Hodowle komoérkowe/KKiTRiZ - LABORATORIUM
Opracowanie: dr inz. Beata Butruk-Raszeja

CWICZENIE 1:
Podstawowe czynnosci w laboratorium hodowli komérkowych

Wprowadzenie

1. Wyposazenie laboratorium hodowli komérkowych

Ponizej przedstawiono podstawowy sprzet obecny w laboratorium hodowli

komérkowych:

e komora laminarna - przestrzen przeznaczona do pracy w warunkach
sterylnych, wykonywane s3 tu wszystkie operacje na rosnacych komérkach,
dzieki zamontowanym wewnatrz komory filtrom powietrze dostarczane do
wnetrza komory jest sterylne, nalezy pamieta¢ a spryskiwaniu roztworem
etanolu wszelkich pojemnikéw umieszczanych w komorze oraz o
odpowiednim zasadach pracy (wiecej w sekcji ,Praca w warunkach jatowych”)

e inkubator - jego funkcja jest zapewnienia odpowiednich warunkéw wzrostu
dla umieszczonych w nim komérek (wilgotno$é, pH, temperatura)

e mikroskop odwréconego pola - umozliwia obserwacje mikroskopowe
komoérek rosnacych wewnatrz naczyn hodowlanych

e laznia wodna - umozliwia podgrzewanie roztworéw uzywanych w trakcie
hodowli (bufory, media) do temperatury 37°C

e wiréwka - wirowanie komoérek prowadzi do ich oddzielenia od medium

hodowlanego, co jest wykorzystywane np. podczas pasazu
e zamrazarka - przechowywanie komérek w temperaturze -70°C

e pojemniki z cieklym azotem (dewary) - dlugotrwate przechowywanie

komérek w temperaturze ok. -180°C
e autoklaw - stuzy do sterylizacji sprzetu, roztworéw, odpadéw

W trakcie prowadzenia hodowli komérkowych, oprécz przedstawionego powyzej
sprzetu laboratoryjnego, konieczne jest stosowanie naczyn hodowlanych. S3 to
sterylne naczynia, najczesSciej polistyrenowe, o odpowiednio zmodyfikowanej
powierzchni, umozliwiajacej adhezje i wzrost komoérek.
Najpopularniejszymi naczyniami hodowlanymi sa:
e Butelki i szalki hodowlane - charakteryzuja sie duza powierzchnia wzrostu,
stosowane do namnazania komérek
e Plytki wielodotkowe - dostepne w réznych wariantach, najczesciej 6-, 12-, 24-,
48-, 98-dotkowe, na ogdét stuzg do przeprowadzania konkretnych
eksperymentéow, rzadziej do namnazania komérek, umozliwiaja
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przeprowadzenie wielu eksperymentéw jednocze$nie, przy wykorzystaniu
matej powierzchni (w kazdym dotku inny eksperyment)

W odréznieniu od pracy w tradycyjnym laboratorium, w trakcie pracy w
warunkach sterylnych ptyny nie s3 przelewane bezposrednio z pojemnikéw, ale
s3 przenoszone w sposob jatowy, przy uzyciu:

e sterylnych pipet serologicznych
e Pipetora

e Pipet automatycznych jedno- i wielokanatowych

2. Media hodowlane

W trakcie trwania hodowli i wykonywania wszelkich czynnos$ci hodowane
komorki przetrzymywane sa w ptynach zapewniajacych odpowiednie §rodowisko.
Dwa podstawowe roztwory stosowane w trakcie hodowli komérkowych to:

e bufory - najczesciej bufor fosforanowy (PBS), zapewnia podstawowe
srodowisko, stuzy do przeptukiwania komérek i ich krotkotrwatego
przechowywania, zawiera jony wapnia, magnezu, potasu, sodu

e media hodowlane

Funkcje medium hodowlanego:

e zapewnia wszelkie substancje odzywcze i regulatorowe konieczne do
prawidtowego rozwoju komérek w trakcie trwania hodowli

