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 Vynalez se tyka Zivného prostfedi pro bunétné -
- a tkaniové kultury obsahujiciho ristové proteiny

: krevniho séra.

. Soudasti vétSiny Zivnych prostiedi pro Zivocisné
bunééné a tkafové kultury je krevni sérum. Bezsé-
rovéa prostfedi lze zatim uZivat jen omezen& pro
pestovaiu stabilnich linii; sloZky téchto prostiedi,
napr fibronektin, transferin a epidermélni riistovy
faktor j jsou zdroveil velmi drahé. Sérum obsahuje

- ovéem Fadu sloZek, zejména ze skupiny lipoprotei-
ni, které inhibujf rist bun&k nebo buiiky morfolo-
- gicky ¢&i fysiologicky poskozuji. VétSinou lze uzit

i k péstovani fysiologicky nepoSkozenych bunék

. mimo organismus pouze Zivné prostfedi s fetdlnim

- sérem, které obsahuje jen stopy inhibujicich kom-
. ponent. Celosvétové i unds je ale nej jdostupnéjsiho

z fetdlnich sér — teleciho séra plodu — chronicky

- nedostatek i pfes to, Ze je velmi drahé.
Riistové proteiny teleciho séra se podobaji
" obsahem vysokomolekuldrnich riistovych faktord
\ fetdlnimu séru; predpokladem oviem je, aby bylo
| pfi jejich vyrobé uZito jako vychozisuroviny sérum
' sajicich telat ve stdfi do 6 tydnd, které md
" minim4lni obsah inhibujicich sloZzek. Dnes takova
. zvifata nejsou a nebudou k dispozici. Sérum
; star§ich zvifat obsahuje jiZ znaéna mnoZstvi inhibi-
! tor®y, které dosud pouZivanou technologii odstranit
nelze Kolisani obsahu a kvality inhibitort v séru
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u¥ivaném’ k piipravé ristovych proteini se pak
projevuje ziskdvanim nestandardniho produktu,

'ktery nemiiZe byt &asto ani komer&ng distribuovan.
© Zivné prosttedi, které je z riistovych proteini

vyrabeno a komeréné distribuovdno, obsahuje

2% 2

- zarovefi hydrolysat mlééného albuminu, ktery je '

mimofddné nestandardni slozkou, protoZe kazda
SarZe ma jiné sloZeni.
Podstata Zivného prostfedi pro buné¢né a tkafio-

- vé kultury s rastovymi proteiny krevniho séra
. spociva v tom, Ze obsahuje pouze ty vysokomole- |

kuldrni slozky, které jsou nezbytnymi riistovymi ‘
faktory bunék a tkani p&€stovanych mimo organis-
mus. Jde tedy o Zivné prostiedi pro bunétné
a tkatiové kultury obsahujici réistové proteiny

. krevniho séra a ostatni bézné nizkomolekuldrni
slozky chemicky definovaného Zivného prostiedi,

vyznadujici se tim, Ze obsahuje 0,4 az 10,0 hmot.

' % sérovych proteint zbavenych lipoproteinil a po- ‘

| zhistavajicich z 38,0 az 52,0 hmot. % albuminu,

' 12,0 az 22,0 hmot. % alfaglobulinii, 11,0 az 23,0 :
' hmot. % betaglobulini a 15,0 az 25,0 hmot.

" % gamaglobulini. Nové vypracovany technologic-
" ky predpls ptipravy riistovych proteinil totiZ zaru-

¢uje ptipravu produktu, z néhoz jsou odstranény
viechny vysokomolekuldrni komponenty séra inhi-
bujici riist bun&k a tkani. Metoda je tak G¢innd, Ze
umoziiuje vyuZiti nejen teleciho, ale i hovéziho
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séra. V tom spoéwa]l hlavn{ vyhody piipravy
ristovych proteind krevniho séra podle tohoto
vynalezu: a) teleciho séra je nedostatek, i kdyZ jde
o séra zvifat pomé&rné& starych a dokrmovanych;
hov&ziho séra bude dostatek; b) kvantitativni
vytéZek produktu je v priiméru asi o 1/4 vy¥§i pfi |
uZiti hové€ziho séra ve srovnani se sérem telecim, |
coZ se nutné musi projevit ve sniZeni vyrobnich
ndkladi nového vyrobku; c) riistové proteiny
hovéziho séra neni nutné kombinovat s hydrolysa-

tem mlé&ného albuminu, jsou stejné G&innéivpln€ -

definovaném mediu, jako je napf. minimédlni es-'
sencidlni medium Eagle (MEM). i

Pfiklad provedeni ()ako pi"iklad uvedeno sérum '

hovézi):

