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WSTEP

Jedng z rutynowych metod laboratoryjnych stosowanych we wspoétczesnej biologii jest
dhugotrwate przechowywanie zywych komoérek w obnizonej temperaturze. Metoda ta jest
szczegoblnie przydatna dla zabezpieczenia wyselekcjonowanych linii komorkowych o czesto
unikalnych wtasciwosciach (hodowle komorkowe obecnie stanowig podstawowe zrodto
materialu biologicznego do pracy doswiadczalnej) na wypadek utraty komorek badz
zakazenia. Bankowanie komoérek pozwala rowniez na przerwanie pracy z danym rodzajem
komorek na dowolny okres czasu (nawet na kilka lat), a utrzymanie zamrozonego materiatu
wymaga niewiele czasu 1 wysitku oraz kosztéw w poréwnaniu z prowadzeniem hodowli
ciagle;j.

Spadek temperatury podczas zamrazania powoduje powstawanie krysztatkow lodu w
srodowisku pozakomodrkowym, czego skutkiem jest wzrost st¢zenia substancji
rozpuszczonych w medium hodowlanym i dehydratacja komorek. Aby uzyska¢ maksymalny
stopien przezywalno$ci komorek, nalezy je stosunkowo wolno zamrazaé i szybko odmrazac.
Zamrazanie musi by¢ wystarczajaco wolne aby mogta zaj$¢ dehydratacja, ktéra zapobiega
powstawaniu wewnatrzkomoérkowych krysztatkéw lodu niszczacych struktury komorkowe. Z
drugiej strony nie moze by¢ zbyt wolne, aby nie dopusci¢ do nadmiernej dehydratacji 1
zniszczenia komorek z jej powodu. Optymalna predkos¢ obnizania temperatury w trakcie
zamrazania wynosi dla wigkszosci typéw komorek od 1 °C do 3°C na minutg. Warunki takie
mozna najprosciej uzyska¢ umieszczajac komorki w polistyrenowym pudetku o grubo$ci
Scianek ok. 1,5 cm w temperaturze -70°C na okres 2 godzin. Obecnie najczgsciej do uzyskania
odpowiedniego tempa mrozenia stosowane sg zamrazarki programowane, z ktorych po
odpowiednim czasie komorki sg przenoszone do cieklego azotu (-196°C).

Nieodwracalnemu uszkodzeniu, ktore czesto towarzyszy zamrazaniu komorek w duzym
stopniu zapobiega zamrazanie w obecnosci krioprotektantow — najczesciej glicerolu lub
dimetylosulfotlenku (DMSO).

Waznym elementem procesu bankowania komorek jest dobranie odpowiedniej gestosci
zamrazane]j zawiesiny komodrek. Powinna ona by¢ na tyle wysoka, aby po rozcienczeniu
rozmrazanej probki w stosunku 1:10 lub 1:20 (konieczne dla zmniejszenia stezenia glicerolu
lub DMSO) uzyskane stgzenie komorek byto okoto 5 razy wyzsze od standardowej gestosci
komorek przy pasazowaniu.
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CEL CWICZENIA
Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z podstawowymi technikami bankowania komorek.
WYKONANIE CWICZENIA

1. Przygotowaé si¢ do pracy pod komorg laminarna (patrz: éwiczenie ,,Hodowle
komérkowe”)

2. Wykona¢ pasaz komorek:

a) z naczynia hodowlanego zla¢ pozywke

b) przeptuka¢ komoérki 1 ml (sterylnego) PBSu bez jonéw Ca®* i Mg?*

c) po zlaniu PBSu doda¢ do komorek 0,5 ml trypsyny (w wypadku naczynia o pow. hodowlanej
25 cm?) i umiescié naczynie w inkubatorze (37°C) na ok. 2-3 minuty, kontrolujac (pod
mikroskopem) co jaki$ czas stopien odrywania si¢ komorek od dna naczynia hodowlanego
(mozna przyspieszy¢ proces odrywania komorek poprzez mechaniczne uderzenie butelka o
brzeg dtoni).

