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E 10% Seruma barotne

DMEM — pamatbarotne (minerali, a-sk., cukurs)
m F-12 — barotnes piedeva
m Serums (biologiski aktivi proteini)

m 50 ml 10% seruma barotne:
m DMEM (3 vienibas)
m F-12 (1 vieniba)
m Serums (10%)

Aprékiniet katras sastavdalas tilpumu!
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Hondroc 1tu diferenci acijas
- , Darotne

Sastavdala Izejas | Beigu koncentracija/ | Tilpums
Skidums daudzums
(nepiecieSams)
DMEM:F12 3:1
FBS 100% 0,5%
L-glutamins 100x 1x
Natrija piruvats (molmasa 88g/mol) | 100mM 100pg/ml
2-fosfoaskorbats 5mM 50nM
Deksametazons 1mM 0,1uM
TGF-R31 10ug/ml 10ng/ml
Cilveka insulins 10ug/ul 10ug/ml
SUM 50ml
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Q Sunu skait 1Sana

m 8 ul Stnu suspensijas uznes hemocitometra (skaitiSanas
kamera)

m |zskaita Sinas hemocitometra ratotaja dala
m Sidnu skaitu aprékina péc formulas 10000 x n X V =

HOAAD HEMOCYTOMETER CHAMBER

Sunas/ml YT M

m Aprékiniet 3tnu skaitu %12_ e
a) 1 ml suspensijas, 25 Stnas BBl
) 4 ml suspensijas, 14 §nas i
c) 250 pl suspensijas, 3 Unas .
d) 2 ml suspensijas, 342 stnas
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% Y Sanu izdz fvotiba

m Pirms skaitiSanas Stnu suspensiju atskaida uz pusi ar
tripanzila krasas skidumu lom

m Tripanzilais iekraso mirusas stnas
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t Count

m Aprékiniet Stnu izdzivotibas % un Stnu skaitu: |seace

a) Sakotneja suspensija 600 pl, 5 zilas stnas, 35
neiekrasotas

by Sakotngja suspensija 1 ml, 16 zilas sunas, 24 neiekrasotas
c) Sakotngja suspensija 2 ml, 30 zilas stnas, 10 neiekrasotas




m Audu kultdru flakoni

m T25 5ml barotne
m T75 10ml barotne
m T160/T175 20ml barotnes

m Audu kulttru plates

m 6 (2x3) laucinu 962 2ml
m 24 (4x6) laucinu 200 0,5ml
m 96 (8x12) laucinu <50 0,2 ml

Vidéji iesp&jams ieqgdt lidz 1000
HelLa SUnam uz mm?
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Q Sunu p arsesana

m SiUnas parséj, kad tas sasnieguas konfluenci (~90%
virsmas laukuma)
m Parsegjot Stnas, vélams izséet vismaz 1/10 no Sdtnu

kultivéSanas trauka ieglstama Sunu skaita, val atkariba no
eksperimenta dizaina

Trauks S anu Suspensijas Jaizs g Tilpums
koncentr acija, daudzums
S/ml
1ml

T25 flakons 850°000 1/10
6lauc. plate 350°000 1ml 507000 S./lauc.
6lauc. plate 1507000 1,5ml 307000 S./lauc.

T75 flakons 2°000°000 250 pl 300000
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E Eksperimenta pl anojums

y

Meérkis noteikt vielas X (molmasa 150g/mol) ietekmi uz MCS kultGram
Vielas X ED,=50nM, LD;,=50mM

Viela X pieejama liofilizéta pulvera veida (99,999% tiriba)

Kultdras izmantosiet standarta 10% seruma barotni, kurai pievienosiet
vielu X 10mM un 100nM koncentracija

m NepiecieSams iegut:

m 3 M Stnu HPLC un GC-MS analizei

m 500 tk Sdnu lizéSanai un RT-qgPCR analizei
m VEél idejas, ko varétu testét?

m Aprakstiet eksperimenta Stnu kultiveéSanas dalas gaitu:
m Kadus audu kultdru traukus izmantosiet?
m Cik ilgi varétu ilgt kultivéSanas dala, ja Sinu PDT=60h un sakuma Jums pieejami 1M
Sdnu
m Cik dazadas barotnes sagatavosiet? Cik daudz, ja barotni mainisiet 2x nedéla?
m Cik g vielas X Jums vajadzées?



