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Prace s bunécénymi kulturami ve sterilnich podminkach - [BK]

(Katefina Slaninovd, Denisa Lizoriovd)

1. Uvod

Makrofagy jsou bilé krvinky imunitniho systému, které pohlcuji patogeny, bunécné zbytky a
cizorodé latky, véetné castic, které vniknou do téla rGznymi zpUsoby (inhala¢né, oralné,
intravendzné atd.). Tento proces zvany fagocytéza, chrani télo pred infekcemi a je jednim
z hlavnich mechanism0 eliminace farmaceutickych nano- a mikrocastic. Studium interakce
Castic léciva s imunitnimi burikami je predmétem studia mnoha preklinickych in vitro studii.

V této uloze se studenti seznami se zdklady prace s bunéénymi kulturami. Budou pfi tom
vyuzivat bunécéné linie RAW 264.7 a J774A.1, obé tyto linie byly izolované z mysi a jsou
rakovinného pUvodu, presto si zachovavaji typické vlastnosti makrofagt, jako je schopnost
fagocytozy, syntéza lysozomu (,travici vakuola“) nebo produkce cytokinld (signaliza¢ni
molekuly pfi imunitni odpovédi organismu). Studenti se nauci zdaklady sterilni prace
v lamindrnim boxu a pocitani bunék.

Na tuto Ulohu navazuje Uloha Fagocytd6za mikrocastic makrofagy (F). Makrofagy napéstované
v této Uloze budou pouZity pro vytvoreni mikroskopickych preparatd pro sledovani fagocytdzy
fluorescenénich mikrocastic (Phrodo-zymosan a glukanové c¢astice) makrofagy pomoci
mikroskopie a obrazové analyzy.

2. Teorie

V biomedicinském vyzkumu predstavuji bunécéné linie makrofagl, jako jsou J774A.1 nebo
RAW 264.7, nepostradatelné in vitro modely pro studium imunitnich odpovédi, zanétu a
interakci s cizorodymi casticemi. Tyto linie jsou odvozeny z mysich nadord (sarkomi Ci
leukémii), coz jim propUljcuje schopnost neomezeného déleni (imortalizaci) pfi zachovani
klicovych vlastnosti pfirozenych makrofagli, zejména schopnost fagocytdzy, adheze
k povrch(, a produkce signdlnich molekul — cytokind.

Makrofagy jsou specializované bunky imunitniho systému, které plini roli ,strazct” —
vyhledavaji, pohlcuji a odstranuji castice, které identifikuji jako cizi nebo nebezpecné.
Z pohledu vyvoje nanomateriald jsou tyto buriky zasadni, nebot jsou to pravé makrofagy, které
nejcastéji eliminuji nanocastice z krevniho obéhu, &¢imi ovliviuji jejich biodistribuci a
terapeutickou ucinnost.

Zakladnim mechanismem interakce makrofagli s okolim je fagocytdza, proces aktivniho
pohlcovani ¢astic vétsich nez 0,5 um. Tento déj zacina rozpozndnim objektu pomoci receptort
na povrchu bunky. V redlném prostfedi jsou Castice Casto obklopeny proteiny z okolniho
media, ¢imz vznika tzv. biologicka korona, ktera urcuje, jak rychle a efektivné bude ¢astice
makrofagem pohlcena. Po navazani castice dojde k prestavbé bunécného cytoskeletu,
vytvoreni vybézkl (pseudopodia) a uzavreni Castice do vnitfniho vacku — fagosomu. Ten
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nasledné spline s lysozomem, organelou obsahujici agresivni hydrolytické enzymy a kyselé pH,
kde dochazi k pokusu o rozklad pohlceného materialu.

