Zaklady kultivace bunék — cviceni (EMKB0311c)

Jméno a pfijmeni:
Cislo skupiny:
Studijni obor:
DEN 1
Napln cviceni:
. Sezndmeni se s laboratofti, BOZP, specifika prace s GMO, asepticka prace
. Pipetovani presnych objemu
. Vazeni za pouziti analytickych vah
. Redéni smési
. Zaklady aseptické prace v laboratofi
. P¥iprava medii (DMEM F12, RPMI):
o Vaieni
o Redéni
o Uprava pH
o Antibiotika

Teoreticka priprava

Pipetovani
Pipetovani pomoci automatické pipety slouzi k nasati presnych objem( kapalin a jejich
vypusténi do zvolené nadoby pfi nezménéném objemu.

Funkce automatické pipety:

Tlacitko automatické pipety ma tfi polohy. V klidu (vychozi poloha) je tlacitko v nejvyssi pozici
a lze jej postupné stladit ke kalibraéni zarazce (2. poloha). Pro pfimé pipetovani pfi nasavani
tekutin nejdfive stla¢ime pist do 1. polohy a ponofime Spicku pipety do kapaliny. Uvolnénim
pistu do vychozi polohy vznika podtlak, ktery umoznuje nasati pfisluSného objemu kapaliny.
Pro vypusténi kapaliny stla¢ime pist do 2. polohy, dojde tak k Uplnému vypusténi celého
objemu nasaté kapaliny.

Yychozi poloha 1. poloha 2. poloha

Zaklady kultivace bunék — cvic¢eni (EMKB0311c) 1



Pro nastaveni poZzadovaného objemu: Nastavime pipetovaci pist do vychozi polohy a pomoci
otdceciho mechanismu navolime pozadovany objem na Ciselniku.Na nékterych pipetach je
potifeba zmdacknout pojistku chranici pfed nechténym otocenim pistu.

V ramci pipetovani existuji tfi zakladni techniky:

P¥ima technika pipetovani doporucena pro vodné roztoky jako pufry, ztedéné kyseliny
nebo zasady (pipetovani reagens do roztoku).

Klidova pozice 1 2 3 4

Prvni pozice NE T NY T

Druha pozice J ™

Repetitivni technika pipetovani je doporuc¢end pro opakované ddvkovani stejného
objemu (pfidavani do zkumavek nebo na desticky)

Klidova pozice 1 2 3 4

Prvni pozice NE T NY T

Druha pozice N ™

Reverzni technika pipetovani se doporucuje pro pipetovani vzork(, které se
nepfridavaji nebo nemichaiji s jinymi roztoky. Tato technika predchazi riziku tvorby pény
a bublin a vyuziva se tedy pro pipetovani viskdznich roztokl a roztokl s tendenci pénit.

Klidova pozice | 1 2 3 4 5

Prvni pozice N2 N J ™

Druha pozice NJ N N T

Postup pipetovani (pfima technika):

vk wnN e

Nasadte na automatickou pipetu Spicku.

Stisknéte pist do prvni polohy.

Ponofrte Spi¢ku cca 2 mm pod hladinu pipetované kapaliny.

Pomalu uvolnujte pist az do vychozi polohy (pozor na vznik bublin ve Spicce).

Nasatou kapalinu pipetujeme do vybrané naddoby postupnym stisknutim pistu do prvni
a nasledné druhé polohy.

Stisknutim tlacitka odstranime Spicku do odpadni nadoby (v zavislosti na typu pipety
specialni tlacitko, nebo dalsi poloha hlavniho tlacitka).
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Vazeni

Princip metody vazeni na vahach

Tiha, plUsobici na misku vah je prevedena na elektrickou veli¢inu (nejcastéji je méren elektricky
odpor polovodi¢ového ¢lanku ve vahach zplisobeny zatizenim misky vah)

Typy laboratornich vah:

predvazky — vahy s vétSim rozsahem mérenych hodnot (desitky gramu az kilogramy) a
nizsi presnosti. Na predvazkach si mérené mnoistvi pfipravime a v pfipadé potreby jej
pak dovazime na presnych analytickych vahach

vahy presné — urcity mezistupen mezi predvazkami a vdhami analytickymi

vahy analytické — kvalitni vahy s velkou presnosti na cca 1/10000 mérené hmotnosti

Postup vazeni:

1.

Provede se kontrola vah, tj. kontrola Cistoty vah a kontrola vyvazZeni podle libely. Pro
pfipadné Cisténi se pouZiva Stétec. Vyvazeni se provadi setizeni polohy vah pomoci
otaceni matic na podstavci vah.

Zaznamenaji se Udaje o vaze, tj. typ, vaZivost a presnost.

Po zapojeni do proudu a spusténi vah se zkontroluje spravnost nulové polohy a pocet
desetinnych mist, na které vaha vazi.

Vazeni se navazi primym zplsobem za pouziti funkce TARA.

UKOL: OPAKOVANE PIPETOVANi PRESNEHO OBJEMU

Pomlcky: zkumavka (0,2 ml; 1,5 ml; 15 ml), H.0O, vahy laboratorni, vahy analytické, pipeta
0,1 ml, 1 ml a 10 ml, pfislusné Spi¢ky na pipety.

Opakované 5x napipetuj do pfislusnych zkumavek 0,01 mli, 0,5 ml 7 ml vody a zvaz.

Urci smérodatnou odchylku.

