Ziditaju sunu kulturas
levadlekcija




Kursa plans

Kursa merkis ir sniegt pamatzinasSanas par Stnu un audu kultiru iegusanu,
kultivesanu, pavairosanu un raksturosanu, ka ari standarta audu kulturu laboratorijas
iekartam un darbibam. Kursa tiks paraditi Sunu un audu kulturu saskares punkti ar
citam zinatnes nozarem (medicina, I,<Tmija, fizika). Kursa uzdevums ir sniegt izpratni
par ziditaju Sunu un audu kulturu dazadiem pielietojumiem.

1. Stnu un audu kultivé$anas principi, L2

2. Stinu kultdru laboratorijas iekartojums un
standarta darbibas, L4, Ld4

3. Stinu kultivé$anas process, reagenti un
materiali, L4, Ld4

4. Stinu kulttiru raksturo$ana, L4

5. Stinu un audu kulttiru pielietojumi, L6, S4
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Kursa prasibas

Studentu semestra vertejumu veido:
- rakstveida eksamens (50 %),
- referats (30 %),
- laboratorijas darbu (4) apmeklejums un
uzdevumu izpilde (20 %).
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Macibu pamatliteratura

Selga, Turs. Stinu biologija. LU Akadémiskais apgads, 2008
Alberts, Bruce et al. The Molecular Biology of the Cell, 4th Edition, 2002
Cheryl D. Helgason, Cindy L. Miller. Basic cell culture protocols. Humana Press, 2005

Papildliteratura

Freshney, R. lan, Pfragner, Roswitha. Culture of Human Tumor Cells. Wiley, 2005.
Berthiaume, Francois; Morgan, Jeffrey. Methods in Bioengineering: 3D Tissue
Engineering. Artech House, 2010.

Periodika un citi informacijas avoti

1. The Proceedings of the National Academy of Sciences USA (PNAS)
Biological Sciences
http://www.pnas.org/

2. Cell
http://www.cell.com/
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1. temats: Stinu un audu kultivé$anas principi — Dr.Janis Ancans (marts)
(L2)

2. temats: Stinu kulttiru laboratorijas iekartojums un standarta darbibas
— Eriks Jakohsons (16.02.2012. un 23.02.2012.) L4, Ld2

3. temats: Stinu kultivé8anas process, reagenti un materiali — Dr.Inese
Cakstina (9.02.2012.) un Dr.Janis Ancans (marts) L4, Ld2
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Lekcijas plans

Iss ievads par ziditaju $tinu kulttiram

Reagenti

Sanu vides

Sénu un audu vides bez seruma

Serums: ta veidi, izcelsme, pielietojumi, priekSrocibas/trukumi
Galveno seruma proteinu funkcijas, iespejas tos aizvietot
Kimiski definetas barotnes piedevas un seruma aizstajeji

Wednesday, February 8, 2012



Prokaryotic cell Eukaryotic cell

Kopejs
Plasma membrane . o -
cutoplesm— 1 iSie s LML)  DNS - prokariotos lokalizéts
Nucleoid region £ g W nukleoida rajona (nenorobezots);
Nucleus—= v it a . A K
eikariotos lokalizeta ar membranu
norobezota kodola

Ribosomes

Plazmas membrana - fosfolipidu slanis,
kas atdala Sunu no apkartejas vides;

10-100 - S P
2 importa un eksporta materialu selektiva
http://www.phschool.com/science/biology_place/biocoach/cells/common.html b a rj e ra
Citoplazma - citozols, organellas un citas Ribosomas - organellas, kuras notiek
da!ilgas, kas suspendetas taja proteinu sinteze

Atskirigais

Siainas iek$éjas vides strukttira un uzbiive
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Zidita ju unu kulturu pielietojums
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Ziditaju sunu kulturu pielietojums