Krev ze zdravych zv1fat ne star§ich 2 roky, se l
odebere pokud moZno asepticky a uchovéva se'
v chladnici aZ do pfipravy séra. Sérum se oddéli | ‘
v priitokové odstfedivce a na 10 000 ml séra se |
ptida 3 000 g siranu amonného p. a. Po rozpuﬁténi'i
sfranu amonného se smés nechd 20 hod. stét |
v chladnici. Vznikl4 sraZenina se oddéli filtraci pfes '
promyté, dvojité, papirové filtry; filtruje se:
v chladnici. SraZenina se dialysuje nejprve proti .
proudici vodovodni vod€, pozdé&ji proti deminera-
lizované vodé ph 4 °C. Po dialyse musi byt vrozto- :
ku proteinil zkouska na obsah siranid negativni pfi
zkouseni chloridem barnatym. Roztok vychlazeny
na 4 °C se centrifuguje pfi2 000 ot./min. 90 minut.
Vysledny ¢&iry roztok je souddsti A produktu.
Sediment se vyhazuje. Roztok zbyvajici po piivod-
ni filtraci pfes papirové filtry se srdZi siranem
amonnym déle (na 10 000 ml 3 000 g), nech4 se
stat v chladnici 20 hod. a filtruje se jiZ uvedenym
zplisobem. SraZenina se dialysuje stejné jako &ast
A produktn, zkousi se na siranové ionty a je-li
zkouska negativni a roztok zcela &iry, ziskdva se
¢ast B produktu. Obé€ &ésti se smichaji a vysledny
roztok se lyofilisuje. Tim se ziskd produkt, ktery
neztraci biologickou aktivitu nejméné 2 roky pfi
skladovédni pfi 4 °C. PouZivd se v koncentraci
0,4—10,0 % (hmotnost na objem) ve vhodném
chemicky definovaném Zivném prostfedi, obsahu-
jicim pouze nizkomolekuldrni sloZzky a voleném
podle typu péstovanych bunék &i tkdni. Vyhodné je
také pouZiti vysokokapacitniho ustrojného rozto-

ku, nap¥. N-2-hydroxyetylpiperazin-N'-2-etansul-
fondt sodny (HEPES-Na) jako souddsti média, .
nebot je tim zaji§téno dlouhodobé udrZovéni
optimélni a konstantni hodnoty pH Zivného rozto-

ku. Zékladni médium s $irokym rozsahem pouZiti |
‘je zaloZeno na.definovaném roztoku MEM do-
plnéném ristovymi proteiny krevniho séra
;a HEPESem, jak je uvedeno v nésledujicich
| pfikladech:

Pfiklad sloZeni média 1. UZivd se pro hetero- <

[ploxdm linie a pro Zerstvé explantované délivé
| buriky.

Ingredience mg |
Ristové proteiny

krevniho séra 4 000,00
HEPES-Na 5 200,00 '
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. 1-arginin. HCI 7 126,98 |
. 1-cystin 24,00
! 1-glutamin 292,00 ,
1-histidin. HCL. aq. 41,98
1-isoleucin 52,00 !
1-leucin 52,00
1-lysin. HCI 72,48
1-metionin 15,00
1-fenylalanin 132,00
1-threonin 48,00
1-tryptofan 10,00 |
1-tyrosin 36,00 ;
1-valin 46, Og
cholinchlorid +1,01
destilovand + demineralizovand g
vodado 1 000,0 ml /}
Kys. listova 1,00,.2
i-inositol 2,00
nikotinamid 1,00
Ca-pantothenat 1,00
_pyridoxal. HCI 1,00
riboflavin 1,00
thiamin. HC1 1,00 :
chlorid sodny 8 000,00
| chlorid draselny 400,00
chlorid vapenaty 140,00 .
siran hofeénaty 98,00
fosforeénian sodny sek. 48,00
* fosforeéiian draselny prim. 60,00
glukosa : 1 000,00
“kyself uhli¢itansodny 750,00 |
fenolova gervent 10,00