N
1 2
5= I xT)”
N -1 ;{ i)
Méreni | Méfeni | Méreni | Méfeni | Mérfeni | Prlmér | Rozptyl | Smérod.
1. 2. 3. 4. 5. Odch.
0,01
ml
0,5 ml
7 mi
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Pufry

Kritéria pro vybér vhodného pufru pfi biologickém vyzkumu

V soucasné dobé je zndma celd skala pufrl, které jsou vhodné pro rlizné biologické systémy.
Nicméné povédomost o vhodnosti/nevhodnosti pufri pro biologické experimenty neni tak
stard a saha teprve do roku 1966. Tehdy prof. Norman Good z Michigan State University
publikoval praci, kde predstavil kritéria vhodnych pufr a publikoval 20 rGznych pufra, které
témto kritériim odpovidaji.

Kritéria vhodnosti pufru dle Gooda:

e pKa (disociacni konstanta) mezi 6-8. pKa pufru by mélo byt mezi 6-8, protoze vétsina
biochemickych experimentud vyzaduje rozsah pH 6-8.

e Toxicita: Pufr nesmi byt vdaném biologickém systému toxicky.

* Rozpustnost pufru ve vodé: Pufr by mél byt vysoce rozpustny ve vodé.

e Omezend permeabilita biologickymi membranami: Vyznamnd prostupnost pufru
biologickymi membranami vede k disproporéni akumulaci pufru v subceluldrnich
prostorech. Biologické membrany nejsou permeabilni pro obojetné pufry (tj. pufry,
které nesou pozitivni a negativni nadboje na rdznych atomech molekuly, napf. MOPS
a HEPES).

e Inertnost: Pufr nesmi ovliviiovat studované biochemické reakce a interagovat
s kritickymi reakénimi komponentami. Ptiklad: citrat je cheldtorem vapniku, tudiz nelze
citrdtové pufry vyuzit pti reakcich, kde je jednou z komponent vapnik. DalSim
pfikladem jsou aminové skupiny v Trisu, které reaguji s DEPC (diethyl pyrokarbonat)
vyuzivanym pfti inaktivaci RN4z. Obdobné s DEPC reaguje HEPES. Proto v pufrech Tris
a HEPES nelze poutzit pisobeni DEPC.

e Minimalni vliv koncentrace a teploty na disociaci: To znamend, Ze pfi redéni
zasobniho pufru by nemélo dochazet k vyraznym zménam pH pufru.

e Chemicka stabilita: Pufry by mély byt pfi experimentalnich podminkach stabilni.

e Absorbance: Pufr by nemél vyrazné absorbovat UV pfi vinovych délkach, které jsou
vyuzivany napf. pro spektrofotometrické vyhodnocovani vzorku.

Priklady pufrt: HEPES, PIPES, fosfatovy pufr (PBS), smés kyseliny octové a octanu sodného.
Kultivac¢ni médium

Toto médium se svym chemickym sloZzenim a fyzikalnimi vlastnostmi snaZi co nejvice priblizit
pfirozenému prostredi v téle (in vivo), tedy télnim tekutindm (lymfé, krevni plazmé,
mozkomisnimu moku atd.). Musi se pfisné kontrolovat koncentrace soli a organickych Zivin,
hodnota pH, teplota prostiedi, ve kterém se vzorek vyviji, a mnoho dalSich faktor(. Velky diraz
se musi klast na sterilitu pouzivanych ndstroj(i, aby nedoslo ke kontaminaci dané kultury.

Castou soudasti Zivného média je sérum (fetalni bovinni sérum), které iniciuje buriky k déleni,
a tedy i rast celé kultury (dnes uzZ jsou k dispozici i média nevyzadujici doplnék séra). Dalsi
soucasti tohoto média jsou antibiotika, aby se pfedchazelo infekci, a tedy i zaniku celé kultury.
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UKOL: PRIPRAVA 50 ml KULTIVACNICH MEDIi M1 A PB1 (Proved a zapis)

Pomucky: kadinky, destilovand voda, vadhy laboratorni, pipeta 1 ml a 10 ml, pfislusné Spicky
na pipety, pH metr, DMEM/F12, NaHCOs, FBS inaktivované, Pen/Strep, RPMI 1640, laminarni
box, zkumavky 50 ml, injekéni stiikacky 20 ml, filtry 0,2 um.

M1 (kultivace mesenchymalnich kmenovych bunék):

DMEM/F12: na pfipravu 25 ml média navazime 0,3 g praskového média DMEM/F12 +
0,1 g NaHCOs, doplnime destilovanou vodou na objem cca 20 ml, roztok média
nechdme rozpustit, po zméfeni pH dorovndvame hodnotu pH na 7-7,2. Doplnime
objem média na 22,5 ml.

FBS (10%): Pridame 2,5 ml FBS do roztoku média.

Pen/Strep (1%): Pfiddme 250 pl antibiotika Pen/Strep.

PB1 (kultivace mononuklearnich bunék periferni krve)

RPMI 1640: na 25 ml navazime 0,26 g média + 0,1 g NaHCOs3, doplnime vodou na objem
cca 20 ml, roztok média nechdme rozpustit, po zméreni pH dorovndvame hodnotu pH
na 7-7,2. Doplnime objem média na 22,5 ml.

FBS (10%): Pfidame 2,5 ml FBS do roztoku média.

Pen/Strep (1%): Pfiddme 250 pl antibiotika Pen/Strep.

Navazeni, fedéni vodou a Uprava pH probihd standardné v laboratofi. Pridani FBS a antibiotik
probiha v laminarnim boxu za dodrzovani zakladl aseptické prace. Po namichani obou médii
filtrujeme média pomoci injekéni stfikacky a 0,2 um filtrd do novych popsanych 50 ml
zkumavek (Typ média, skupina, datum).
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