' MADb producesana, hibridomu veidosana

Cells Fuse into

a Hybridoma

Antibody-producing - Cancerous
Plasma Cell | Plasma Cell

Monoclonial Antibodies

http://2.bp.blogspot.com/_ck14E7ECiVQ/SMTXf7fojsI/AAAAAAAAAAs/PTWtbHzBBWM/s320/Hybridoma-+technology.gif
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Ziditaju sunu kulturu pielietojums
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Ziditaju sunu kulturu pielietojums

Audu inzenierija

http://www.smashinglists.com/wp-content/uploads/2010/04/mouse-ear.jpg

http://biomed.brown.edu/Gourses/BI108/BI108_2007_Groups/group12/TEModelLarge.jpg
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Ziditaju sunu kulturu pielietojums

Maksligie organi

http://bioartificialorgans.net/images/bio-artificial-organs.jpg

http://zapp5.staticworld.net/images/article/2011/07/stem_cell_windpipe-5193539.jpg
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1ditaju Sunu kulturu pielietojums

http://www.ddw-online.com/img/32/800/600/0/0/high-throughput-screening-high-
content-screening-primary-and-stem-cells.jpg
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Ziditaju sunu kulturas vs. Dzivnieki

PriekSrocibas
-konsekvence un atkartojami rezultati

-noteiktu komponentu ietekme uz specifiskiem Suinu tipiem
(piem. aknu Sunas)

-izvairisanas no piesarnojuma
Trukumi
-sunu raksturlielumi var mainities (augsana un biol,dmiskie faktori)

-Sunam japiemerojas citam baribas vielam

Wednesday, February 8, 2012



Siinas ka galaprodukti

-maksliga ada
-maksligie organi (b-
Suinas (aizkunga dz.)
hepatociti (aknas)
-limfociti
-genu/sunu terapija

Ziditaju sunu kulturu produkti

Stinu galaprodukti

-AugsSanas hormoni (NGF, EGF)
-Proteazes (urokinaze u.c.)
-Hormoni (Hum GF, insulins utt.)

-MAD (viena tipa specifiski saisto$a av,
izmantojami diagnostika un ka terapeitiskie
agenti)

-Vakcinas (ciicinas, dzeltenais drudzis
utt.)

-Rekombinantie glikoproteini
(Citokini) Interferoni (blol,(é virusu
replikaciju), asisns recesanas faktori (Viil, I1X),
glikoproteinu hormoni , EPO
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1ditaju sunas

No saistisanas neatkarigas (suspensijas sunas):

-asins sunas
-dazas veza sunu lnijas

Adherentas sunas:

-nepieciesama virsma, kas atbalstitu sunu augsanu
-primaras sunas
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Kultivesana

Kultivesanas trauki: audu kultivesanas flakoni, plates, bioreaktors
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Kultivesana

Kultivesanas trauki: audu kultivesanas flakoni, plates, bioreaktors
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Kultivesana

Kultivesanas trauki: audu kultivesanas flakoni, plates, bioreaktors
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Kultivesana

Kultivesanas trauki: audu kultivesanas flakoni, plates, bioreaktors
KultiveSana vides: DMEM, MEM, RPMI utt.

CO, inkubators: 5 — 10%; pH 6,9 — 7,4; 37 °C

Sterilizacija — filtresana

Uzglabasanai N, vai ultrazemas temperaturas frizeri
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Vides

* Oglhidrati
energijas avots glikoze (4-5g/L), fruktoze

e Aminoskabes (0.1-0.2mM)
obv prekursori, glutamins (2-4mM)

