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Wstep

Wigkszo$¢ prawidtowych komorek zwierzecych hodowanych in vitro podejmuje synteze
DNA i proliferacj¢ (a zatem wzrost) tylko po przyczepieniu si¢ do podtoza. Zjawisko to
okreslane jest jako zaleznos¢ wzrostu od przyczepienia (ang. anchorage dependence of
growth). Komorki wykazujace te wiasciwos¢ hodowane w warunkach uniemozliwiajacych
przyczepienie do podtoza nie syntetyzuja DNA i nie dzielg si¢, pozostajac w fazie G1 cyklu
komorkowego. Jednak liczne badania wykazaly, ze spadek stopnia rozptaszczenia
(zaokraglenie) komoérek nowotworowych hodowanych na podtozach o réznej adhezyjnosci nie
prowadzi do catkowitego zatrzymania ich wzrostu. Zdolnos¢ komoérek nowotworowych do
wzrostu w zawiesinie, a takze do wzrostu wielowarstwowego, odroznia je od komdrek
prawidtowych. Ponadto, komdrki nowotworowe sg zwykle znacznie stabiej rozptaszczone niz
komorki prawidtowe, a takze charakteryzuje je zmieniona architektura cytoszkieletu
aktynowego. Z kolei brak wptywu stopnia rozptaszczenia na zdolno$¢ do wzrostu wskazuje na
obnizong wrazliwos¢ komorek nowotworowych na zmiany ich ksztattu w warunkach in vitro.

Fakt ten oznacza, ze wiele linii komorek nowotworowych mozna hodowa¢ w zawiesinie
lub/i w tzw. pozywkach potptynnych. Pozywki tego typu, obok standardowych sktadnikow
stosowanych dla kultur komoérkowych, zawieraja czynnik zelujacy w postaci agaru, agarozy
lub metylocelulozy, ktory ogranicza ruchy komorek, sprzyjajac ich izolacji. Pozwala to na tzw.
klonowanie, czyli uzyskanie populacji komdrek powstatych z podziatow jednej komorki
wyijsciowej. Juz w roku 1964 MacPherson i Montagnier wykazali, ze transformowane komorki
BHK21 moga by¢ hodowane preferencyjnie w agarze, podczas gdy ich nie transformowane
odpowiedniki namnazaja si¢ bardzo wolno. Z kolei Freedman i Shin (1974) zaobserwowali
korelacj¢ miedzy potencjatem metastatycznym spontanicznych guzéw a zdolnosca komorek
z nich pobranych do tworzenia klonow w zawiesinie. Hamburger i Salmon (1977) wykazali,
ze liczne ludzkie guzy zawierajg maty procent komorek (<1.0) ktore ulegaja klonowaniu w
agarze. Dlatego obecnie uwaza sig¢, ze wzrost w potptynnych pozywkach stanowi prostg w
obserwacji fenotypowa wiasciwos¢ komorek transformowanych nowotworowo.

Mimo, ze natura czynnikdw kontrolujacych zdolnos¢ komdérek nowotworowych do
formowania kolonii w pozywkach poétptynnych pozostaje wcigz niewyjasniona, opisane
zjawisko  wykorzystuje sie  w  testach  obecnosci komdrek  nowotworowych w
krétkoterminowych hodowlach ludzkich komorek oraz badaniach stopnia ich inwazyjnosci.
Zaleta metod z wykorzystaniem wzrostu komorek w potptynnych podtozach jest tatwosé
uzyskania pojedynczych klonéw, ktore nastepnie moga by¢ izolowane i poddane dalszej
hodowli. Stuzy to badaniu heterogenno$ci populacji komoérek nowotworowych i znajduje
zastosowanie w badaniach wrazliwosci nowotworéw na nowo opracowywane terapie
lecznicze.

