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1. Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia realizowanego w ramach kursu Fizjologiczne Techniki badan
WBNZ-126, jest zapoznanie studentéw z jedng z technik prowadzenia hodowli organotypowych
—technikg perifuzji. Jest to nowoczesna metoda inkubacji, polegajaca na ciggtym obmywaniu
pozywka tkanki lub fragmentu narzadu umieszczonego w specjalnej komorze perifuzyjne;.
Metoda ta hoduje si¢ male narzady w calo$ci lub wycinki wigkszych oraz fragmenty tkanek. Jej
zaletg jest, w odrdznieniu od hodowli komérkowych, zachowanie in vitro integralnosci
strukturalnej narzadu z interakcjami komorkowymi i zréznicowaniem histologicznym,
biochemicznym i czynno$ciowym. Dzieki temu jest modelem najbardziej zblizonym do stanu
tkanki lub narzadu in vivo.
2. l1zolacja i hodowla pecherzykow jajnikowych (1 stanowisko)

W pierwszej kolejnosci do perifuzji stosuje si¢ bufor fosforanowy z jonami Ca*? i Mg
Kolejno, stosuje si¢ medium hodowlane np. Eagle’a lub M199.
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Sprzet Materialy i odczynniki
e aparat perifuzyjny 1. Bufory do perifuzji:
e laznia wodna: Bufor fosforanowy z jonami Ca*™ i Mg, pH 7.0
e komora z laminarnym przeplywem 3. Ptyn hodowlany:
powietrza; - Medium Eagle’a (Sigma)

e inkubator z doplywem CO»; - ew. czynniki do§wiadczalne np. hCG, FSH (Sigma)

e pipety;

e narzedzia chirurgiczne.

2. Wykonanie ¢wiczenia
Przed przystapieniem do wykonywania ¢wiczen z komorkami:
1. Zat6z fartuch laboratoryjny;
2. Przygotuj miejsce do pracy - oczys¢ powierzchnig 70% alkoholem lub Aerodesinem;
3. Umyj rgce mydlem i ptynem odkazajacym;
4. W czasie pracy w komorze laminarnej zaktadaj rekawiczki lateksowe;
Przygotowanie do hodowli narzadowej - perifuzja:
1. Zwierze nalezy podda¢ narkozie (AErran, Baxter), dokonaé¢ otwarcia jamy brzuszne;j,
wypreparowac jajniki;

2. Wypreparowac na jatlowych szalkach Petriego pojedyncze pecherzyki jajnikowe;

3. Ustali¢ tempo przeptywu medium hodowlanego przez komore perifuzyjna;

4. Umiesci¢ wypreparowane pgcherzyki jajnikowe w komorze perifuzyjne;j;

5. Dopemi¢ komore medium hodowlanym;

6. Zbiera¢ medium hodowlane do naczyniek hodowlanych, celem dalszych oznaczen RIA.
3. Wymagania:

Student powinien zna¢ najwazniejsze zasady techniki hodowli komorek i tkanek, znac jej
zastosowanie zar6wno w badaniach naukowych, jak i praktyce klinicznej. Student powinien
umie¢ zdefiniowac podstawowe typy kultur narzagdowych i opisa¢ uwarunkowania
podstawowych proceséw morfogenetycznych i fizjologicznych zachodzacych w tych kulturach.
Student powinien umie¢ wykona¢ zadania laboratoryjne w zakresie zaktadania i prowadzenia
hodowli organotypowych.