e utrzymuje state pH

e zapewnia odpowiednie ciS$nienie osmotyczne

Podstawowy sktad medium hodowlanego:

e aminokwasy - zrédlo wegla i azotu, na ogét sa obecne w medium, wyjatek
stanowi glutamina - ze wzgledu na niska stabilno§¢ w srodowisku wodnym
najczesciej jest dodawane do medium tuz przed rozpoczeciem eksperymentéw

e glukoza - zrodto energii

e witaminy, hormony

e sole mineralne - buforowanie srodowiska

e surowica - najczesciej bydleca (FBS - ang. fetal bovine serum), zrddio
czynniké6w wzrostu, hormonéw, czynnikéw adhezyjnych, czynnikéw
regulujacych przepuszczalnosé btony komérkowej

e antybiotyki - ograniczaja ryzyko zakazen biologicznych

e czerwien fenolowa - wskaznik pH

Odpowiednie pH jest bardzo waznym parametrem podlegajacym kontroli. Jak

wspomniano wczesniej, wiekszos§é komoérek ssaczych wykazuje optimum wzrostu

przy pH neutralnym (7,4). Utrzymanie pH na tym poziomie mozliwe jest dzieki
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odpowiedniemu balansowi pomiedzy stezeniem CO, rozpuszczonym w medium
hodowlanym a stezeniem jonéw wodoroweglanowych. Dlatego konieczne jest
doktadne zapoznanie sie ze sktadem stosowanego medium - niektére media
zawieraja zwiekszone stezenie jonéw HCOs', wéwczas nalezy prowadzi¢ hodowle
przy wyzszym stezeniu CO, w inkubatorze.

Kontrola pH w trakcie trwania hodowli mozliwa jest dzieki obecnosci w medium
hodowlanym wskaznika pH. Najcze$ciej jest to czerwien fenolowa - barwnik ten
zmienia swoj kolor w zalezno$ci od pH roztworu, przyjmujac barwe z6tta w pH
kwasnym, czerwona w pH neutralnym i fioletowa w pH zasadowym.

3. Zakazenia biologiczne

Najwiekszym problemem w trakcie prowadzenia hodowli komérkowych jest
ryzyko zakazen biologicznych. Zakazenia s3 zwiazane z rozwojem drobnoustrojow
(najczesciej bakterii) w medium hodowlanym. Aby zminimalizowa¢ ryzyko
rozwoju bakterii media suplementuje sie antybiotykami, konieczne jest réwniez
zachowanie wszelkich zasad pracy obowiazujacych w laboratorium czystym.

Kazdorazowo po wyjeciu hodowli z inkubatora i przed przystapieniem do
jakichkolwiek czynnosci nalezy sprawdzi¢ czy nie doszto do zakazenia poprzez
obserwacje makro- (sprawdzenie przejrzystosci medium, w przypadku gdy
dochodzi do zakazenia medium pokrywa sie widocznym gotym okiem biofilmem,
dochodzi tez do zmetnienia pozywki) i mikroskopowe (bakterie s3 widoczne pod
mikroskopem, nalezy jednak pamieta¢ ze s3 znacznie mniejszych rozmiaréw niz
komérki zwierzece).

Kazdorazowo w przypadku stwierdzenia wystapienia zakazenia nalezy

zaprzestac dalszej hodowli i usung¢ zakazona hodowle.
Kontaminacje nie moga by¢ catkowicie wyeliminowane z hodowli, ale wtasciwe
zachowania mogg zredukowac ich negatywne skutki!

