Zivotnost

(= zivotaschopnost = vitalita
= viabilita)

pocet zivych bunék . 100
S [%0]
pocet vsech bunék



Vvuziti:

 pri kultivaci bunék pro ruzné ucely
(hodnoceni cytotoxickeho ucinku,
vliv urcCiteho faktoru na bunku ...)

« kontrola zivotnosti po zamrazeni



Metody pro stanoveni zivotnosti:

 mnozeni zivych bunék (pocitani vzniklych kolonii)

« zvyrazneéeni zivych nebo mrtvych bunék barvenim

a) zachovani membranové a funkcni integrity
bunky

(metylenova modr, Evansova modr,
Janusova zelen B, trypanova modr, eosin ...)

 fluorescencni barviva
(propidium jodid — PI)



b) detekce funk€éniho metabolismu bunky

fluorescencni barviva:
- fluorescein diacetat

(FDA — exitace 495 nm, emise 520 nm, kostka WB)
- Calcein AM (pro zivocidné buriky)

Zivotnost Kli¢icich pylovych zrn u okurky (Cucumis sativus)
pomoci FDA. Foto Tereza Valova.



Schéma kvasinky
(dulezity modelovy eukaryotni organismus)
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Kvasinka pivni (Saccharomyces cerevisiae)

Systematické zarazeni kvasinek

* houby vreckovytrusne

 bunécna sténa: glukan, manan,
proteiny

(i chitin a celuléza)

« kvasinky r. Candida — u ¢lovéka ruzna
onemocnéni (kandid6za) kuze, sliznic, plic



Barveni metylénovou modri:

Kvasinkova suspenze barvena metylenovou modri.
Z: 1 000x (imerze). Foto Pavla Valova.




Vliv nizkych teplot na bunku

Teploty blizké bodu mrazu — chladovy sok

Reverzibilni nebo irreverzibilni (nevratné) poskozeni
bunék (stres)

Biomembrana - za bezné teploty tekuta, pri nizke
teploté rigidni struktura

Rostlinné bunky obecné odolngjsi vuci nizké teploté
nez zivocisne
(u bunék teplokrevnych Zivocichu uz pfi teploté +3 °C
depolymerace mikrotubulu)



 Kryobiologie = vedni obor, ktery se zabyva studiem
pusobeni teplot pod bodem mrazu na bunky

Dulezité!

* obsah vody v bunkach (Cim méné vody, tim je
mrazova rezistence véetSi) — spory a semena
s nizkym obsahem vody pomeérne odolné

* rychlost odvodu tepla pri zmrazeni

]- ucinky se scitaji
* rychlost odvodu tepla pri rozmrazeni



Mrazici metody:

* Kryoprezervace = pomalé rizené zchlazovani

vyzaduje vykonny, pocCitacem rizeny chladici agregat,
dochazi k postupné dehydrataci bunek, kdy se led tvori jen
v extracelularnim prostoru

* Hluboké zmrazeni - bunky rychle vlozime do tekuteho
dusiku (-196 °C) nebo hélia (-269 °C)
— Vitrifikace bunecné vody

(vzniklé ledove krystaly velkeé jen nekolik nm,
neposkozuji obsah burnky, hlavné biomembrany)



Mrazici metody:

 Hluboké zmrazeni

U tekutého dusiku

- teplota tani dusiku: -196 °C
- teplota bodu varu tekutého dusiku: -195.8 °C

—> Vznik par, které obali objekt — v dusledku

prodlevy zmrznuti objektu mohou vzniklé ledové
krystaly poSkodit obsah buriky



* Kryoprotektiva (ochranna média)
- k nahrade Casti bunecne vody ke snizeni
mrazoveho poskozeni bunek

- u zivocichu napf. glycerol, dimetylsulfoxid (DMSO)
- U rostlin manitol, sorbitol nebo vysoka c sacharozy

» Lyofilizace (= mrazova sublimace)

- po zmrazeni casteCcna dehydratace
odsublimovanim vody ve vakuu

- uchovavani v zivotaschopném stavu po radu let
(sbirkove kultury; jen u prokaryota)

Kryonika — zmrazovani celych tel



typ
krystali

rychlost chlazeni

pomalé
chlazeni

sti'edné
rychlé

Schematické znazorneéni
vlivu rychlosti mraziciho
procesu na zachovani
bunécéné ultrastruktury

a typu krystalu
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Vyuziti zmrazovacich postupu:

zmrazovani spermii, vajicek a celych embryi

(tzv. genofondové banky pro umeélé inseminace a
oplodneéni in vitro — u lidi tzv. asistovana
reprodukce)

tkanoveé banky (zmrazené transplantaty kostnich,
chrupavkovitych, epitelialnich tkani; vajiCka, embrya)

uchovavani genofondu ohrozenych a vzacnych
organismu a modelovych organismu



Stanoveni hustoty suspenzni kuItury

BiRiBNG
P=(p.v.h.2)ly

p = pocet celkem spocCitanych bunék

.
.
u

v = pfevracena hodnota plochy jednoho policka, ve
kterém jsou bunky pocCitany

h = pfevracena hodnota hloubky komurky (hloubka
komurky = 0,1 mm)

z = fedéni vzorku
y = pocCet celkem pocitanych policek

P = celkovy pocet bunék je v1 mm?3 (nasobime jej
pak 103, aby byl vysledek v 1 cm3 =1 ml)!