Uspésna kultivace sav¢ich bunék je kriticky zavisla na udrzZeni sterilniho prostiedi. Na rozdil of
bakterii rostou Zivocisné bunky pomalu a postradaji ochranou bunécnou sténu, coz je Cini
extrémné ndachylnymi ke kontaminaci mikroorganismy (bakteriemi, kvasinkami, plisnémi).
Zivocisné burky jsou v porovndni s bakteriemi extrémné citlivé a zranitelné. Zatimco
bakteriadlni burika se rozdéli kazdych 20 minut, makrofagové potrebuji k déleni 15 az 24 hodin.
Jakkakoliv jedina spdra plisné nebo bakterie, ktera vnikne do kultuva¢niho média, se v ném
pomnozi mnohem rychleji nez buiky a béhem 24-48 hodin celou kulturu znehodnoti
(spotrebuje Ziviny a zméni pH). Asepticka technika je soubor navyk, které tomuto vniku brani.

1. Laminarni box (Biohazard Box/MSC)

Na predni strané boxu (kde jsou ruce operatora) vznikd vzduchova clona. Nikdy
ji nenarusujte prudkymi pohyby, které by mohly ,vsunout” nesterilni vzduch
z mistnosti dovnitf.

Box se zapind 15-20 minut pfedem, aby se ustalilo proudéni a vycistil vnitini
prostor. Plocha se sterilizuje UV zarenim (pokud v boxu nikdo nepracuje!) a
otird 70% ethanolem.

2. Osobni hygiena a ochranné pomucky
Hlavnim zdrojem kontaminace je c¢lovék (Supinky kiiZze, mikroorganismy na dechu a

vlasech).
[ ]

Plast musi byt Cisty, vyhrazeny pouze pro préci s burikami.

Rukavice jsou nezbytné. Pravidelné si je v prlibéhu prace v boxu prestrikavejte
70% ethanolem (zejména po doteku ¢ehokoliv vné boxu).

V boxu se nemluvi, nekasle a nekycha, aby se omezil vznik aerosold smérujicich
k vzorkam.

3. Pravidlo ,vse sterilni dovnit¥, vSe Spinavé ven”

Kazda lahev, stojanek nebo krabicka s pipetami musi byt pfed vloZzenim do boxu
dlkladné postfikana a otfena 70% ethanolem. Ethanol nici vegetativni formy
bakterii a obalené viry tim, Ze narusuje jejich membrany.

Pracovni plochu si rozdélte na ,istou zénu” (sterilni spotfebni materidl) a
»Spinavou zénu“ (nddoby na odpad, pouZité pipety). Nikdy nekfiZzte ruce nad
otevienymi miskami!

4. Manipulace se vzorky

Nad otevienou lahvi nebo destickou nesmi byt nikdy ruka nebo nesterilni
pfedmét. Kontaminace pada shora doll. Pokud musite nad nééim pracovat,
drzte predmét v mirném ndklonu.

Vicka lahvi se drZi v ruce (mezi prsty) vnitfni stranou dolli, nebo se pokladaji na
plochu. Nikdy se nedotykejte hrdla Idhve ani vnitini strany vicka.

Pouzivejte pouze sterilni, jednorazové plastové pipety nebo 3Spicky s filtrem.
Pipeta se nesmi dotknout niceho jiného nez sterilniho média a vnitrku lahve.
Pokud zavadite o okraj, pipetu okamzité vyhodte.
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Vétsina linii makrofagl patfi mezi adherentni bunky, coZ znamena, Ze ke svému rdstu vyzaduji
pevny povrch, na ktery se ukotvuji pomoci specifickych proteint. V laboratornich podminkach
rostou tyto bunky v kultivaénich lahvich vzZivném médiu, které obsahuje esencialni
aminokyseliny, vitaminy, glukézu a je obohaceno o fetalni teleci sérum (Fetal Bovine
Serum-FBS) jako zdroj rlstovych faktord. Stabilni pH média je udrZovano pomoci
hydrogenuhli¢itanového pufru a atmosféry s 5 % CO, v inkubatoru pfi 37 °C.

