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Téma: Bunécné kultury

Uvod:

Bunééné kultury patii v souc¢asné dob¢ k nejpouzivanéjSim biologickym modelim. Bunécéné
kultury ZivociSnych buné€k slouZzi pro studium novych 1éCiv, kultury rostlinnych bun¢k, maji
znacny vyznam ve Slechtitelstvi a genovém inZenyrstvi pii produkci transgennich plodin.
Pro uspésnou kultivaci bunék musi byt splnény podminky prostiedi podobné prostiedi in vivo,
které zajistuji kultivacni média a inkubdtory. Kultivaéni médium musi obsahovat vyvdzeny
pomér aminokyselin, cukrli, vitamind, soli, mastnych kyselin, antibiotik a stabilizatori pH,
které jsou nezbytné pro rust bunck. Po urcité dob¢ buiiky v kultufe vycerpaji Ziviny z média ¢i
jejich pocet stoupne na nednosnou miru, proto je nutné Cast bun¢k odebrat, smisit s novym
médiem a pienést do nové kultivacni 1dhve. Prace s bunéénymi kulturami vyZzaduje zvlastni
vybaveni a manipulaci. Jednim z hlavnich pozadavkil je udrZeni sterility, proto je nutno
pracovat v aseptickém prostiedi, které zabranuje kontaminaci mikroorganismy (bakterie, viry,
houby, paraziti) Sterilni prostfedi je zajiSténo pouZitim lamindrnich boxt neboli flowboxt
s horizontalnim ¢i vertikdlnim smérem proudéni sterilntho vzduchu, pouzivanim sterilnich
ndstroju, pomucek, roztok nddob, ddle rozdélenim pracovist’ na septickou a aseptickou ¢ést,
dezinfekci a pouzivanim ochrannych pomucek. Nejjednodussim zplisobem, jak vysterilizovat
drobnéjsi kovové ¢i sklenéné predméty (pinzety), je oplachnuti pfedmétu 96% ethanolem a
nédsledné opdleni nad lihovym kahanem. Kromé¢ toho existuje celd fada rtiznych sterilizatort:
parni - autokldvy, horkovzdusné, chemické, radiacni. Pro praci v aseptickém prostiedi se
zasadn€ doporucCuje noSeni laboratorniho obleceni a gumovych rukavic, které se navic
po navléknuti omyji 96% ethanolem.

Ukol ¢. 1: Pozorovani bunééné kultury inverznim mikroskopem

Material: rtizné bunécné kultury
Pomticky: inverzni mikroskop
Postup:
1. Seznamte se s pouzitim inverzniho mikroskopu.
2. Pozorujte inverznim mikroskopem razné bunécné kultury v kultivaénich lahvich.
Sledujte tvar a denzitu bungk.

Ukol &. 2: Price ve flowboxu

Material: riizné bunécné kultury
Chemikdlie: kultiva¢ni média
Pomiicky: flowbox a sada sterilnich pomtcek pro praci ve flowboxu
Postup:
1. Pred zacitkem priace v flowboxu je potieba zapnout flowbox a zaroven UV zdreni
piiblizn€ na 15 minut.
2. Pted praci ve flowboxu otfete pracovni plochu 70% ethanolem. Nasad'te si gumové
rukavic a omyjte je 96% ethanolem a nechejte ve flowboxu uschnout.



3. Pfi praci v boxu je dllezité udrZovat Cistotu a poradek.

4. V boxu s vertikdlnim lamindrnim proudénim je potfeba myslet na to, Ze NIKDY
nepohybujeme rukama ¢i nesterilnimi pomuckami NAD sterilnimi pfedméty,
otevienymi nddobami, lahvemi, zkumavkami atp. V piipad¢ flowboxu s horizontalnim
proudénim vzduchu takto ne¢inime ZA sterilnimi predméty.

5. Sterilnimi Spickami nebo sklenénymi pipetami je potieba manipulovat tak, abychom
se nikdy nedotkli ni¢eho nesterilniho.

6. Po ukonceni price je tfeba vzdy dukladné uklidit pracovni plochu. Tu otiete nejprve
destilovanou vodou a poté 96% ethanolem. Pokud jste pii prici pouZzivali vakuovou
pumpu, je potifeba promyt nasdvaci hadicku 96% ethanolem.

Otazky:

1. Jak se nazyva prvni bunécnd kultura odvozend z lidské tkan¢? Kdy byla odvozena a
pouzivé se dodnes?

2. Jak se lisi inverzni mikroskop od klasického svételného mikroskopu, a pro€ se vyuziva

k pozorovani bunéénych kultur v kultiva¢nich nddobéach?
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