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Predmetom vyndlezu je pestovanie
Zivoéidngch buniek na mikronosiloch ami-
noderivatov celulazy v gulidkovej forme
tak, Ze animoderivat celulozy typu die-
tylaminoetylcelul&zy. dietylamino-2«hyd~
roxypropylcelulézy, alebo trimetylamo-
nium-z-hydroxypropylcelulézy vo forme
guliliek o veikosti 70 az 300 um sa po-
uZije ako pevuny nosié, na kterom sa pe-
stované bunky prichytévajé vo forme mo~
novrstvy. MoZno pracovai suspenznou tech-
nikou, pripadne rolerovou technikou.
‘Optimdlna vymennéd kapacita aminoderivétu
je okolo 1,0 mekv/g.

Vynélez mid vyuiitie v huménnej a
veterindrnej medicine pri diagnostike
‘roznych ochorenf, resp. pri priprave
roznych biologicky aktivnych létok,
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Vyndlez sa tyka spbsobu pestovania buniek in vitro ne mikro-~
nosidoch aminoderivdtov celuldzy.

Metdda pestovanie bunkovych kultir sa pouZiva jednak pri Sti-
diu zdkladnych otdzok v biologicko~lekarskych a veterinarnych obo-
roch ako st napr. diagnostika virusovych ochoreni Yudi a zvierat,
ako aj pri priemyselnej vyrobe rdznych biologicky aktivnych latok,
ako sd napr. Iudské a zvieracie virusové vakciny, interferdny,hor-
mény, enzymy, nukleové kyseliny a iné.

Pri priemyselnej priprave biologicko aktivnych ldtok je potrebné
napestovat obylejne velké mnozstvo bunkového substridtu. K tymto
i¢elom boli vypracované rdzne laboratdrne techniky pestovania bu-
niek (kultivdcia buniek v suspenzii ; pestovanie buniek rolerovou
“technikou; pestovanie buniek staciondrne ns povrchu kultivadngch
nddob) ako aj zariadenia pre velkokapacitné pestovanie buniek.
Najefektivnejsia technike velkokapacitného pestovania buniek in
vitro je rast buniek v suspenzii. Tymto spdsobom vo vhodnych za-
riedeniach je moZné zisket viac ako tisic litrov bunkovej suspen-
zie. V8etky bunkové kultiry vsak nie je moZné adeptovaf na pesto-
vanie v suspenzii. Na tento spbsob pestovania je moZné adaptovat
napr. bunky L (stabilnd bunkovd linia mySich fibroblastov), bun-
ky Hela (Tudské bunky karcindmu krika meternice), bunky BHK (sta-
bilnd bunkovd linia z oblidiek syrskeho Skredka) a dalSie. Vadsi-
nou sa jednd o bunkové kultiry so zmenenou sadou chromozdmov, kto-
ré dasto pri injekénej aplikdcii spbsobuji u experimentdlnych zvie-
rat nédory.
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Niektoré bunkové kultliry nie je moZné adaptovat ne rast
v suspenzii, lebo potrebuji k svojmu deleniu vhodny kultivalny
povreh, ne ktory sa prichytia a vytvédraji tu bunkovi jednovrstvu.
Vadsinou sa jednd o primdrne bunky ziskané z organov, tkaniv,
alebo.celych embryi rdznych Zivodichov (nepr. primdrne kuracie
embryondlne bunky; primdrne embryondlne mySie bunky) a diploidné
bunky, ktoré meji diploidny polet chromozdémov, napr. bunky LEP
(diploidné bunky ziskené z plic Iudského embrya) a daldie. Tieto
bunkové kultiry sa velkokapacitne pestuji staciondrnou technikou
vo velkyjch sklenenych kultivadnych nddobdch (napr. Roux flaSe
1 200 ml & 2. 000 ml) a niektoré je moZné pestovat vo valcovitych
nddobdch na ktorych sa bunkovd jednovrstva vytvdra po celej cylin-
drickej ploche horizontdlne sa otddajicej valcovitej nddoby (ro-
lerova technika),; ven Wetzel [ Nature 216, str. 64-65,(1967)]
ako prvy pou¥il pre rast primdrnych a diploidnych buniek mikrono-
side DEAE Sephadexu A 50, Principom pestova-
nia buniek na mikronosidoch je rast a vytvdranie bunkovej jedno=-
vrstvy na mikrogulidkéch, ktoré sa obvykle mieSaji v kultivaénom
médiu v 8pecidlnych suspenznych flaSiach alebo fermentoroch. Prie-
mer mikrogulidiek sa vé&Binou pohybuje od 100 aZ 300/um. Vyhodou
tohto spbsobu pestovenia je to, Ze mikrogulicdky na ktorych sa
bunky mno¥ia majd velkd kultivadnd plochu, Co dovoluje ziskat vel-
ké mnoZstvo buniek v malom objeme kultivadného média. (3 mg mi-
kronosidov Cytodex 1 : 1 ml média mé plochu
30 em? ; 1 g mikronosidov Cytodex 1 v 1 000 ml kultivedného média
méd plochu ako 327 Petri misiek o priemere 10 cm, alebo ako 21 ro-
lerovych kultivadnych nddob 1 000 ml).