Wyréznia sie kontaminacje:

v' chemiczne

v biologiczne
Najwazniejsze skutki kontaminacji:

v’ Strata czasu, wysitku, pieniedzy

v' Niewtlasciwe wyniki eksperymentow

v Utrata/Zanieczyszczenie produktu
Kontaminant chemiczny - kazdy zwigzek nieozywiony, ktéry wykazuje
negatywne dziatanie na hodowle, przyktady kontaminantéw chemicznych:
Media:

v Odpowiednie przechowywanie (czas, temperatura, UV)

v' Doktadne odwazanie reagentow

v' Wysoka czystos¢ wody

v' Odpowiednia czystos¢ butelek
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Surowica:
v' Duze zréznicowanie sktadnikéw obecnych w surowicy (hormony, czynniki
zrostu)
v' wybér jednego dostawcy lub stosowanie serum-free media
Woda
v’ Utraczysta woda (UPW) do buforéw, pozywek
v' Woda destylowana nie jest wystarczajaca (!)
v systemy do otrzymywania UPW, wymiana fitréw
v' Odpowiednie przechowywanie
v" Woda w autoklawie odpowiedniej czystoSci
Naczynia
v' Toksyczne pozostatosci po roztworach
v Do hodowli uzywacé odrebna grupe naczyn (!)
Swiatto
v degradacja
v" wolne rodniki
v bufory HEPES - wrazliwe na §wiatto
v przechowywanie w ciemnych szafkach
Endotoksyny
v' lipopolisacharydowe zwigzki obecne w btonie bakterii Gram-
v' uwalniane podczas wzrostu i §mierci
v' powszechne w wodzie i surowicy
v" hydrofobowe
Zakazenia biologiczne:
v' Latwe do wykrycia:
v Bakterie
v’ Plesnie
v' Drozdze
v" Trudne do wykrycia
v’ Wirusy
v" Mykoplazma
v Inne linie komérkowe
v’ Efekty zakazen
v' Wykorzystanie sktadnikéw odzywczych
v' Wydzielanie metabolitow - zmiana pH
v' Wydzielanie H202
Zrédta zakazen biologicznych:
Niesterylne media, bufory, reagenty
Aerozole
Ludzie
Bledy i wypadki
Powierzchnie naczyn hodowlanych
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Bakterie:

v Stosunkowy duzy rozmiar i bardzo szybki wzrost - tatwe do wykrycia
Wykrycie zakazenia:

v zmiana morfologii komérek

v zmetnienie pozywki
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v' zmiana koloru pozywki (zakwaszenie)
v ruch pozywki
Antybiotyki
v penicilina/streptomycyna
v/ gentamycyna
Drozdze:
v Stosunkowy duzy rozmiar - tatwe do wykrycia
v" Wykrycie zakazenia:
Obserwacje mikroskopowe
Zmetnienie pozywki
Charakterystyczny zapach
Nieznaczna zmiana pH
Antybiotyki nie s3 skuteczne
Antymikotyki: amfoterycyna, mykostatyna
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Plesnie:

v Stosunkowy duzy rozmiar - tatwe do wykrycia
Wykrycie zakazenia:

v' Obserwacje mikroskopowe

v Nieznaczna zmiana pH

v Antybiotyki nie sg skuteczne

v' Antymikotyki: amfoterycyna, mykostatyna

4. Praca w warunkach jatowych

Podczas pracy w warunkach sterylnych nalezy zawsze by¢ §wiadomym
potencjalnych Zrodet zakazen - kurz, wtosy, rece, ubranie. Dlatego nalezy mie¢
zawsze umyte rece, zwigzanie wtosy oraz zatozony fartuch. Wszelkie skaleczenia,
zadrapania, zranienia na dtoniach i przedramionach nalezy zabezpieczyé¢ plastrem.
Przedstawione ponizej zasady obowigzuja w kazdym laboratorium hodowli
komoérkowych i maja na celu zminimalizowanie ryzyka zakazen biologicznych
prowadzonych hodowli.

