Fizjologiczne techniki badan

Temat ¢wiczenia: Technika bankowania adherentnych linii komérkowych

WSTEP
Jedng z rutynowych metod laboratoryjnych stosowanych we wspolczesnej biologii jest
dlugotrwate przechowywanie zywych komorek w obnizonej temperaturze. Materiat biologiczny
przechowujemy w temperaturach migdzy (-79)°C, a (-196)°C. W zakresie tych temperatur procesy
metaboliczne komorek ustaja, przy jednoczesnym niewielkim uszkodzeniu samych komoérek. Metoda ta
jest szczegoblnie przydatna poniewaz:
e zapewnia staty dostep do materiatu biologicznego oraz pozwala na przerwanie pracy z
danym rodzajem komodrek na dowolny okres czasu (nawet na kilka lat)
e redukuje ryzyko kontaminacji krzyzowej (pomiedzy ré6znymi liniami komérkowymi), w
przypadku posiadania w pracowni wielu r6znych linii komérkowych,
o w przypadku linii komérkowych o okre§lonej liczbie podziatow, zamrozona pula komoérek
o niskim pasazu, gwarantuje wykonywanie badan na komorkach o wysokie;j sile
proliferacyjnej i zawsze tym samym pasazu,
e zabezpiecza wyselekcjonowane linii komorkowe o czesto unikalnych wiasciwosciach, przed
utratg

e wplywa na obnizenie kosztow wynikajacych z ciaglego utrzymywania komoérek w hodowli

Mozliwos¢ zamrazania komorek przyczynita sie takze do stworzenie komercyjnych bankéw
linii komérkowych. Najbardziej znanymi i najwigckszymi kolekcjami na $wiecie sa: Europejska
Kolekcja Linii Komorkowych — ECACC, (ang. European Collection of Animal Cell Culture) i
Amerykanska Kolekcja Hodowli Komoérkowych — ATCC (ang. American Type Culture
Collection). Banki te zawieraja wiele linii komdorkowych pochodzacych z tkanek prawidtowych
oraz nowotworowych ponad 45 gatunkow zwierzat oraz ludzi.

W trakcie zamrazania, komorki moga zosta¢ uszkodzone przez krysztatki lodu, ktore
powstaja podczas obnizania temperatury. Zamrazanie musi by¢ wystarczajaco wolne aby mogta zaj$¢
dehydratacja, ktora zapobiega powstawaniu wewnatrzkomérkowych krysztatkow lodu. Z  drugiej
Strony nie moze by¢ zbyt wolne, aby nie dopusci¢ do uszkodzenia komorek wynikajagcych nadmiernej
dehydratacji, mogacej spowodowaé¢ wytracanie sie zageszczonych sktadnikow cytozolu, wypadanie
jondw, wysalanie biatek, zmiang pH oraz wiele innych, niekorzystnych zjawisk. Optymalna predkosé
obnizania temperatury w trakcie zamrazania wynosi dla wigkszosci typow komorek od 1 °C do 3°C

na minute.
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MaLGEME

Ryc. 1 Pojemniki do schiadzania komorek podczas bankowania.

Warunki takie mozna najprosciej uzyska¢ umieszczajac amputke z komorkami w pudetku
wypetionym alkoholem izopropylowym w temperaturze -70°C na okres 4 godzin. Nast¢pnie, nalezy

przenies¢ amputke do ciektego azotu (dewary) w -196°C.

Ryc.2 Pojemniki do przechowywania komérek w cieklym azocie.

Ponadto, w celu zminimalizowania uszkodzen komorek w trakcie ich powolnego zamrazania
niezbedne jest stosowanie substancji ochronnych, tzw. krioprotektantoéw. Dlatego podtoze do
zamrazania komorek, oprocz medium odpowiedniego dla danej linii komorkowej, powinno
zawiera¢ krioprotektant DMSO (dimetylosulfotlenek) lub glicerol, w stgzeniu koncowym
wynoszacym od 5 do 10 % (v/v). Dodatkowo, w celu zwigkszenia przezywalnosci wrazliwych

komorek w pozywce do mrozenia zwicksza si¢ stezenie surowicy nawet do 95%.

Zamrazane komorki powinny mie¢ prawidlowa morfologie i by¢ wolne od zakazen.
Zamrazanie nalezy wykonywa¢ przed osiagnigciem stanu konfluencji (tzw. hodowla
semikonfluentna), poniewaz komorki znajdujg si¢ wtedy w logarytmicznej fazie wzrostu. Optymalna
gestos¢ zamrazanej zawiesiny komorek powinna wynosi¢ 10°-107 komoérek/ml.

