrolu pracovisté
Neobsahuje zadné latky s meznimi hodnotami expozice na pracovisti.
8.2 Omezovani expozice
Osobni ochranné prostiedky
Ochrana od¢i a obliceje
PouZijte zafizeni na ochranu oéi testované a schvalené pfislusnimi statnimi normami
jako NIOSH (US) nebo EN 166(EU). Ochranné bryle
Ochrana kiize
neni pozadovano
Ochrana dychacich cest
Neni vyzadovano s vyjimkou tvorby aerosolu.
Kontrola zatiZzeni Zivotniho prostredi
Nenechejte vniknout do kanalizace.
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ODDIL 9: Fyzikalni a chemické vlastnosti

9.1 Informace o zakladnich fyzikalnich a chemickych vlastnostech

9.2

a) Vzhled

b) Zapach

c) Prahova hodnota
zapachu

d) pH

e) Bod tani / bod
tuhnuti

f) Pocatecni bod varu a
rozmezi bodu varu

g) Bod vzplanuti
h) Rychlost odpafovani

i) Hoflavost (pevné
latky, plyny)

j)  Horni/dolni meze
zapalnosti nebo
meze vybusnosti

k) Tlak pary
) Hustota pary
m) Hustota
Relativni hustota
n) Rozpustnost ve vodé

0) Rozdélovaci
koeficient: n-
oktanol/voda

p) Teplota
samovzniceni

q) Teplota rozkladu
r) Viskozita

s) Vybusné vlastnosti
t) Oxidacni vlastnosti

Forma: kapalny
Barva: bezbarvy

Udaje nejsou k dispozici
Udaje nejsou k dispozici

Udaje nejsou k dispozici
Udaje nejsou k dispozici

Udaje nejsou k dispozici

Udaje nejsou k dispozici
Udaje nejsou k dispozici
Udaje nejsou k dispozici

Udaje nejsou k dispozici

Udaje nejsou k dispozici
Udaje nejsou k dispozici
Udaje nejsou k dispozici
Udaje nejsou k dispozici
rozpustna latka

Udaje nejsou k dispozici

Udaje nejsou k dispozici

Udaje nejsou k dispozici

Kinematicka viskozita:ll'Jdaje nejsou k dispozici
Dynamicka viskozita: Udaje nejsou k dispozici

Udaje nejsou k dispozici
zadné

Dalsi bezpecnostni informace.

Udaje nejsou k dispozici

ODDIL 10: Stalost a reaktivita
10.1 Reaktivita

Udaje nejsou k dispozici

10.2 Chemicka stabilita
Tento produkt je stabilni pfi teploté okolniho prostredi (pokojova teplo ta).
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10.3 Moznost nebezpecnych reakci
Udaje nejsou k dispozici

10.4 Podminky, kterym je tfeba zabranit
informace nejsou k dispozici

10.5 Neslucitelné materialy
Silna oxidacni cinidla

10.6 Nebezpecné produkty rozkladu
V pfipadé pozaru: viz sekce 5

ODDIL 11: Toxikologické informace
11.1 Informace o toxikologickych Gcincich

Akutni toxicita

Oralné: Udaje nejsou k dispozici

Vdechngtl’: Udaje nejsou k dispozici

Kozni: Udaje nejsou k dispozici

Ziravost/drazdivost pro kézi

Udaje nejsou k dispozici

Vazné poskozeni oi / podrazdéni oci

Udaje nejsou k dispozici

Senzibilizace dychacich cest / senzibilizace kiize
Udaje nejsou k dispozici

Mutagenita v zarode¢nych burikach
Udaje nejsou k dispozici

Karcinogenita
Udaje nejsou k dispozici

Toxicita pro reprodukci
Udaje nejsou k dispozici

Toxicita pro specifické cilové organy - jednorazova expozice
Udaje nejsou k dispozici

Toxicita pro specifické cilové organy - opakovana expozice
Udaje nejsou k dispozici

Nebezpecnost pri vdechnuti
Udaje nejsou k dispozici

11.2 Dalsi informace

Dle nasich nejlepsich znalosti nebyly chemické, fyzikalni a toxikologické vlastnosti Gplné

prozkoumany.