Pri pestoveni buniek na mikronosidoch v suspenzii se ziska 2 aZ
4 krét védSie mmoZstvo buniek ako pri pestovani buniek staciondr-
nou technikou. Pestovanie buniek me mikronosidoch zniZuje prac-
nost pri velkokapacitnom pestbvani buniek, ndroky na pripravu
sterilného kultivadného skla, ndroky na médium, a tieZ zniZuje
mo¥nosti kontamindcie buniek. N.A. de Bruyne, B.J. Morgan[Amer.
Lab. 35, 251 (198117 uvddzaji stasnych vyrobcov mikronosiéove.
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Vyrobea Krajina Firemné ZloZenie Priemer
S oznalenie mikronosicov
/lm
Bio-Rad ~ USA Bio-Carriers polyaMrylamid 120 - 180
Flow Labs USA Superbead DEAE-Sephadex
| (dietylamino- 135 = 205
T ) etyl-dextran)
Lux USA Cytospere modifikovany -
T polystyrén 160 - 230
NUNC Dénsko Biosilon - modifikovany
: ' polystyrén 160 - 300
Pharmdcia BSvédsko Cytodex modifikovany
' Sephadex
(dietylamino- 160 - 230
etyl-dextrean)

Ceny uvddzanych komerdénych mikronosifov st velmi vysoké,
, o je ich hlavnd nevyhoda,
ktord obmedzuje ich 8irdie priemyselné aplikdcie. Tieto nedostat-
ky odstrafiuje pestovanie buniek podla vyndlezu.

- Podstata vyndlezu spoliva v tom, Ze ako mikronoside pre pes-
“tovanie buniek sa pouZiva gulidkovd forma aminoderivétov celuld-
zy typu dietylaminoetylceluldzy, alebo dietylamino-2-hydroxypro-
"pylceluldzy alebo trimetylaménium-2-hydroxypropyl_celuldzy s vy-
mennou kapacitou'O,B aZz 1,5 mekv/g s velkostou Castic 70 az BOO/um.

Mikrogulidky aminoderivatov celuldz pripravené podla A.O0. &G,

212 131 sa premyvaji cez nerezové sito z polyamidovej tkaniny o
velkosti pdrov 70 aZ 350 nm. Takto sa ziska frakcia mikroguliliek
o velkosti 70 aZ 350 ym. V sklenenej posilikénovanej nddobe sa
frakcia premyje fosfdatmi pufrovenym roztokom podla R. Dulbecca
(Proc. Nat. Acade. Sci. 38, 747, 1952) - roztok PBS-A v mnoZstve
100 a% 300 ml/g mikrogulidiek. Po sedimentdcii mikroguliliek na
dno nddoby sa roztok odsaje s opdtovne sa pridd roztok PBS-A

v mnoZstve 30 a% 50 ml/g mikrogulidiek. Potom sa mikrogulidky ste-
rilizujd autokldvovanim pri 120 %¢ po dobu 20 mindt. Pred pou¥i-

tim mikrogulidiek na pestovanie buniek sa roztok PBS-A odsaje
a pridd sa kultivadné médium zohriate na teplotu 37 °C v moZstve
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30 a% 50 ml/g mikroguliSiek.x Mikrogulidky se v kultiva&nom médiu
premie$aji a nechaji sa usadit na dno nddoby. Kultivaéné médium

sa odsaje a opéatovne sa pridd rovnaké kultivaéné médium v mnoZstve
10 a% 20 ml/g mikrogulidiek. Takto pripravené sterilné mikrogulic-
ky sa pouZiji na pestovanie buniek suspenznou technikou, rolero-
vou technikou, alebo na pestovenie buniek na mikronosiloch v ko-
18ne, kde mikrogulidky si vo vznose perfiziou kultivaéného médis
alebo plynu, obvykle 95 % vzduchu a 5 % oxidu uhliditého.

Bunkové kultiry sa pestujui na mikronosifoch aminoderivdtov celu-
1pzy v kultivadnych médidch pozostdvajlicich z anorganickych soli,
aminokyselin, vitaminov, koenzymov ako nepr. bazdlne Eaglovo mé-
dium, minimdlne esencidlne Eaglovo médium, médium RPMI 1640, mé-
dium CMRL 1969, médium 1999, médium Leibovitz 15, médium NTC 109

a daldie. llédium sa dopliiuje Zivodidnymi sérami sko napr. telacim
inaktivovanym sérom, fetdlnym bovinnym sérom, kuracim sérom a pod.
v koncentrdcii 1 a% 20 %. V niektorych pripadoch sa dopINajd médid
bielkovinnymi hydrolyzétmi ako napr. laktdlbuminhydrolyzit, sojo-
vy peptén, kvasnidny autolyzdt a daldie. Kultivadné médid maji
optimdlne pH v rozmedzi 7,0 a% 7,6,0smomolalitu 260 a% 350 mOsm/kg.
Teplota pri kultivécii kultlr na mikronosiloch aminoderivétov ce-
luldz sa pohybuje v rozmedzi 35 aZ 40 °¢, podla druhu bunkovych
kultir. V niektorych pripadoch sa pouZiva atmosféra 95 % vzduchu

a 5 % oxidu uhliéitého.

