Zivotaschopnost

(= vitalita = viabilita)

pocet zivych bunék . 100
S [90]
pocet vsech bunék



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

« kontrola zivotnosti po zamrazeni



Metody pro stanoveni zivotnosti:

 mnozeni zivych bunék (pocitani vzniklych kolonii)

« zvyrazneéni zivych nebo mrtvych bunék barvenim

a) zachovani membranové a funkcni integrity
bunky
- klasicka barviva

metylenova modr Evansova modr, Janusova zelen B,
trypanova modfr, eosin ...

- fluorescencni barviva

propidium jodid — Pl



b) detekce funkéniho metabolismu bunky

- fluorescein diacetat
(FDA — exitace 495 nm, emise 520 nm,hranol WB)

- Calcein AM (pro zivoCiSné bunky)

Zivotnost kligicich pylovych zrn u okurky (Cucumis sativus)
pomoci FDA



Vliv nizkych teplot na bunku

Teploty blizké bodu mrazu

Reverzibilni nebo irreverzibilni (nevratné) poskozeni
bunék (stres)

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

Rostlinné bunky jsou vuci nizké teploté obecné
odolnéjsi nez zivoCisne
(u bunék teplokrevnych zivodichu uz pfi teploté
+3 °C depolymerace mikrotubulu)



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

Dulezité parametry:

* 0obsah vody v bunkach (Cim méné vody, tim je
mrazova rezistence vetsSi) — spory a semena s
nizkym obsahem vody pomerne odolné

* rychlost odvodu tepla pri zmrazeni

* rychlost odvodu tepla pri rozmrazeni
(uCinky se scitaji)



Mrazici metody:

= pomalé rizené zchlazovani
vyzaduje vykonny, pocCitaCcem rizeny chladici agregat,
dochazi k postupné dehydrataci bunek, kdy se led tvori jen
v extracelularnim prostoru

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

(vzniklé ledove krystaly velké jen nékolik nm,
neposkozuji obsah burnky, hlavné biomembrany)



Mrazici metody:

* Hluboké zmrazeni

U tekutého dusiku POZOR!!

- teplota tani dusiku:

- teplota bodu varu tekutého dusiku:

—> Vznik par, které obali objekt — v dusledku

prodlevy zmrznuti objektu mohou vzniklé ledové
krystaly poskodit obsah burky



(ochranna média)
- k nahrade Casti bunecné vody ke snizeni
mrazoveho poskozeni bunek

u zivoCichu napf¥. glycerol, dimetylsulfoxid (DMSO)

- U rostlin manitol, sorbitol nebo vysoka c
sacharozy

(= mrazova sublimace)

PO zmrazeni casteCna dehydratace
odsublimovanim vody ve vakuu

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

— zmrazovani celych tél
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Vyuziti zmrazovacich postupu:

zmrazovani spermii, vajicek a celych embryi

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

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

uchovavani genofondu ohrozenych a vzacnych
organismu a modelovych organismu



Barveni metylenovou modri:

Kvasinkova suspenze; Z: 1000x (imerze)




Schéma kvasinky:
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Priprava vzorku:

1) 20 uL suspenze

2) 2 uL methylenové modfi

3) Smichat pomoci preparacni jehly
4) Prikryt krycim sklickem

K -18 °C -196 °C




.+ "VYSLEDKY" — tabulky, vypod&ty (vzorec)

- “HODNOCENI A DISKUSE”

srovnat své vysledky s vysledky svych spoluzaku

- zhodnoaotit vliv rizného zpusobu zmrazovani
(mrazniCka -18 °C, tekuty dusik -196 °C)
na viabilitu kvasinkovych bunéek

(Vzit v uvahu i pouziti (nepouziti) kryoprotektiv, obsah
vody v zamrazovanych bunkach)



« “ZAVER?”

- uvest ziskaneé vysledky a rozhodnout, zda ma
zmrazovani vliv na zivotnost bunecné suspenze,
pripadné ktery zpusob zmrazovani byl z hlediska

viability pro kvasinkovou suspenzi vhodngjsi