Pti dosazZeni urcité hustoty pokryti povrch (tzv. konfluence; obvykle 80-90 %), je nutné burky
prenést do nové nadoby (proces zvany pasazovani). Protoze makrofagy pfilnou k plastu velmi
silné, pouziva se k jejich uvolnéni mechanické seskrabavani (cell scraper (Obrazek 1)). Timto
procesem ziskdme bunécnou suspenzi, kterou je nutné pred dalSim pouzitim standardizovat.

e -

Obrazek 1. Kultivacni lahev (nalevo) a cell scraper (napravo).

Kvantifikace bunék v suspenzi se provadi pomoci hemocytometru (Blirkerovy kom(rky), co je
specidlné kalibrované sklicko s mikroskopickou mftizkou definujici pfesny objem. Soucasné se
provani test viability (Zivotnosti) pomoci tropanové modfi. Toto barvivo selektivné vstupuje
pouze do bunék s poskozenou membranou (mrtvych), zatimco Zivé bunky zlstavaji Ciré.
Pfesny vypocet a koncentrace bunék a jejich nasledné nasazeni (seeding) na mikrotitracni
desticky v poZzadované hustoté je kritickym krokem pro reprodukovatelnost experiment(. Pro
studium fagocytdzy je cilem dosahnout subkonfluentni vrstvy, ktera v navazujicich dlohach
umozni jasnou mikroskopickou analyzu a kvantifikaci pohlcenych fluorescencnich ¢astic
pomoci obrazové analyzy.

3. Cil prace

Seznamime se zaklady prace v laminarnim boxu za sterilnich podminek a naucime se
pocitat burky.

4. Popis zarizeni
Laminarni box
Laminarni box (Obrazek 2) je laboratorni zatizeni uréené k vytvoreni sterilniho pracovniho

prostredi pfi manipulaci s biologickym nebo chemickym materidlem citlivym na kontaminaci.
Pracuje na principu lamindrniho (rovnobéiného) proudéni vzduchu, které zajistuje, Ze
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filtrovany vzduch proudi jednim smérem konstantni rychlosti a vytlacuje nedistoty a
mikroorganismy z pracovniho prostoru.

Vzduch je nasdvan ventildtorem, veden pres HEPA filtr (High Efficiency Particulate Air) a
vypoustén do pracovniho prostoru jako cisty, sterilni proud vzduchu. HEPA filtr zachyti
>99,97 % castic o velikosti >0,3 um (bakterie, spory, prach). Podle proudéni délime
horizontalni a vertikalni laminarni boxy. V horizontdlnim boxu proudi vzduch zezadu smérem
k obsluze, ve vertikalnim boxu proudi vzduch shora dol( (¢astéjsi v biologickych laboratofich).
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Obrazek 2. Bio Il Advance Plus Laminarni box a diagram proudéni vzduchu [4].

- HEPA FILTERED AIR
—  CONTAMINATED AR

Lamindrni box slouZi k aseptické praci s bunéénymi kulturami, pfipravé kultivaénich
médii, manipulaci se sterilnimi nastroji a roztoky a ochrané vzorku pred kontaminaci
z okolniho prostredi. Klasicky laminarni box nechrani obsluhu, pouze vzorek. Pro praci
s potencidlné infekénim materidlem se pouziva biologicky bezpecnostni box (BSC).

Zasady spravného pouzivani:
e Pfed praci se pracovni plocha dezinfikuje (napt. 70% etanolem).
e Box se necha pred zahdjenim prace nékolik minut v chodu, aby se stabilizovalo
proudéni.
e Prace se provadi bez zbytecnych pohybu, které by narusily laminarni proudéni.
e Do boxu se vkladaji pouze nezbytné pomducky

Hemocytometr
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Obrazek 3. Hemocytometr

Hemocytometr (Obrazek 3) je laboratorni métici komdrka uréena k pocitani bunék v suspenzi
a ke stanoveni jejich koncentrace a Zivotaschopnosti. Hemocytometr je tvoren silnym
sklickem se zapusténou mfizkou a presné definovanou hloubkou komurky (0,1 mm) po
prikryti krycim sklickem. Mtizka mda znamou plochu, coZ umoznuje vypocet objemu, ve
kterém se buriky pocitaji (Obrazek 4).
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Obrazek 4. Jak pouZit hemocytometr k pocitani bunék [3].

