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Wstep

Jedng z najczesciej stosowanych we wspotczesnej biologii technik laboratoryjnych sg hodowle
komérkowe in vitro. Strategia ta oparta jest na inkubacji, wzglednie namnazaniu komérek roslinnych
i zwierzecych poza organizmem. Jedng z najwiekszych korzysci ptynacych ze stosowania techniki
hodowli komoérkowych jest mozliwos¢ Scistego kontrolowania warunkéw doswiadczalnych
i stosunkowa tatwos¢ modyfikacji wtasciwosci mikrosrodowiska komdrek poprzez aplikacje substancji
biologicznie czynnych (np. hormondw, czynnikdw wzrostowych, biatek macierzy zewnatrzkomaérkowe;j
itd.), celem wszechstronnych analiz ich aktywnosci biologicznej.

Stosowanie hodowli komdrek in vitro umozliwia prowadzenie catych cykli doswiadczen przy
uzyciu takiego samego materiatu biologicznego oraz stwarza warunki do poréwnywania wynikow
badan prowadzonych przez réine pracownie. Spore znaczenie majg réwniez uwarunkowania
ekonomiczne, gdyz eksperymenty wykorzystujgce komérki hodowane in vitro sg z reguty tansze od
analogicznych doswiadczen prowadzonych na zwierzetach doswiadczalnych. Nie oznacza to jednak, ze
techniki in vitro w petni zastgpig techniki in vivo, gdyz nalezy pamietaé, ze komdrki w hodowlach
przebywajg w warunkach dla nich sztucznych, a wiec ich reakcje na zadany bodziec rdwniez mogg by¢
,sztuczne”, czyli ilosciowo i jakosSciowo odbiegajgce od tych potencjalnie obserwowanych
w warunkach in vivo. Ponadto w zaleznosci od pochodzenia, populacje komérek w hodowlach moga
mie¢ charakter mniej lub bardziej heterogenny, co rédwniez moze mie¢ przetozenie na wynik
doswiadczenia i jego interpretacje. Oznacza to, ze analizy in vitro i in vivo majg charakter wzajemnie
dopetniajacy sie (komplementarny).

Z drugiej strony przy uzyciu technik in vitro mozna przeprowadzac bardzo wiele doswiadczen z
wykorzystaniem strategii trudnych technicznie lub niemozliwych do wykonania in vivo, na przykfad
analizy migracji pojedynczych komdrek, okreslenie zaleznosci wzrostu i réznicowania komoérek od typu
biatka macierzy miedzykomarkowej, kwantyfikacja komunikacji miedzykomérkowej za posrednictwem
ztacz szczelinowych lub oznaczenie fazy cyklu komdrkowego, w ktérej nastgpito zatrzymanie
proliferacji komdrek pod wptywem danej substancji biologicznie aktywnej.

Celem proponowanego doswiadczenia jest zapoznanie sie z podstawowymi czynnosciami
zwigzanymi z prowadzeniem hodowli komérkowych.

Hodowle komorkowe — metodyka

W hodowlach in vitro przetrzymywac¢ mozna zaréwno komorki aktywnie namnazajace sie jak i
komorki terminalnie zréznicowane, ktdre zwykle zatracity zdolnos¢ do proliferacji. O ile w drugim
przypadku metodyka hodowli sprowadza sie do izolacji specyficznej tkankowo i jednolitej fenotypowo
populacji komérek i umiejetnej jej inkubacji in vitro, o tyle komérki aktywnie namnazajace sie, a wiec
dysponujgce potencjatem mitotycznym, mozna propagowac in vitro, zapewniajgc im warunki hodowli
korzystne dla proliferacji. Dzieki temu jesteSmy w stanie namnazaé materiat biologiczny potrzebny do
doswiadczen, przy zachowaniu jego cech fizjologicznych. W przypadku hodowli komadrek dzielgcych
sie, a wiec aktywnych mitotycznie, podstawowg czynnoscig umozliwiajgcg namnozenie materiatu
biologicznego potrzebnego do do$wiadczen jest tzw. PASAZ, czyli przeniesienie komérek z jednego
naczynia hodowlanego do jednego lub kilku nastepnych. taczy sie to z redukcjg liczby komérek
przypadajacej na pole powierzchni naczynia (np. komorki prawidtowe - hamowane kontaktowo), lub
objetos¢ pozywki (np. komérki nowotworowe hodowane w zawiesinie).
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Komora Biirkera

