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Jméno: Datum:

Téma 11: ZaloZeni docasné zaplavované kultury v bioreaktoru RITA®

Bioreaktorovy systém RITA® pracuje na principu opakovaného castecného
ponofovani explantati (,,temporary immersion‘) do tekutého zivného media.

Jednotlivé bioreaktory jsou nadoby ztrvanlivého autokldvovatelného plastu
(polysulfon) o celkovém objemu 11, ve kterych je na perforovaném kosiku pfipevnéna sitka
pro umisténi explantath. Na viku bioreaktoru (Obr. 1) jsou ptivody pro umisténi 2
vzduchovych filtri, které zajistuji sterilitu kultivaéni nadoby v pritbé¢hu celého kultiva¢niho
obdobi.

Kultivace v téchto bioreaktorech prochazi 4 fazemi. Systém je tvoren kultiva¢nimi
nadobami, které jsou napojeny na spoleény rozvod se vzduchovym dcerpadlem, které
v nastavenych intervalech zvysSuje tlak vzduchu v bioreaktorech a tekuté kultivaéni médium
vytlacovano ze spodni ¢asti bioreaktoru podél vnéjsi strany zvonu do svrchni ¢asti kultivaéni
nadoby pres sitku sexplantaty, které jsou médiem ovlhéovany. Soucasné¢ dochazi
k provzdusnéni kultivaéniho média 1 k vyméné plyni v kultivaéni nadobé a nedochazi tak
k hromadéni oxidu uhli¢itétho a etylénu v plynné fazi kultivatni nadoby. Po ukonceni
tlakovani se médium samovolné vraci zpét do spodni ¢asti bioreaktoru.

Manipulace s bioreaktory je jednoduchd. Vyhodou je moznost odpojeni individudlniho
bioreaktoru a jeho ptenos z kultiva¢ni mistnosti do lamindrniho boxu v transferové mistnosti
k dal$im manipulacim ve sterilnim prostiedi.

Obr. 1. Ukéazka soucasti bioreaktoru RITA®:
(A) vlastni nadoba, (B) viko se vzduchovymi filtry, (C) vnitini
¢ast se sitkou, kosikem a zvonem spojena centralni trubickou
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Jednotlivé komponenty bioreaktoru RITA® jsou znazornény na obr. 2.
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POSTUP PRACE:
Cisténi dili bioreaktoru RITA®

I.

Pro dostatecné umyti bioreaktoru je nutno cely systém rozlozit a jednotlivé dily Setrné
myt samostatné s pouzitim detergentl, které nesméji obsahovat aromatické uhlovodiky
snizujici trvanlivost plastu.

NepouzZivame Zadné abrazivni prostfedky! Vhodné je Setrné pouziti utérky
z mikrovlakna.

Po oplachnuti myciho roztoku ¢istou vodovodni vodou oplachneme dily bioreaktoru
v destilované vodé a usuSime pii laboratorni teploté.

Sterilizace bioreaktoru RITA®

l.

4.

Sterilizujte sestaveny bioreaktor s nasazenymi vzduchovymi filtry (neutahujte viko
nadoby pfili$ tésné, aby nedoslo k deformaci v pritbéhu sterilizace).

Pted sterilizaci v autoklavu ptidejte do nadoby né€kolik mililitra destilované vody.

Vzduchové filtry chrafite aluminiovou folii ped vlhkosti. Na filtrech oznacujte pocet
cykli sterilizace (vyrobce doporucuje filtry autoklavovat maximalné 10x).

Médium sterilizujte oddélené a vlévejte do bioreaktoru az v laminarnim boxu.

Iniciace kultury v bioreaktoru RITA®

1.

Vysterilizovany sestaveny bioreaktor s nasazenymi vzduchovymi filtry pfeneste
do laminéarniho boxu.

Po otevieni vika bioreaktoru vlijte pfipravené sterilni tekuté zivné médium do nadoby
(viko si v laminarnim boxu odlozte na sterilni Petriho misku).

Na sit’ku vloZte explantaty a zpét nasad’te a zasroubujte viko bioreaktoru.

Pteneste bioreaktor do kultivacni mistnosti a ptipojte stiedni vzduchovy filtr pomoci
hadicky ke vzduchovacimu systému. Zkontrolujte funkcnost filtri.

Pasazovani kultur v bioreaktoru RITA®

1.

Bioreaktor RITA® s kulturou pfeneste do laminarniho boxu a pecliveé desinfikujte
jeho povrch, zejména okraj vika.

2. Vysterilizujte si novou nadobu RITA® s vikem (bez vnitini ¢asti) a preneste ji
do laminéarniho boxu.

3. Pfipravte si tekuté sterilni Zivné médium podle potieby pasaZzované kultury a vlijte je
v lamindrnim boxu po otevieni vika bioreaktoru do nadoby.

4. Preneste steriln€ celou vnitini Cast s explantaty do nové nadoby, uzaviete vikem.
Pteneste bioreaktor zpét do kultivacni mistnosti a pripojte ptes sttedni filtr hadickou
ke vzduchovacimu zatizeni. Zkontrolujte funkcnost filtra.

HODNOCEN(

V nasledujicich tydnech kontrolujeme Cistotu kultur a vyvoj explantati. Srovnejte s vyvojem
stejnych explantatii na ztuZeném médiu.

LITERATURA: www.vitropic.fr
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