Przykladowa organizacja pracy w komorze laminarnej obejmuje (patrz zdjecie
ponizej):

e duza przestrzen w centralnej czesci komory laminarnej przeznaczong do
pracy z komérkami,

e czesci ze sterylnymi odczynnikami i sprzetem po prawej stronie; znajduje
sie tam automatyczny pipetor z brzegu, sterylne pipety, butelki z
reagentamii medium hodowlanym w gtebi po prawej stronie,

e stojak na prébéwki moze zostaé umieszczony na Srodku w gitebi (nie dla
komoér z poziomy przeptywem powietrza),
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cze$¢ ze zuzytymi roztworami, opakowaniami, pipetami po lewej (zlewka na
zuzyte ptyny w gtebi po lewej, zuzyte pipety, opakowania z przodu (zanim
zostang usuniete z komory laminarnej)

pojemnik z 70% roztworem alkoholu po lewej stronie na brzegu

Podczas sterylnej pracy nalezy:

nosic¢ odziez ochronna,

odkazi¢ rece/rekawiczki 70% roztworem alkoholu, po czym pozwoli¢ mu
odparowa¢, czynnosé te powtoérzy¢ kazdorazowo po wyjeciu rak z komory
laminarnej,

wszystkie przedmioty umieszczane w komorze laminarnej wcze$niej
spryskac¢ 70% EtOH

pojemniki hodowlane umieszcza¢ w komorze laminarnej jako ostatnie,
wszystkie butelki, pojemniki hodowlane odpowiednio podpisaé i oznaczy¢,
otwierac sterylne pipety, roztwory bezposrednio przed uzyciem,

wszystkie czynno$ci wykonywaé w centralnej czesci komory laminarnej,
wykonywa¢ ptynne i spokojne ruchy,

wszystkie czynno$ci wykonywaé na wyprostnych ramionach,

ograniczy¢ czas pracy do koniecznego minimum,

czesto usuwac wszystkie zuzyte opakowania,

kazdy rozlany ptyn od razu wytrze¢ i spryskac¢ to miejsce 70% roztworem
alkoholu,

unika¢ prowadzenia rozméw,
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e sprawdzi¢ czy wszystkie butelki s3 odpowiednio zamkniete przed wyjeciem
ich z komory laminarnej
e pracowac zjedna linig komérkowa

Podczas sterylnej pracy nie wolno:
e dotyka¢ powierzchni znajdujacych sie poza komorga
kichaé, kasta¢ w poblizu komory laminarnej,
przenosi¢ pojemnikéw i butelek za szyjki lub nakretki,
pracowac nad odkrytymi butelkami i ptytkami,
pozostawiac odkryte butelki ze sterylng zawartoscia,
przelewac ptynéw bez uzycia sterylnej pipety,
dotkna¢ konicem pipety lub tipséw niesterylnych powierzchni (szyjki butelki,
zewnetrzne powierzchnie butelek)
pobieraé roztwory z réoznych butelek ta samg pipeta,
e napeinia¢ butelek, ptytek hodowlanych i probéwek wiréwkowych po brzegi,
e tworzy¢ pecherzy powietrza w medium hodowlanym i pipetach.

Przed przystapieniem do pracy w komorze laminarnej nalezy:

e sprawdzi¢ czy wszystkie urzadzenia dziataja poprawnie i czy ich parametry sa
wtasciwie,

e sprawdzi¢ czy wszystkie drzwii okna sa zamkniete,

e przygotowaé wszystkie niezbedne odczynniki i pojemniki, ktére beda
potrzebne podczas pracy

Przed wykonaniem jakichkolwiek czynnosci na hodowli komérkowej nalezy
dokona¢ obserwacji makro- i mikroskopowych:
e pHmedium hodowlanego (kolor medium)
e ilos¢ komoérek ptywajacych w medium hodowlanym,stopien konfluencji
e ksztalt komorek,
e przejrzysto$¢ medium hodowlanego
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Cwiczenie 1

1.1. Suplementacja medium hodowlanego
1.2. Zatozenie hodowli
1.3. Sterylizacja biomateriatu

1.1 Suplementacja medium hodowlanego

Materiaty:

- pipetor automatyczny

- sterylne pipety serologiczne

- sterylna moczéwka 100 ml (x3)

Roztwory:

- DMEM (ang. Dulbecco’s modified Eagle’s medium) - medium hodowlane
- FBS (ang. fetal bovine serum) - ptodowa surowica bydleca