e Sali (buferi): K, Mg, Ca
izotoniski, osmolaritate 300 mOsm/L; PBS, HEPES

e Vitamini (mM) un hormoni
Metabolisma kofaktori

e Fenola sarkanais
Indikators, pH 7.4 (sarkans)
7.0 (oranzs), 6.5 (dzeltens)
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Inorganic Salts (g/liter) Vitamins (g/liter)
Choline Chloride 0.00400
CaCl2 (anhydrous)  0.20000 Folic Acid 0.00400
Fe(NO3)3-9H20 0.00010 myo-Inositol 0.00720
MgSO4 (anhydrous) 0.09770 Nicotinamide 0.00400
KCl 0.40000 D-Pantothenic Acid 0.00400
NaHCO3 1.50000 (hemicalcium)
NaCl 6.40000 Pyridoxine-HCI 0.00400
NaH2PO4-H20 0.12500 Riboflavin 0.00040
Thiamine-HCI 0.00400
Amino Acids (g/liter) Other (g/liter)
L-Arginine- HCI 0.08400
L-Cystine-2HCI 0.06260 D-Glucose 4.50000
L-Glutamine 0.58400
(L}lﬁ‘i;‘f S ey %?034()2%00 Phenol Red, Sodium Salt  0.01500
L-Isoleucine 0.10500
[-Leucine 0.10500 Sodium Pyruvate 0.11000
L-Lysine-HCI 0.14600
L-Methionine 0.03000
L-Phenylalanine 0.06600
L-Serine 0.04200
L-Threonine 0.09500
L-Tryptophan 0.01600
L-Tyrosine-2Na-2H20 0.10379
L-Valine 0.09400
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Vides papildsastavdalas

Natrija bikarbonats

S@inu metabolismam nepiecie$ami nelieli oglekla dioksida (CO,) daudzumi, lai tas varetu

normali augt. Stinu kultivé$anas vidés bikarbonata joni ir vienada daudzuma ar oglekla
dioksida joniem. CO, brivi sklst vide un reagejot ar taja esoso udeni veido karbonskabl

Sainam augot un metabollzejot tas razo arvien vairak CO,, vides pH samazinas nobidot
zemak redzamo reakciju pa labi:

H,0 + CO,~— H,C0, «— H* + HCO,"

Otpimalais pH ir robezas no 7.2 lidz 7.4 un to var regulét pievienojot videi natrija
bikarbonatu un regulejot gaisa esoso C0, daudzumu (tapec mes izmantojam CO, nevis

parastos termostatus) ka paradits vienadojuma:

H.,0 + CO, + NaHCO; «— H* + Na* + 2HCO;"

Parasti izmanto 1.2 [idz 2.2 g/l natrija bikarbonatu inkubatoros ar 5%C0, un 3.7 g/l pie 10%
CO, sastava inkubatora gaisa.
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Vides papildsastavdalas

HEPES buferis ir vel viena bufersistema, ko izmanto sunu kulturu vides, lai normalizetu vides
pH. Tomer HEPES var but toksiskas dazam diferencetam sunu linijam, tapec ta efekts
japarbauda pirms lietoSanas.

L-glutamins

L-glutamins ir neaizvietojama aminoskabe, kas nepiecieSama gandriz vidu ziditaju un insektu
$anu aug$anai kulttrd. To izmanto ka energijas avotu proteinu raZo$anai, ka ari
nukleinskabju metabolisma. L-glutamins ir nestabilaks ka citas aminoskabes. Ta
noardiSanas atrums ir atkarigs no produkta uzglabasanas apsték!iem, ilguma un pH.
L-glutamins biezi vien tiek pievienots videi atseviSki, jo, ka jau minéts skidra forma, tas ir
nestabils.

Sanu kulttiras L-glutamina daudzums varié@ no 0.68 mM vidé Medium 199, lidz 4 mM
DMEM’a. Vajadzetu but uzmanigiem ar L-glutamina likSanu klat papildus videi. L-glutamina
degradacijas rezultata uzkrajas amonijaks, kas var atstat nelabveligu iespaidu uz Stinam.
Amonjaka toksicitate ir daudz graujosaka sunam, ka L-glutamina nepietiekamiba.
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Vides papildsastavdalas

Aizvietojamas aminoskabes (Nonessential amino acids)

Visas sunu kulturu vides satur neaizvietojamas aminoskabes, ka ari cisternu, glutaminu un
tirozinu. Parejo aizvietojamo aminoskabju (alanina, aspargina, glicina, glutaminskabes, prolina,
serina un asparginskabes) pievienosana sunu kulturu videi atvieglo Stuinu metabolisko slodzi, ka
rezultata uzlabojas Suinu porliferacija.