d) gdy wszystkie komorki oderwa sie, nalezy zinaktywowac trypsyng dodajac 2 ml pozywki
hodowlanej (z dodatkiem surowicy)

e) przenies¢ zawiesing komoérek do probowki do wirowania

f) zwirowaé zawiesing komorek (1000 obrotow na minute, 5 minut)

# podczas wirowania przygotowaé mikroskop do pracy w konzrascie faz dla obiektywu 10x,
wyczgyscié¢ (za pomocg waty nasqczonej alkoholem) szkietka podstawowe i nakrywkowe, ktore
bedq niezbedne do oznaczania Zywotnosci komorek

g) delikatnie wyja¢ probowki z wirowki, przenie$¢ pod komorg laminarng, zdecydowanym
ruchem zla¢ roztwor pozywki znad osadu (peletu) komorek

h) zawiesi¢ pelet komorek w 1 ml swiezej pozywki hodowlanej i doktadnie, ale jednoczes$nie
delikatnie ,,rozpipetowac”

3. Oznaczy¢ liczbe i zywotnos¢é komorek:

a) policzy¢ ($wiezo rozpipetowane!) komorki w komorze Biirkera (wykorzysta¢ 10 pl zawiesiny
komorek)
b) okresli¢ przy pomocy biekitu trypanu zywotno$¢ komorek:
* na wyczyszczone szkietko podstawowe nakropi¢ 10 pl roztworu blekitu trypanu w
PBS i nastepnie 10 pl zawiesiny komérek (delikatnie wymieszac ,,rozpipetowujac);
pozostawi¢ na 2 minuty, usung¢ ewentualne pecherzyki powietrza, a nastgpnie przykry¢
czystym szkietkiem nakrywkowym
* policzy¢ w mikroskopie komorki niezabarwione (zZywe) 1 zabarwione na kolor niebieski
(martwe), okresli¢ wyjsciowa zywotnos¢ komorek w hodowli (obliczy¢ % komorek
zywych)
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4. Przeprowadzi¢ proces bankowania komoérek:
a) rozpipetowac” ponownie zawiesing komorek
b) 0,8 ml zawiesiny komorek przenies¢ do probowki mrozeniowej, doda¢ 0,1 ml surowicy
(FBS) oraz 0,1 ml DMSO (DMSO nalezy dodawac na koncu) i delikatnie wymieszac
€) probowki zamkna¢, umiesci¢ w pudelku i przenies¢ do zamrazarki na okres 1 godziny

(uwaga: optymalny czas mrozenia w temp. -80°C wynosi 2 godziny, nastepnie komorki nalezy
umiesci¢ w butli z ciektym azotem)

5. Odbankowanie komorek:

a) probowki z zamrozonymi komorkami rozmrozi¢ (umiesci¢ w zlewce z letnig woda)

b) rozmrozong zawiesing przenie$¢ natychmiast do probowki kalibrowanej i dodawac¢ kroplami 3
ml $wiezej pozywki hodowlanej (po dodaniu kazdej kropli delikatnie wstrzasnaé probowka w
celu przemieszania)

C) zwirowa¢ zawiesing komoérek (1000 obrotow na minutg, 5 minut)

d) delikatnie wyja¢ probowki z wird6wki, przenie$¢ pod komore laminarng, zdecydowanym
ruchem zla¢ roztwor pozywki znad osadu (peletu) komoérek

e ) zawiesi¢ pelet komorek w 1 ml §wiezej pozywki hodowlanej i doktadnie, ale jednoczesnie
delikatnie ,,rozpipetowac”

f) oznaczy¢ zywotno$¢ komorek (patrz punkt 3b)

6. Zinterpretowa¢ otrzymane wyniki.

ZAGADNIENIA DO PRZYGOTOWANIA

Hodowla tkanek, jej rozwdj 1 znaczenie dla rozwoju nauki.

In vitro versus in vivo, zalety, ograniczenia, klasyfikacja hodowli tkanek.
Srodowisko hodowlane.

Linie komorkowe.

Bankowanie komorek.
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