Zaklady kultivace bunék — cviceni (EMKB0311c)

Jméno a pfijmeni:

Cislo skupiny:

Studijni obor:

DEN 2

Napl# cviceni:

e Typy inkubatort, plyny

e Typy kultur (pfisedlé, suspenzni)
e Rozmrazeni bunék: prisedlé

e Centrifugace

e Pocitani bunék

e Sazeni bunék na kultivacni misky

Teoreticka priprava

Centrifugace

Centrifugace slouii k rozdéleni &astic pomoci odstiedivé sily. Casto jde o urychleni
sedimentace. Zatimco pfi sedimentaci se Castice rozdéluji podle své hustoty vlivem
gravita¢niho zrychleni, pfi centrifugaci na né pusobi mnohem vétsi odstredivé zrychleni.
Rozdéleni smési proto probiha mnohem rychleji. Zakladni matematické vzorce:

Vztah pro vypocet relativniho centrifugac¢niho zrychleni: RCF =11, 18 x 1076 x r x RPM 2

Vztah pro vypocet poctu otacek za minutu pro znamou hodnotu RCF:

RCF

RPM = |———
rx11,18x10"%

kde RPM je pocet otacek rotoru za minutu, r je vzdalenost mista od stfedu rotace (zavisi na
typu rotoru), a RCF je relativni centrifugacni zrychleni (¢islo bez rozméru) — udava kolikrat je
zrychleni vyvolané rotaci vys$si nez gravitacni zrychleni Zemé.

Diferencialni centrifugace:
sopakovana centrifugace se zvy3ujici se rychlosti
*na zakladé hustoty a velikosti astic

Priklady metod centrifugace:

bunééna otatky  das
komponenta [xg] [min]
e Hustotni centrifugace (izolace bunky (eukaryoricke) 1000 5
. chloroplasty, bunétné 4000 10
PBMC na Ficoll-Paque) membriny, jidra
mitochondrie 15 000 20
e Diferencialni centrifugace (viz Iysosomy, bakieriilni 30000 30
membriny
Obréaze k) ribosomy 100 000 180
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MIKROSKOPIE — RELIEFNi KONTRAST (RCH)

RCH mikroskopie je zplisob pozorovani v prochazejicim svétle mikroskopu, vhodny pro
studium malo kontrastnich objekt(, napf. neobarvenych Zivych bunék. Monochromaticky
svazek paprskU stranové clonény posuvnou /reliéfni/ clonou, osvétluje pozorovany predmeét
a vytvafi tak jeho reliéfni obraz. Kondenzor spolecné s osvétlovaci soustavou je navrZen tak,
aby bylo dosaZzeno optimalniho reliéfniho efektu

Biirkerova komurka:

Birkerova komurka je specialni podlozni sklicko. VyuZiva se pfi stanovovani poctu bunék
VvV suspenzi.

1. K50 ul dobfe promichané bunécné suspenze se prida 50 ul roztoku trypanové modfi.
Vzorek je nutné zméfit do 3-5 minut od pfidani trypanové modfi.

2. Suspenze se dobre promicha a pomoci 10 pl automatické pipety se ji naplni obé
poloviny Biirkerovy komurky (vzorek pipetujte na hranu kryciho skla). Je treba
aplikovat takové mnoiZstvi vzorku, aby se komlrka pravé naplnila, roztok nesmi
pretékat do okolnich zlabku.

Bilirkerova pocitaci kemurka
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Pod svételnym mikroskopem se pfi nejmensim zvétseni pocitaji zvlast Zivé (bezbarvé) a mrtvé
(modré) buriky. Pocita se nejprve 5 ¢tvercl (4 rohové a stfedovy) 1 x 1 mm v jedné poloviné
kom{rky. Je-li celkovy pocet bunék mensi nez 100, pocitaji se burky i v dalSich 5 ¢tvercich ve
druhé poloviné komurky. Za hranici ¢tverce se povazuje prostfedni linka z trojité ¢ary. Z bunék,
které lezi na okraji Ctverce, se pocitaji ty, které se i jen dotykaji levého nebo horniho okraje, a
naopak se nepocitaji buriky, které se i jen dotykaji pravého nebo dolniho okraje.

4. Pocet bunék se vypocita podle vzorce, kde: & P je pocet bunék na 1 ml suspenze & N je
celkovy pocet bunék & D = 2 (fedéni suspenze) % H = 0,1 (objem ctverce, ve kterém buriky
pocitdme) & S je pocet Ctvercl 5. Vypocita se podil Zivych bunék v procentech
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UKkoL:
. Rozmrazeni a promyti mesenchymalnich kmenovych bunék (centrifugace)
. Nasazeni 100 tis. bunék na misku 6jamkové desticky (6-well)
. Pocitani bunék:

e Automatické (Countess Il)
e Bilrkerova komurka

Rozmrazeni MSC

1. Je zkontrolovano zapnuti a nahfati vodni lazné na 37 °C. V lamindrnim boxu je nachystano
médium M1 (pokojova teplota) a 15ml zkumavka pro promyti bunék. Centrifuga je
nastavena na 300 g, 4 minuty, je zkontrolovdno umisténi spravného rotoru a nastavcu.

2. Kryozkumavka s burikami je vyhledana v kryobance a na ledu urychlené prenesena k vodni
Iazni, kde je rozmrazena do doby, kdy je v ni maly kousek ledu. Voda z |dzné se nesmi
dostat k zavitu zkumavky (riziko kontaminace). Nasleduje pfesun do laminarniho boxu.

3. Bunky jsou pipetou presunuty z kryozkumavky do 15 ml zkumavky a POMALU doplnény
5 ml M1 média. Poté jsou centrifugovany.

4. Peleta je rozsuspendovdna v 1 ml média. 50 ul je odebrano do zkumavky na stanoveni

poctu bunék. Mimo lamindrni box je pfidano 50 pl trypanové modfi.

Stanoveni po¢tu bunék a viability pomoci automatického pocitace bunék (Countess Il).

Nasazeni 100 tis. bunék do 2 ml media na 1 jamku 6jamkové desticky.

Kontrola ptfitomnosti bunék pod svételnym mikroskopem.

Spocitani stejného vzorku na Birkerové komrce.

© N U

UKOL: DLE INSTRUKAZE A VLASTNi LABORATORNI PRACE POPIS DO JEDNOTLIVYCH KROKU
PROCES MANIPULACE S BUNKAMI V KRYOBANCE A PRI ROZMRAZENI — nacvik zapisu do
laboratorniho deniku
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