Priklad sloZeni média 2 Pro Eerstvé explantova-

'né diferencované buiiky, ndro&né lidské diploidni |

linie, nap¥. RS4, pro buriky lidskych plodovych vod
a pro dalsi buiiky ndro¢né na vyZivu je nutné zvysit
koncentraci riistovych proteinti krevnitho séra na
10 000,0 mg na 1 litr a ve vyjime¢nych pfipadech
aZ na 100,0 g na 1 litr. Médium je nutné soucasné
doplnit o nésledujici ingredience:

|

|

"

mg
1-serin 10,50
1-prolin* 11,30
1-asparagin 66,00
beta-alanin 8,90
kys. glukuronova 10,00
uridin 5,00
thymidin 2,50
Na-pyruvat 55,00
biotin 1,00
adeninsulfat 10,00 '
kys. p-aminobenzoova 1,00 |
taurin 1,00 f[
cholinchlorid 9,00 | .
beta-glycerofosf4t 1,00 |
0-fosfoetanolamin 2,00
alfa-tokoferolfosf4t-Na, 1,00

Vhodnost uvedeného Zivného prostfedi byla |
ovéfovdna na 5 nezdvislych pracovitich za pouZiti -
téchto typi kultur: a) stabilni bun&éné linie: Hel a, -
BHK, MDA, neuroblastom Cl1300; b) lidské di- |
ploidni linie: LEP 19 a RS4; c) Cerstyg explantova- ’
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' né buiiky: kufeci fibroblasty, chondroblasty, gliové 1. pasaz 1,7 x 107 1,9 x 107
buiiky, neurony, buiiky lidskych plodovych vod 2. pasaz 1,9 x 107 1,9 x 107
a bufiky opitich ledvin. Pro kaZdou z uvedenych 3. pasédz 1,8 x 107 1,8 x 107
skupin je ddle zaznamenén piiklad kvantitativniho S - T o
vyhodnoceni rstu bunck v médiu ‘s ristovymi Hodnoceni riistu &erstvé explantovanych kufe-
proteiny a v médiu se sérem: cich fibroblasti (c)
* Hodnoceni ristu lidskych heteroploidnich bu- Podet bunék v kultuie po 7 dnech riistu
¥ n&k HelLa (a)
’ ‘ médium
. Podet bunék v kultufe po 7 dnech ristu ‘ s riistovymi médium s 10 %
: . proteiny teleciho séra
‘médium
s ristovymi médium s 10 % 1.-pasadz . 2,6 X107 2,3 x 107
proteiny teleciho séra 2. pasaZ 1,6 x 107 1,5 x 107
' 1. pasaz 4,1 x 107 4,5 x 107 ' Jak vyplyva z uvedenych pfikladd, jsou vysledky
2. pasdZ 4,2 x 107 . 43 x107 kultivace bun&k v Zivném prostfedi s ristovymi
3. paséZ 4,4 x 107 4,6 x 107 . proteiny krevniho séra vyrobeném podle tohoto
vynélezu prakticky shodné s vysledky kultivace
Hodnoceni riistu lidskych diploidnich bunék (b) bunék nejen v prostfedi s telecim sérem, ale

i s fetdlnim telecim sérem u ndro¢néjsich bunéc-

Podet bunék v kultute po 7 dnech riistu nych typi. Vyrobni néklady prostfedi s riistovymi
proteiny jsou vSak podstatné niZsi neZ vyrobni

médium médium s 10 % naklady Zivného prostfedi s fetdlnim sérem. Zaro-

s riistovymi fetdlniho teleciho veii lze ristové proteiny vyrobit v dlouhodobé

proteiny séra ‘ skladovatelné formé a praktlcky neomezeném
: " mnoZstvi.

PREDMET VYNALEZU

[ Zivné prostiedi pro bun&tné a tkdilové kultury, zbavenych lipoproteind, pozﬁsiévajicich z38,0az |
. obsahujici rtistové proteiny krevniho séra a ostatni 52,0 hmot. % albuminu, 12,0 aZz 22,0 hmot.
- b&#né nizkomolekuldrni sloZky chemicky defino- % alfaglobulind, 11,0 aZ 23,0 hmot. % betaglobu-
“ vaného Zivného prostfedi, vyznacujici se tim, Ze lint a 15,0 aZ 25,0 hmot. % gamaglobulind. ;

;,obsahuje 0,4 a7 10,0 hmot. % sérovych proteinii
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