ODDIL 12: Ekologické informace

12.1 Toxicita
Udaje nejsou k dispozici

12.2 Perzistence a rozlozitelnost
Udaje nejsou k dispozici
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12.3 Bioakumulacni potencial
Udaje nejsou k dispozici

12.4 Mobilita v pidé
Udaje nejsou k dispozici

12.5 Vysledky posouzeni PBT a vPvB
Latka/smés neobsahuje slozky povazované bud’ za perzistentni, bioakumulativni a toxické
(PBT), nebo za vysoce perzistentni a vysoce bioakumulativni (vPvB) v koncentraci 0,1 % Ci
vySsi.

12.6 Vlastnosti vyvolavajici naruseni c¢innosti endokrinniho systému
Udaje nejsou k dispozici

12.7 Jiné nepfiznivé acinky
Udaje nejsou k dispozici

ODDIL 13: Pokyny pro odstranovani
13.1 Metody nakladani s odpady

Vyrobek

Odpad musi byt likvidovan v souladu se narodnimi a mistnimi predpisy. Uc h jinym
odpadem. Pf i manipulaci s kontaminovanym obalem postupujte stejnym zplsobem jako
pf i manipulaci s danou chemikalii. Pro informace tykajici se zneskodnéni chemikalii a
odevzdani kontejnerd viz www.retrologistik.com. Zde ndm také mizete posilat vade
dotazy. Smérnice o odpadech 2008/98 / EC note.

ODDIL 14: Informace pro prepravu

14.1 UN dislo
ADR/RID: - IMDG: - IATA: -

14.2 Oficialni (OSN) pojmenovani pro prepravu
ADR/RID: Neni nebezpecnym zbozim
IMDG: Not dangerous goods

IATA: Not dangerous goods
14.3 Trida/ tfidy nebezpecnosti pro prepravu

ADR/RID: - IMDG: - IATA: -
14.4 Obalova skupina

ADR/RID: - IMDG: - IATA: -
14.5 Nebezpecnost pro zivotni prostredi

ADR/RID: ne IMDG Léatka znedistujici IATA: ne

more: ne

14.6 Zvlastni bezpecnostni opatfeni pro uzivatele

Dalsi informace
Neni hodnoceno jako nebezpecné zbozi ve smyslu prepravnich predpist.

ODDIL 15: Informace o predpisech

15.1 Predpisy tykajici se bezpecnosti, zdravi a Zivotniho prostredi/ specifické pravni
predpisy tykajici se latky nebo smési
Tento bezpecnostni list splfuje pozadavky Narizeni (ES) ¢. 1907/2006.
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15.2 Posouzeni chemické bezpecnosti
Pro tento produkt nebylo provadéno hodnoceni chemické bezpecnosti.

ODDIL 16: Dalsi informace

Dalsi informace

Predpoklada se, Ze vysSe uvedené informace jsou spravné. Neznamena to vsak, ze jsou
kompletni a mély by slouZit jen jako voditko. Spole¢nost Sigma-Aldrich Co. a jeji
dcefinné spole¢nosti nenesou zodpovédnost za $kody zplisobené manipulaci nebo
stykem s uvedenymi chemikaliemi. Proto Vas zadame, abyste se Fidili obchodnimi
podminkami uvedenymi na strankach www.sigma-aldrich.com a/nebo na zadni strané
faktur a pribalovych letakd.

Copyright 2020 Sigma-Aldrich Co. LLC. Licence poskytnuta k vyrobé libovolného
mnozstvi papirovych kopii pro vnitfni pouziti.

Vzhled znacky v zahlavi anebo zapati tohoto dokumentu se nemusi do¢asné shodovat se
znackou na zakoupeném produktu, protoze v soucasné dobé probihd zména nasi znacky.
Nicméné v&echny informace v dokumentu tykajici se vyrobku zlstavaji beze zmény a
shoduji se s objednanym vyrobkem. Vice informaci si mizete vyzadat na e-mailu:
misbranding@sial.com.
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