Rozmrazanie powinno przebiega¢ mozliwie jak najszybciej. Po wyjeciu z banku komoérek amputki
umieszcza sie¢ w temperaturze 37°C przez z 3 — 5 minut. Zapobiega to mechanicznemu uszkodzeniu

komérek zwigzanego z zjawiskiem wtornego rozrastania si¢ krysztatow lodu.
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1. PRZEBIEG CWICZENIA
Przed przystgpieniem do wykonywania ¢wiczen z komorkami.
1. Zal6z fartuch laboratoryjny;
2. Umyj rece mydlem i ptynem odkazajacym;
3. W czasie pracy pamigtaj o rekawiczkach lateksowe;
4. Wlacz komor¢ laminarng i przygotuj miejsce do pracy (czyszczenie powierzchni 70%

alkoholem);

Przed przystgpieniem do pracy przygotuj:
1 Semikonfluentng hodowle komérek OVCAR-3 — znajduje si¢ w inkubatorze hodowlanym;
2. Probowki do zamrazania w ciekltym azocie;
3. Sterylne pipety;

Pipety automatyczne;

Probowki wirownicze;

Zbuforowany roztwor soli fizjologicznej (PBS) (bez jondw wapnia i magnezu);

0,25 % roztwor trypsyny z dodatkiem 0,53 mM EDTA;

Podtoze hodowlane RPMI1640
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9. Plodowa surowice cieleca (FBS)

10. Antybiotyki (penicylina/streptomycyna)

1. Podtoze do zamrazania komorek (RPMI1640 zawierajace 10% FBS);
12, Pojemnik na odpady;

Wykonanie ¢wiczenia:
1. Ogrzaé roztwor trypsyny, podtoze hodowlane oraz PBS do temperatury pokojowej;
2. Po obejrzeniu hodowli komérkowej pod mikroskopem $wietlnym, za pomocg Sterylnej
pipety usungé¢ zuzyte podloze;
3. Hodowle¢ przeptukacé trzykrotnie:

dla hodowli w butelce 25cm?* - 3 ml roztworu PBS bez jonoéw wapnia i magnezu;

ii. dla hodowli w butelce 75cm? - 6 ml roztworu PBS bez jonéw wapnia i magnezu;

4. Usuna¢ PBS, a do naczynia hodowlanego doda¢ 1 ml roztworu trypsyny z EDTA;

o

Hodowl¢ nalezy wstawi¢ do cieplarki i inkubowa¢ w temperaturze 37°C do czasu
odklejenia si¢ komorek od dna naczynia (okoto 1-5 minuty);

Po odklejeniu komorki zawiesi¢ w 5 ml pozywki hodowlanej (RPMI 1640 +10% FBS);
Przenies¢ catg objetos¢ do probowki wirowniczej i wirowac przez 5 min. przy 1000 obr./min.;
Usuna¢ supernatant;

Komoérki zawiesi¢ w 1ml podtoza hodowlanego (RPMI 1640 +10% FBS);
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10, Policzy¢ gestosé zawiesiny komorkowej w komorze Burkera, okresli¢ przy pomocy biekitu
trypanu % zywych komorek (w ependorfie przygotowac 10 pl roztworu biekitu trypanu i 10ul
zawiesiny komorek, nastgpnie wprowadzi¢ 10 pl wybarwionej zawiesiny komoérek do komory
Burkera)

1. Odwirowac komorki przez 5 min. przy 1000 obr./min.;

12 Zawiesi¢ komorki w medium do zamrazania komorek: gesto$¢ zamrazanej zawiesiny komorek
powinna wynosi¢ 10° komoérek/ml.

13 Catos¢ przenies¢ do probowki do zamrazania w ciekltym azocie;

14, Opisac proboéwke: data, nazwa linii komdrkowej, numer pasazu, nazwisko wykonujacego;

15 Wilozy¢ probowki z zawiesing komorkowa do zamrazarki do (— 86°C) w pudetku z
propanolem na 4 godziny;

16. Przenie$¢ probowki do cieklego azotu;
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3. EFEKTY KSZTALCENIA

Co student powinien umieé
® powinien potrafi¢ zaplanowaé przeprowadzenie badania i zaplanowaé potrzebny sprzet
uzywany w trakcie doswiadczenia;
® umiec rzetelnie i starannie prowadzi¢ zapis prac laboratoryjnych;
e zamrozi¢ komorki o okreslonej gestosci;

e ocenic stan hodowli w mikroskopie;



