Zaklady kultivace bunék — cviceni (EMKB0311c)

Jméno a pfijmeni:

Cislo skupiny:

Studijni obor:

DEN 3

Napl# cviceni:

e Vyména média prisedlych bunék

e Stanoveni konfluence pfisedlych bunék, foceni
e Rozmrazeni suspenznich bunék

e Kultivace rozmrazenych bunék

e Pocitani bunék

e Priprava skel pro fixaci bunék

Teoreticka priprava

Faze rlstu bunécné kultury:

A) staticka faze (lag): priprava na bunécné déleni

B) exponencidlni faze (log): intenzivni mnoZeni bunék do vycerpani Zivin

C) stacionarni faze (platd): pocet bunék se neméni, pocatek akumulace toxickych produktt
D) faze odumirani T (osa x) = ¢as L (osa y) = pocet bunék v kulture

Pti kultivaci snaha o udrZeni log faze (exponencidlni narUst
poctu bunék), pfi prilisném narlstu = kontaktni inhibice —
zastaveni déleni — pred dosazenim platé faze se kultura nafedi
a nasadi do novych kultivaénich nadob v takové hustoté, aby L D
rostla opét exponencialné.

A
Konfluence = stav, kdy je vytvorena souvisla vrstva bunék
(monolayer), které se vzajemné dotykaji T
T (osa x)=Cas
L (osa y)=potet bunék v kultufe

DOUBLING TIME

Zavisi na vstupni koncentraci bunék, vystupni koncentraci bunék a dobé kultivace. Vyjadfuje
dobu, za kterou se zdvojnasobi pocet bunék. Udava nam informaci o rychlosti rlistu.

duration * log(2)

DoublingTime = - - - , .
log( FinalConcentration) — log(InitalConcentration)

https://www.doubling-time.com/compute.php
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UKOL:

e Vyména média prisedlych bunék.
e Stanoveni konfluence pftisedlych bunék, foceni.
e Rozmrazeni suspenznich bunék (obdoba dne 2).
e Kultivace rozmrazenych bunék.
e Pocitani bunék.
e Priprava skel pro fixaci bunék.
Vyména média
Z misky s prisedlymi burikami je odpipetovano médium a je nahrazeno 2 ml Cerstvého média

(pokojova teplota). Musi byt minimalizovdna doba, po kterou buriky nejsou v médiu i doba, po
kterou jsou mimo inkubator.

Rozmrazeni suspenznich bunék (PBMC = mononukledrnich bunék periferni krve)

1. Je zkontrolovadno zapnuti a nahfati vodni lazné na 37 °C. V laminarnim boxu je nachystdno
médium PB1 (pokojova teplota) a 15ml zkumavka pro promyti bunék. Centrifuga je
nastavena na 300 g, 4 minuty, je zkontrolovano umisténi spravného rotoru a nastavcu.

2. Kryozkumavka s bunikami je vyhleddna v kryobance a na ledu urychlené prenesena k vodni
lazni, kde je rozmrazena do doby, kdy je v ni maly kousek ledu. Voda z |azné se nesmi
dostat k zavitu zkumavky (riziko kontaminace). Ndsleduje pfesun do laminarniho boxu.

3. Buriky jsou pipetou presunuty z kryozkumavky do 15 ml zkumavky a POMALU doplnény
5 ml PB1 média. Poté jsou centrifugovany.

4. Peleta je rozsuspendovana v1 ml média. 50 ul je odebrano do zkumavky na pocitani

mnozstvi bunék. Mimo laminarni box je pfidano 50 pl trypanové modri.

Stanoveni poctu bunék a viability pomoci automatického pocitace bunék (Countess Il).

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

Kontrola pfitomnosti bunék pod svételnym mikroskopem.

Spocitani stejného vzorku na Burkerové komdarce.

O N oW,

PROVED A ZAPIS VYSE UVEDENE LABORATORNI UKONY.
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