- roztwor glutaminy

- mieszanina antybiotykéw penicylina - streptomycyna (Pen-Strep)

- PBS z jonami magnezu i wapnia

- PBS bez joné6w magnezu i wapnia

Wykonanie ¢wiczenia:

L.
2.

© ® N o

Ogrzac wykorzystywane roztwory do temperatury 37°C

Przenie$é roztwory do komory laminarnej (wcze$niej spryskaé roztworem
alkoholu)

Do sterylnej moczéwki o objetosci 120 ml doda¢ odpowiednig objetosc
roztworu FBS (aby uzyskacé stezenie 10% v/v)

Dodaé odpowiednia objeto$é roztworu glutaminy (aby uzyskaé¢ stezenie
1%Vv/v)

Dodaé odpowiednig objeto§¢ roztworu penicilina-streptomycyna (aby
uzyskacé stezenie 1%v/v)

Uzupetni¢ medium hodowlanym DMEM do objeto$ci 100ml

Wymieszaé roztwor

Przygotowac 100ml PBS (z jonami oraz bez) w sterylnej moczéwce
Wszystkie pojemniki z roztworami podpisa¢ (data, nazwisko, rodzaj
roztworu)

10. Po skonczonej pracy roztwory doktadnie zamkna¢ i umies$ci¢ w lodéwece.
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1.2. Zatozenie hodowli

Materiaty:

- pipetor automatyczny

- sterylne pipety serologiczne

- sterylne naczynie hodowlane - butelka/szalka Petriego
- sterylny falkon o objetosci 15 ml

- kriotuba z zamrozonymi komérkami

Roztwory:
- suplementowane medium hodowlane

Wykonanie ¢wiczenia:

1.
2.

8.
o.

10.

11
12.

Ogrza¢ medium hodowlane do temperatury 37°C

Przygotowaé butelke hodowlang - napeini¢ medium w objetosci 5ml i
umies$ci¢ w inkubatorze

Rozmrozi¢ komoérki (inkubator/taznia wodna/dlonie) - rozmrazanie
powinno trwacé jak najkrécej (do 2 minut)

Przenie§¢ kriotube z komoérkami do komory laminarnej i spryskaé
roztworem alkoholu

Przenie$¢ komorki z kriotuby do falkonu

Do falkonu z komérkami doda¢ medium hodowlane (dodawaé kroplami) do
objetosci 5 ml

Zwirowa¢ komérki (dla fibroblastéw: czas wirowania 10 minut, szybko§é
obrotéw 192 RCF)

Odpipetowac supernatant ze zwirowanych komoérek

Zawiesi¢ komérki w 2 ml §wiezego medium hodowlanego

Roztwor komorek przenie§é do naczynia hodowlanego, dopeini¢ medium do
objetosci 10 ml

Obejrze¢ komorki pod mikroskopem, podpisa¢ naczynie

Umie$ci¢ naczynie w inkubatorze
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1.3. Sterylizacja biomateriatu

Materiaty:

- prébki mat wiéknistych (x2)

- sterylna ptytka 48-dotkowa

- sterylne pesety i inserty (obciete korficowki do pipet)

Roztwory:

- roztwor etanolu (70%)
- roztwor AMS
- roztwor PBS

Wykonanie:

1. Wyciete prébki materiatéw umiesci¢ w dotkach ptytki 48-dotkowej

2. Materiaty zala¢ roztworem 70% etanolu (500um/dotek), na kazdym
materiale umiesci¢ insert, ptytke umiescié¢ na wytrzasarce (10 minut)

3. Usungé roztwoér etanolu, materiaty przeptuka¢ roztworem PBS,
(500ul/dotek), 2x, 5 minut, wytrzasarka (UWAGA - unika¢ wysychania
materiatéw - mozliwie jak najszybciej zalewaé kolejnym roztworem)

4. Po ostatnim ptukaniu usunaé roztwoér PBS, materiaty zalaé¢ roztworem AMS
(500ul/dotek), umiesci¢ w lodéwce do nastepnych ¢wiczen
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