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Cviceni 4: Pasazovani bunék

Cilem cviceni je seznamit se s kultivaci bunék in vitro a nasledné provést pasazovani bunécéné
linie.

Kultivace bunék in vitro (ve zkumavce)

Pokud dojde k odebrani bunék ze lidské tkané Ci zvifeci a nasledném kultivovani mimo jejich
pfirozeny organismus, jedna se o kultivaci bunék in vitro. Bufiky odebrany pfimo z organismu
se nazyvaji primarni linie. Pokud dojde k jejich pasazovani, nazyvame je buné&tné kmeny.
Bunécné linie, vznikaji z bunécnych kmend, jsou opét buriky odebrané z organismu, nicméné
maji schopnost neomezeného bunééného déleni. Jedna se napfiklad o nadorové bunky.

Kultivaci in vitro se rozumi napodobeni co nejpfirozenéjsiho prostfedi pro buriky. Bunééné linie
se rozdeéluji na adherentni a suspenzni, kde toho jak v prostfedi in vitro proliferuji a déli se.
Adherentni buriky adheruji (sedaji) na dno kultivaéni nadoby (pfipadné scaffoldu) a vétSinou
rostou v jedné vrstvé. Pokud je dno pokryto ze 70-80 % burikami, je nutné je nafedit a obménit
kultivani médium, tento ukon je nazyvan pasazovani. Suspenzni linie neadheruji na dno, ale
proliferuji a déli se v suspenzi — médiu.

Kultivaéni podminky

e povrch kultivacni nadoby

e slozeni kultivacniho média

e teplota: 37°C

e slozeni atmosféry: 5% CO: (odpovida pomérdm v extracelularni tekuting, podili se na
udrzeni pH médii s bikarbonatovym pufrem) + relativni vihkost atmosféry 90%
(zamezeni odpafovani vody z kultivacniho média)

e adherentni buné&né kultury: rostou na vhodném kultivacnim povrchu (polystyrenova
nadoba s hydrofilnim povrchem, popf. potazena adheznimi faktory — polypeptidy,
kolagen, fibronektin, laminin)

Kultivaéni média

e tvofi tenkou vrstvu kapaliny nad adherovanymi burikami — dostate¢né rychla difuze O-
a CO;

e oObsahuji anorganické soli, pufry, glukézu, esencialni aminokyseliny, vitaminy,
bilkoviny, ristové faktory, mastné kyseliny, lipidy, stopové prvky

e pridavek séra pro doplnéni vyznamnych organickych latek (rdstoveé faktory, bilkoviny,
vitaminy, stopové prvky) — nejcastégji fetalni bovinni sérum (FBS)

o sterilizace sér filtraci, tepelnou inaktivaci — zabrani pfenosu virové infekce

e pH74

e acidobazicky indikator — fenolova Cerven (jasné Cerveny pfi pH 7,4; kyselé pH — Zluty;
zasadité pH — fialovy)

e rostouci buriky vyluCuji do média kyselé metabolity (zeZloutnuti — nutnost vymény
média)
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e pridavek antibiotik/antimykotik - zabrana kontaminace

RUst bunécéné kultury

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

B) exponencialni (log) faze: intenzivni mnozeni bunék do vyCerpani Zivin

C) stacionarni faze (platé): pocet bunék se neméni, pocatek akumulace toxickych
produktd

D) faze odumirani

T

T (osa x) = Cas, L (osa y) = poCet bunék v kultufe

e pfi kultivaci snaha o udrzeni log faze (exponencialni nartst po¢tu bunék)

o kontaktni inhibice — zastaveni déleni

e pfed dosazenim plato faze (konfluence mezi 70 — 80 %) se kultura nafedi a nasadi
do novych kultivaCnich nadob v takové hustoté, aby rostla opét exponencialné
( = pasazovani)

e konfluence = stav, kdy je vytvofena souvisla vrstva bunék (monolayer), které se
vzajemné dotykaji

Pasazovani bunék

VétSina bunécnych kultur je adherentnich, coz znamena, Ze rostou na pevnych povrsich
(obvykle na kultivanim plastiku). Pokud jsou okolni podminky vyhovujici, dochazi k
neustalému déleni bunék (viz rlstova kfivka). Buriky porUstaji stale vétsi ¢ast povrchu. V
urc¢item kritickém bodé je nutné jejich "nafedéni" a pfeneseni do novych lahvicek, aby nedoslo
k jejich utlumu (tzv. kontaktni inhibici).

Pasazovani se provadi idealné v momentég, kdy buriky pokryvaji cca 70-80% povrchu materialu
(= konfluence, odhad se provadi mikroskopicky zhodnocenim plochy porostlé bunécnou
kulturou). Pfed vlastnim pasazovanim zkontrolujte buriky v kultivacni lahvicce mikroskopicky
(jejich morfologii a stupen konfluence), zapiste si nazev bunécné linie a Cislo pasaze.

Pro pasazovani jedné kultivacni lahvicky budete potfebovat: trypsin, pufr PBS, kompletni
médium. Pfed vlastnim pasazovanim si do boxu pfipravte vSe potfebné - vzdy postiikat 70%
roztokem etanolu, offit a vlozit do boxu.

Technicka univerzita v Liberci | Fakulta textilni
Studentska 1402/2, 461 17 Liberec 1 | www.ft.tul.cz 2/3

\\I//
Y %/é
N

\

\
N
7', N
7



FAKULTA TEXTILNI TUL

2
/o -
N

V%

-
=

%
N
N

|
|

\|/
2

Postup pasazovani:
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1) Z kultiva¢ni lahvicky odsat médium, pfidat k bufikdm cca 5 ml PBS pufru. Bu
oplachnout a pufr odsat.

2) Pfidat 2 ml trypsinu a kultivacni lahvicku vlozit na 4 - 5 minut do inkubatoru
(mikroskopicka kontrola - zakulaceni bunék, plavani v médiu).

3) Po trypsinizaci buriky jemné& mechanicky sklepat ze dna a pfidat 4 ml pfipraveného

kompletniho média. Buriky Setrné resuspendovat v tomto médiu (rozbit shluky bunék).

VSechnu bunécénou suspenzi odebrat do pfipravené falkony.

Napoditat na pocitadle Luna a nasadit do nové kultivaéni lahve 2-10° bunék.

PFidat nové médium (12 ml).

Bunky zkontrolovat pod mikroskopem a vlozit do inkubatoru.

Jegos

Vypracovani protokolu

1) Formalni stranka (Uprava, hlavi¢ka, avod, popis praktické ¢asti, zaver)

2) Fakticka stranka (potfebné chemikalie, bunécna linie a Cislo pasaze, potfebny
plastik, jednotlivé kroky pasazovani)

3) Uvod — zadani cvigeni, prakticka éast — popis cviceni a jednotlivych krokd, zavér —
shrnuti cviCeni, komentar a odpovéd na pfipadné otazky
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