Szerokie mozliwosci praktycznego zastosowania hodowli komérek na podtozach
potptynnych zaowocowaty opracowaniem réznorodnych odmian tej techniki. Najprostsza z
nich opiera si¢ na zastosowaniu dwoch warstw agaru. W pierwszej kolejnosci na dno naczynia
wylewa si¢ warstwe podstawowa powstatg przez zmieszanie agaru (uprzednio rozpuszczonego
I schtodzonego do temperatury ok. 45°C) z medium hodowlanym. Proporcje dobrane sg w taki
sposadb, aby stezenie agaru wynosito okoto 0.5%. Warstwa podstawowa z jednej strony stanowi
zrodto sktadnikow odzywczych wspomagajacych wzrost komorek, z drugiej — uniemozliwia
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komérkom adhezje do dna naczynia hodowlanego. Na warstwe podstawowg wylewa sie
wilasciwg warstwe agaru zawierajagcg komorki. Liczba komérek, ktore sie wysiewa zalezy od
uzytej linii i waha sie ona w granicach 10 — 10° komaérek/ml. Przygotowang zawiesing komorek
miesza si¢ z medium hodowlanym i agarem o stezeniu 0.3%. Nastepnie hodowle umieszcza si¢
w cieplarce i inkubuje od kilku do kilkunastu dni. Gdy kolonie komorek staja sie widoczne pod
mikroskopem (sktadajg sie z Kilkuset komorek, Rys.1.), przenosi si¢ je za pomoca cienkiej
pipety do nowego naczynia hodowlanego zawierajacego swiezg pozywke. Komorki delikatnie
si¢ rozpipetowuje i dalej namnaza.

Rys 1. Kolonie transformowanych nowotworowo komoérek NIH3T3 hodowanych w agarze.

Cel:

Celem ¢wiczenia jest zatozenie potptynnej hodowli komorek szczurzego migsaka XC lub
mysiego czerniaka B16, a nastepnie obserwacja powstatych kolonii.

Wykonanie éwiczenia:

1. Przygotowa¢ 15 ml 0.5% agaru w ptynie hodowlanym. Do cieptego (ok. 40 °C)
ptynu hodowlanego MEM z 10% FBS doda¢ (jatowo!!) odpowiednig objgtosé
goracego (prosto z tazni wodnej) 2.5% agaru. Po wymieszaniu natozy¢ po 1 ml
roztworu na 3 szalki Petriego. Pozostatg czg¢s¢ roztworu umiesci¢ w tazni wodnej.
Szalki pozostawi¢ do czasu zestalenia si¢ agaru.

2. Wykona¢ pasaz komorek XC/B16:

a.

b.

zla¢ z naczynia ptyn hodowlany, po czym natychmiast delikatnie zala¢
komorki ok. 2 ml roztworu PBS (37 °C), przeptukaé, roztwor usunag;

szybko zala¢ komdrki ok. 0,5 ml roztworu 0.25% trypsyny i inkubowac przez
ok. 1-2 minuty (w temp. 37 °C), kontrolujac pod mikroskopem stopien ich
odrywania si¢ od podtoza;

natychmiast po oderwaniu si¢ komdrek od podloza zawiesi¢ je w 2 ml
pozywki hodowlanej celem inaktywacji trypsyny;

uzyskang zawiesine przenies$é pipeta do probowki, zakrecic i wirowac 5 min.
przy 1000 obr./min.

po zlaniu nadsgczu komdrki zawiesi¢ w 2 ml ptynu hodowlanego i policzy¢
w komorze Birkera

(UWAGA: komorki nie moga by¢ w agregatach!).
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3. Do 3 probowek odpipetowaé objetos¢ ptynu zawierajaca odpowiednio: 10, 50
i 100 tysiecy komdrek, uzupemi¢ pozywka do 2 ml, a nastepnie doda¢ 3 ml
uprzednio przygotowanego 0.5% agaru. Wymiesza¢ i po 2 ml roztworu
przenie$¢ na szalki z zestalonym 0.5% agarem.

4. Szalki z komorkami ostroznie przenie$¢ do inkubatora. Hodowle prowadzi¢ przez
7 dni w temperaturze 37 °C i w atmosferze 5% COx.

5. Policzy¢ kolonie o s$rednicy wigkszej niz 100 pm oraz oceni¢ wydajnosé
klonowania (tj. stosunek liczby kolonii do liczby wysianych komorek).

Zakres materialu obowiazujacy do ¢wiczen:
1. Molekularne podstawy transformacji nowotworowej i tworzenia przerzutow.
2. Hodowle komorek in vitro.
3. Oddziatywanie komorek z podtozem i sasiednimi komorkami, wzrost komdrek na
podtozach statych i pétptynnych.
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