Priklad 1

Do suspenzne] flaSe s magnetickym mieS8adlom o objeme 500 ml
se pridd 150 ml Bazdlneho iaglovho média s 10 %hmotnostnymi trap-
téza fosfdtového bujdénu a s 10 % hmotnostnymi inektivovaného te-
Tacieho séra a 5 g mikronosida gulidkovej dietylaminoetylceluld-
zy o velkosti Zastic 70 aZ 300 ua a s vymennou kapacitou 0,3 mekv/g.
Potom sa inokuluje 1x10% a3 4x108 bunieke. Suspenzia buniek a mikro-
nosidov v kultivadnom médiu se mieBa magnetickym mieS8adlom (rych-
lost otddok 20/mindtu) po dobu 2 minity. Po tomto Sase sa mieSadlo
zastavi. V nasledujucich 4 hodindch sa kaZdd hodinu nechéd mieSat
suspenziou buniek a mikronosiov po dobu 2 mindt rovnakymi otac-
kami. Po 3tyroch hodindch sa pridd do kultivacnej nddoby 350 ml
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kultivadného média a dalej sa uvedie miedadlo do pohybu rychlostou
otédok 50/mindtu. Treti den kultivdcie sa vymeni 1/3 objemu kul-
tivadného média. Po vytvoreni bunkovej jednovrstvy (t.j. 5. az 7.
defi) sa bunky z mikronosifov uvolnia 0,25 %-nym roztokom trypsinu
a spocitaji sa v Burkerovej komdrke.

‘Priklad 2

Pri pouiiti rolerovej techniky pestovenis buniek na mikrono-
gicoch se do valcovitej nddoby o objeme 2 000 ml pridd kultivadné
- médium v mnoZstve 200 a% 500 ml a mikronosica dietylamino-2-hydro-
xypropylceluldzy o vymennej kapacite 1,5 mekv/g v mnoZstve 0,5 a¥
20 g/ml média. Potom se inokuluje bunkovéd kultlra v mno¥stve 1x10°
8x10” buniek/ml média. Po dobu piatich hodin sa nechd vilcovi-
néddoba otdcat v horizontdlnej polohe v roleri rychlostou 0,5
8 otdcCok za hodinu. Po tomto. dase ddjde k prichyteniu buniek
na mikronosié. Potom sa nechd valcovitd nddoba dalej otddat v ro-
leri aZ do vytvorenia bunkovej jodnovrstvy na kultivadnom povrchu
nddoby a mikronosidoch. Bunky z kultivadnej nddoby a z mikronosi-
¢ov je moZné priamo infikovat virusom, pripadne ich pouzit na pri-
pravu inych biologicko aktivnych ldtok. V pripade potreby je mo¥-
né polas dlhodobej kultivdcie vymiedlat kultivadné médium.
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Priklad 3

Postup podle prikladu 1 s tym rozdielom, ¥e ako mikronosid
sa pouzije gulickovd dietylamino-2-hydroxypropylceluldza s vymen-
nou kapacitou 1,0 mekv/g a velkostou dastic 70 aZ 250 .

Priklad 4

Postup podla prikladu 2 s tym rozdielom, ¥e ako aminoderivit
celuldzy sa pouZije gulilkovd trietylaménium-2-hydroxypropylcelu-
16za o vymennej kapacite 0,9 mekv/g a s velkostou dastic 70 a¥
250 yme
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Vyndlez md vyu¥itie v3ade kde sa pestuji laboratdrne alebo
priemyslovo ZivodiZne bunky &i uZ pre disgnostické uUdely alebo
pre Udely priemyslovej vyroby réznych biologicky aktivnych létok
ako s Tudské & zvieracie virusové vakciny, interferény, hormény,
enzymy, nukleové kyseliny a iné. ' '
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Spbsob pestovania buniek in vitro na celuldzovych mikronosidoch
vo forme mikroguliéieic, vyznadeny tym, Ze ako mikrono-
sié sa pouZiva aminoderivdtov celuldzy typu dietylaminoetylcelu-
18zy alebo dietyamino-2-hydroxypropylceluldzy alebo trimetylamd-
nium-Q?.-hydroxypropylcelulézy s vymennou kapacitou 0,3 aZ 1,5
mekv/g a velkostou astic 7O aZ 300 pee
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