Zaklady kultivace bunék — cviceni (EMKB0311c)

Jméno a pfijmeni:

Cislo skupiny:

Studijni obor:

DEN 5

Napln cviceni:
e Stanoveni konfluence prisedlych bunék
e PasaZovani:
e EDTA
e  TRYPLE/Trypsin
e Maechanické
e Postupné vitalni zamrazeni

Teoreticka priprava

PasdZovani bunék

Vzhledem k postupnému ristu bunék dojde ¢asem k vyCerpdani kapacity kultivaéni nadoby
a nastava plato faze rastu. Z tohoto divodu je potreba burnky odebrat z kultivacni nadoby
(sklidit), naredit a nasadit znovu. V pfipadé prisedlych bunék je nutné zvolit vhodny zpUsob
oddéleni bunék od kultivacni nadoby (v zavislosti na typu bunék a zplsobu kultivace).

Zakladni zptisoby sklizeni bunék
- Mechanické (skrabkou, nafezanim kolonii a sebranim pipetou apod.)
- Enzymatické (napf. Trypsin/EDTA, Tryple Express)
- Neenzymaticka disociace (EDTA)

Vitalni mrazeni bunék

Pro dlouhodobé uchovani bunék a bunéénych kultur se pouziva kryokonzervace v tekuté ¢i
plynné fazi dusiku (-196 °C). Pfi prostém zmrazeni ve vodnych roztocich (bézné pozivana média
a pufry) by doSlo knezvratnému poskozeni bunék. Ztohoto dlvodu je pouZivan
kryoprotektant (nejcastéji DMSO) a buriky jsou zamrazovdny postupné, aby se predeslo
krystalizaci, kterda by bunky poskodila. Jsou vyuZivany programovatelné fizené zmrazovace
nebo specidlni kontejnery (napf. Mr. Frosty), které jsou uloZzeny do hlubokomraziciho boxu
(-80 °C), kde maiji konstantni rychlost poklesu teploty (1 °C za minutu). Po ¢tyfech hodinach
(nebo druhy den) jsou kryozkumavky pfeneseny do dusiku.

UKOL: PASAZOVANI/SKLIZENi BUNEK Trypsin/EDTA

1. Odsaj rlstové médium a oplachni buriky PBS (staci stejny objem jako byl rlistového média).

2. Ptidej pracovni roztok trypsin (0.25 %) / EDTA tak, aby udélal tenkou vrstvu na dné kultivacni
misky.

3. Mizes dat tuto misku do inkubator anebo pfi pokojové teploté (RT) pfimo pozorovat uvolfiovani
bunék od podkladu. Buriky by mély v trypsinu byt 3—5 minut.

4. Kuvolnénym bunkam pfidej kompletni rlistové médium obsahujici sérum nebo inhibitor trypsinu.
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5. Centrifuguj na 300 g 4 minuty.

6. Slij supernatant.

7. Pipetou bunky jemné rozsuspenduj na homogenni populaci, spocitej je (Countess Il) a pouzij do
experimentu nebo pasdzuj v pozadovaném mnozstvi.

UKOL: MRAZENI MSC

Mrazici médium: M1, 10% FBS, 10% DMSO.

Buriky jsou sklizeny Trypsin/EDTA viz vyse.

Po odebrani vzorku na spocitdni jsou buriky centrifugovany 300 g 4 minuty.

Mezitim je popsdna kryozkumavka — bunécna linie, pasaz, pocet bunék, datum.

Po centrifugaci je slit supernatant, buriky jsou rozsuspedovany v 1 ml mraziciho média a

preneseny do kryozkumavky.

5. Radné zavfenou kryozkumavku umistit do Mr. Frostyho v lednici (po posledni dvojici pfenesen do
-80 °C).
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UKOL: PROVED A ZAPIS VYSE UVEDENE LABORATORNI UKONY
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