Komora sktada sie z dwdch siatek zliczeniowych (A), a kazda tworzona jest przez dziewiec
wielkich kwadratow ograniczonych trzema liniami (bok kwadratu wynosi 1 mm)(C). Gtebokos$¢ komory
wynosi 0,1 mm (B). Pojedynczy wielki kwadrat zawiera w sobie szesnascie duzych kwadratéw

ograniczonych podwdjng linig, przy czym bok kwadratu wynosi 0,2 mm (D). Wielki kwadrat zawiera w

sobie takze dziewie¢ matych kwadratéw ograniczonych pojedyncza linig, ktorych bok wynosi 0,05 mm.
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Wykonanie éwiczenia

Podzieli¢ sie na 4 zespoty.

Przeczytac przed ¢wiczeniami niniejszg instrukcje.

Wystuchaé uwaznie co prowadzacy ma do powiedzenia na temat ogdlnych zasad pracy z

hodowlami.

4. Zapoznac sie rozktadem przestrzennym komér laminarnych (w tym: z rozmieszczeniem i

przeznaczeniem akcesoriéw, t.j. pipet, korncéwek, pojemnikéw na zlewki, wacikéw, alkoholu

do odkazania, naczyn hodowlanych, probéwek, pozywek i innych roztworédw niezbednych do

pasazu itp.)
5. Wykona¢ pasaz komérek hodowanych w otrzymanym naczyniu:

a.

oceni¢ liczebnos¢ komadrek w hodowli pod mikroskopem odwréconym, jak réwniez
obserwujac ,,pod swiatto” dno naczynia hodowlanego

z naczynia zlaé ptyn hodowlany po czym natychmiast:

delikatnie zala¢ komérki ok. 2 ml roztworu PBS, przeptukac je, po czym roztwor
usunac i natychmiast:

komorki zala¢ ok. 1 ml roztworu 0.25% trypsyny z EDTA (trypsyne rozprowadzié
doktadnie po catym dnie naczynia), komérki inkubowa¢ w obecnosci trypsyny od 20
sekund do 2 minut, kontrolujgc (,pod Swiatto” lub pod mikroskopem) stopien
odrywania sie komédrek od podfoza (ewentualnie naczynie wstrzasngé¢ celem
przyspieszenia procesu).

Uwaga: czas trypsynizacji zalezy od aktywnosci trypsyny i typu oraz , kondycji”
komorek !1!

natychmiast po oderwaniu sie komdrek od podtoza (obserwowanym ,pod swiatto”
lub w mikroskopie odwréconym), komorki zawiesi¢ w 2 ml pozywki hodowlanej (MEM
+ 5% surowicy cielecej + antybiotyki), aby rozcienczy¢ i zinaktywowac trypsyne
uzyskang zawiesine komadrek w pozywce przeniesc¢ pipeta do probowki wirowniczej,
zamknac i zwirowac 5 min. przy 300 rcf (ok. 1000 obr./min).

po odwirowaniu nadsacz zla¢, osad komarek (pelet) zala¢ 0,5-2 ml Swiezej pozywki,
a komoérki doktadnie lecz delikatnie rozpipetowac

oznaczy¢ gestos¢ zawiesiny komoérek w komorze Birkera (wedle schematu
uzgodnionego wczesniej w obrebie zespotow)

do naczynia hodowlanego odpipetowaé 5 ml pozywki hodowlanej, a nastepnie dodac
zawiesine komodrek w objetosciach zawierajacych liczbe komoérek wskazang przez
asystenta;

naczynia zakreci¢, podpisac i pozostawi¢ w inkubatorze, w 37°C.
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Zakres materiatu obowiqzujqgcy do ¢wiczen

biologia i charakterystyka hodowli in vitro

srodowisko hodowlane in vitro

linie komdrkowe

procedura pasazu

oznaczanie gestosci komoérek w zawiesinie z wykorzystaniem hemocytometru (komora
Biirkera)
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https://www.youtube.com/watch?v=WWS9sZbGj6A
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