Natrija piruvats

Piruvats ir glikolizes starpprodukts, ka ar1 pirmais Embdena-Meijerhofa cela komponents Tas
var brivi parvietoties no vides Suna un otradak. Ta plewenosana videl kalpo gan ka energuas
avots, gan ka oglek!a skelets anabolisko procesu laika. Stinas piruvata metabolisma laika
veidojas C02, kas aiziet atmosfera, un vide veido bikarbonatu. Natrija piruvatu pievieno lidz 1
mM vairuma vides. Tas ir paaugstinats Leibovitz’s L15 vide, lai varetu kultivet sunas C02 briva
vide.
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Piedevas

Antibiotikas un pretsenu preparati

-Penicilins G (100 U/ml) inhibe G+ baktérijas = ° ..~ o
TG e

1.1 0&7[0 OLLO’?H
-Streptomicins (50 mg/L) G+ un G- ,FOI o

-Amfotericins B (25 mg/L) pretsenisu preparats

-NepiecieSamiba — bakterijas (tD 30 min) aug atrak ka ziditaju
sunas, kuram normals dubultoSanas laiks ir sakot no 24 h
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Piedevas

Serums

Plazmas da!a, kas palikusi pec asins sarecesanas, kuras laika
plazma esosais proteins fibrinogens tiek parveidots par fibrinu, kas
paliek recekli

FBS iegust no tela augla asinim kautuves izmantojot sleégtu sistemu

Izmanto tapéec, ka zems antivielu [imenis un satur daudz augsanas
faktorus

Galvenais FBS komponents ir albumins (BSA)
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Seruma iegusana

Aseptiska asins savakSana

Asins sarecesana

Centrifugesana, lai atdalitu serumu

Seruma sasaldesana pirms turpmakas apstrades

Daudzpakapju filtresana, kas nosledzas ar 0.1 pym membranu filtru
izmantoSanu

Kvalitates kontrole athilstosi sertificeta produkta prasitbam

Analizes sertifikats satur informaciju par: filtresanu,

valsti, kur serums ieguts, testiem, kuros parbaudit Sunu augsana,
mikrobu tiribas testi, mikoplazmas un virusu skrinings, endotoksinu,
hgb, IgG un kopejo proteinu analizes
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Piedevas

Serums

-Proteini (immunoglobulini, albumini, transferini, fibronektins)
-Augsanas faktori

-Insulins (glikozes uznemsanai)

-Steroidi

-Minerali (Fe, Cu, Zn, Se)

-Augsanas inhibitori
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Seruma izmantosana

Komerciali pieejams no daudziem razotajiem

Teste katru loti, ja ta mainas, tad izmanto 50% ieprieksejo loti+ 50%
seruma no jaunas lotes

Uzglaba sasaldeta veida — komponentu stabilitate
Nogulsnes pie atsaldeSanas ir normala paradiba un neietekme
seruma kvalitati. Nogulsnes var likvidet centrifugejot 5 min 400 x g.

Lai izvairitos no nogulsnem, seruma atsaldesanu veic pie 2 lidz 8
gradiem un alikvote
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Piedevas

Seruma aizvietotaji

Specifiski Sunu tipiem: insulins, transferins, B27, Na selenits utt.

Bezseruma vides

Nepieciesamas papildus piedevas atkariba no sunu tipa: insulins,

W — ] ] = u
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Sunu izpete Latvija
PSKUS STC — g
LU BF BBML / MF X A
BMPC
0SI
Inovativo biomedicinas tehnologiju centrs
RSU?
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Pateicos par uzmanibu!
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