PouZiti hemocytometru:
1. Bunécna suspenze se dlikladné promicha.
Suspenze se smicha s trypanovou modfi (obvykle v poméru 1:1).
Na henocytometr se polozi kryci skli¢ko.
Malé mnoZstvi suspenze se nasaje kapilarné do komurky.
Buriky se pozoruji pod svételnym mikroskopem (obvykle 10x nebo 20x objektiv).

nkwn

Trypanova modr je vitdlni barvivo pouZivané ke stanoveni zivotaschopnosti bunék. Zivé
buriky maji neporusenou bunéénou membranu, barvivo do nich nevstupuje a bunky jsou tak
bezbarvé. Mrtvé bunky maji poskozenou membranu, barvivo pronika dovnitf a buriky jsou
modte zbarvené. Trypanovou modfi lze zaroven stanovit celkovy pocet bunék, pocet
Zivotaschopnych bunék a procento viability.

Pravidla pocitani bunék:
e Podcitaji se buriky ve vybranych ¢tvercich mrizky.
e Bunky dotykajici se horni a levé hranice se zapocitavaiji.

5



Laborator pfipravy nano a mikromateridlti
e Bunky dotykajici se dolni a pravé hranice se nezapocitavaiji.
e Zvlast se pocitaji Zivé (bezbarvé) a mrtvé (modré) buriky.

Vypocet koncentrace bunék:
Vzorec

bunky

koncentrace bunék ( ) = priimérny pocet bunék X redéni x 10*

Pro¢ 10*?: Pfepocet objemu jednoho étverce hemocytometru na 1 ml:
objem ¢tverce: 1 mm? X 0,1 mm = 0,1mm3
1 ml = 1cm? = 1000 mm?

1000 mm3
0,1 mm3

4

5. Postup prace

Zaklady sterilni prace v laminarnim boxu

V této Casti prace se sezndmime se sterilni praci v laminarnim boxu, nau¢ime se pocitat buriky
a pripravime si mikroskopické preparaty (makrofagové + fluorescenéni mikrocastice) pro
studium fagocytozy.

Potifebné nadobi a zafizeni:
Pipeta

Mikrozkumavka
Hemacytometr

Mechanické pocitadlo
Kalkulacka

Lamindrni box

Svételny mikroskop
Jamkova desticka

Potifebné chemikalie:

Kultivacni médium

Fluorescencni ¢dastice (pHrodo-zymosan a glukanové Edstice)
Trypanovd modr

70% ethanol

Savo

Postup:

1. Nejprve se seznamte se zaklady sterilni prace v lamindrnim boxu. Asistent vam pfedvede,
jak v laminarnim boxu pracovat a upozorni na ¢asté chyby.
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2. Asistent vam preda zkumavku se suspenzi makrofagl v kultivacnim médiu o nezndmém
mnozstvi bunék. Zkumavka s bufikami bude po dobu demonstrace umisténa ve vodni lazni
o teploté 37°C.

3. Vsouladu se sterilnimi podminkami umistite zkumavku s bufikami do laminarniho boxu.
Do stojanu si pfipravite mikrozkumavku, do které napipetujete 10ul bunécné suspense.
Pozn.1: Vse, co vstupuje do lamindrniho boxu musi byt postrikdno 70% ethanolem.
Pozn.2: Buriky je treba pred pipetovdnim resuspendovat.

4. Dalsi krok mUzZete provést pfi sterilnich i nesterilnich podminkach. Zalezi, zda je zasobni
roztok trypanové modre sterilni nebo ne. Pokud nebudete védét, ptejte se asistenta.

5. Do mikrozkumavky s burikami pfidejte 10ul Trypanové modfie a pipetou promichejte.

6. Svytvofenou smési se presunete k mikroskopu a hemacytometru. Napipetujete 10ul
suspenze pod sklicko hemacytometru. Hemocytometr poté umistite pod mikroskop a
spocitate burnky valespon 5ti ctvercich hemocytometru. K pocitani mlzZete vyuzit
mechanické pocitadlo.

Pozn.3: Ve vsech oblastech hemocytometru by mélo byt podobné mnoZstvi bunék.
V pfipadé Spatné pripraveného vzorku je tfeba cely postup zopakovat.

Pozn.4: V pripadé, Ze by ve vzorku bylo velké mnoZstvi bunék (~150 bunék/ctvereclek),
dohodnéte se s asistentem, zda by nebylo vhodné zdsobni suspenci bunék naredit.

7. Po spocitani alespon 5ti ctvereck(l vyuzijte vzorec pro vypocet koncentrace bunék
v zasobnim roztoku (viz popis zatizeni — Hemocytometr).

8. Naredte si zasobni roztok bunék a odpipetujte zadané mnozstvi bunék do jamek desticky.
V kazdé jamce by mél byt stejny objem média i v pfipadé, Ze mnozstvi bunék se bude mezi
jednotlivymi jamkami liSit.

Pozn.5: MnoZstvi bunék v jamkdch bude uvedeno asistentem. V nékterych pripadech bude
zaddno stejné mnozstvi bunék pro vSechny jamky v jinych pfipadech se pocet bunék mezi
jamkami muazZe lisit.

9. Pridejte k bunkdam asistentem zadané koncentrace fluorescenénich ¢astic (pHrodo
zymosan nebo fluorescenéné znacené glukanové ¢astice) a desticky s burikami vlozte do
inkubatoru. Analyza fagocytdzy Castic po 24h bude soucasti nésledujici prace Fagocytoza
Cdstic makrofagy — [F].

Pozn.6: Pri prdci s fluorescencnimi reagenty je tfeba pracovat ve tmé (staci zhasnout), aby
nedochdzelo k zbytecnému vysvécovani (fotoblednuti).

6. Zpracovani vysledkl

Do protokolu vloZte vypocet mnozstvi bunék v zdsobnim roztoku (viz Hemocytometr-pravidla
pocitani bunék), soucasti by méla byt i fotka z mikroskopu pro kontrolu spravného pipetovani
a prace s hemacytometrem.
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Uvedte vypocet pro fedéni bunék do odpovidajici objemu kultivacniho média pro nasazeni
makrofagl do desticky.
Uvedte postup (vypocet) fedéni ¢astic.

7. Bezpecnostni pokyny

| kdyZ jsou linie J774A.1 a RAW 264.7 klasifikovany jako Biosafety level 1 (BSL-1; nizké

riziko), v laboratofich plati ptisnd pravidla:

1. Prace v pladsti a rukavicich: Ochrana pred kontaminaci vzorku i prfed expozici
kultivaénim médiim.

2. Likvidace biologického odpadu: Vse, co pfislo do kontaktu s burikami (Spicky, pipety,
desticky), musi byt odlozeno do nddob pro biologicky odpad a nasledné
autoklavovano.

3. Ochrana zraku: Pfi zapnutém UV svétle v boxu by nemél byt nikdo v mistnosti
(nebezpedi poskozeni rohovky)

8. Kontrolni otazky

1. Coto je fagocytoza?

2. Coje to hemocytometr?

3. Kdéemu se pouziva trypanova modi?

4. Jaké jsou zdsady prace v lamindrnim boxu?
Symboly a zkratky
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https://videos.thermofisher.com/detail/video/5765962892001/aseptic-techniques:-cell-
culture-basics (zaklady bunécéné kultivace)

https://www.youtube.com/watch?v=WWS9sZbGj6A (pouziti hemocytometru)
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