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CWICZENIE 2

Pasaz i okreslanie zywotnosci hodowli

Wprowadzenie

1. Pasaz komoérek

Standardowe operacje wykonywane podczas hodowli komérkowych
obejmuja: rozmrazanie komérek, wymiane medium hodowlanego, pasaz komérek
oraz ich zamrazanie.

Pasaz komoérek jest czynnoscia polegajaca na usunieciu starego medium, dodatku
nowego medium i przeniesieniu komoérek do nowych naczyn hodowlanych.
Komorki nalezy pasazowac w fazie wzrostu logarytmicznego, przed osiggnieciem
stanu petnej konfluencji (najczesciej czynnosé te wykonuje sie, gdy konfluencja
osiggnie warto$c¢ ok. 80%).

Pasazowanie komoérek ma na celu:

e unikniecie zahamowania wzrostu wskutek inhibicji kontaktowej

e dostarczenie nowej powierzchni do dalszego wzrostu komérek

W przypadku komérek adherentnych nalezy przeprowadzié¢ zabieg odklejenia
komoérek od podioza - zabieg ten wykonuje sie metoda enzymatyczng, z
zastosowaniem trypsyny. Enzym ten rozcina wigzania peptydowe w biatkach
adhezyjnych posredniczacych w zwigzaniu komoérek z podtozem hodowlanym. Na
etapie trypsynizacji nalezy zwroci¢ szczeg6lna uwage na odpowiednio dobrany
czas zabiegu. Trypsynizacja powinna trwaé do momentu odklejenia wiekszosci
komérek z podtoza (obserwacja pod mikroskopem, nastepuje charakterystyczna
zmiana ksztattu komoérek - z rozptaszczonego na kulisty, aby sprawdzié, czy
komérki s3 juz catkowicie ,odklejone” nalezy poruszy¢ naczyniem), proces mozna
przys$pieszy¢ delikatnie stukajac palcem w dno naczynia hodowlanego. Proces
trypsynizacji prowadzimy w temperaturze 37°C - jest to temperatura optymalna
dla dziatania trypsyny. Nalezy pamietac, aby proces trypsynizacji nie trwat zbyt
dtugo - dochodzi woéwczas do uszkodzenia struktury blon komérkowych.

Dlatego tez wazne jest monitorowanie procesu pod mikroskopem.
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Standardowy protokét pasazu rézni sie w zaleznosci od typu hodowanych

komérek. Najczesciej przebiega on wedlug nastepujacego schematu: z hodowli
usuwane jest stare medium, komoérki przeptukiwane s3 dwukrotnie roztworem
PBS bez jonéw wapnia i magnezu (jony te s3 inhibitorami trypsyny, dlatego tez
nalezy pamieta¢ o zastosowaniu buforu PBS Ca* (-), Mg*(-) przed procesem
trypsynizacji), nastepnie dodawany jest roztwér trypsyny. Po zakonczeniu
trypsynizacji do naczynia dodawane jest medium hodowlane, ktoérego sktadniki
hamuja dziatanie enzymu. Nastepnie, w celu pozbycia sie trypsyny, komérki sa
wirowanie, supernatant zwierajacy trypsyne jest usuwany, komorki sa
zawieszane s3 w nowym medium hodowlanym, liczone, i w odpowiednim
rozcieniczeniu przenoszone do nowych naczyn hodowlanych (rys.1). Dla komérek
szczegblnie wrazliwych na uszkodzenia mechaniczne proces trypsynizacji
przeprowadzany jest z pominieciem etapu wirowania - do naczynia wlewa sie
okreslona ilos¢ trypsyny, po chwili usuwa sie wiekszo$¢ roztworu pozostawiajac
tylko cienka warstewke (rys.2). Trypsynizacja prowadzona w taki sposéb trwa
dtuzej, jednak zastosowana ilosé trypsyny jest na tyle niewielka, ze nie ma
potrzeby usuwania jest z hodowli w procesie wirowania. W przypadku komoérek
rosngcych w zawiesinie (nieadherentnych) proces pasazu przeprowadzany jest
oczywiscie z pominieciem trypsynizacji (nie ma potrzeby ,odklejania” komérek od

podtoza, rys.3).
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Rys. 1: Standardowa procedura pasazu komorek adherentnych.
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Rys. 2: Procedura pasazu komorek adherentnych wrazliwych na wirowanie.
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Rys. 3: Procedura pasazu komorek nieadherentnych.

2. Bankowanie komoérek

Zamrazanie komérek pozwala na dlugotrwate ich przechowywanie.
Zamrozone komoérki w -80°C moga by¢ przechowywane kilka dni a w cieklym
azocie nawet przez kilka lat. Pozwala to na przerwanie pracy z dana linia
komérkowa na dowolny okres czasu, bez koniecznosci ciagltej hodowli.
Zamrazanie powinno zachodzi¢ wolno, aby unikna¢ wytworzenia krysztatkéow
lodu wewnatrz komérek, ktére niszcza struktury komérkowe. Optymalny spadek
temperatury zapewniajg zamrazarki programowane lub uzycie specjalnego
pojemnika do zamrazania materiatu biologicznego, wypeinionego alkoholem
izopropylowym. Zamrazane komorki powinny znajdowaé sie w fazie
logarytmicznego wzrostu. Stosujac odpowiednie krioprotektanty, np. DMSO,
podczas mrozenia komérek, mozna unikna¢ ich uszkodzen. Jednym z takich
preparatéw jak BambankerTM. Jest to medium, ktére moze by¢ wykorzystywane
z kazdym typem komorek hodowanych in vitro. Jego szczegblng cechg jest brak

koniecznosci dodawania suplementéw oraz mozliwo$¢ pominiecia wstepnego
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mrozenia w -80°C. Dodatkowo fakt, ze jest wolny od surowicy niweluje ryzyko

kontaminacji oraz interakcji biatek surowicy z komoérkami.

3. Okreslanie zywotnosci komérek

W trakcie prowadzenia hodowli konieczne jest okreslanie liczby komérek oraz
ich zywotno$ci. Przyrzadem stuzacym do tego celu jest hemocytometr (rys.4).
Hemocytometr skiada sie ze szkietka podstawowego z dwiema komorami
pomiarowymi z naniesionym uktadem siatek utatwiajgcych liczenie komérek. Do
kazdej komory pomiarowej wprowadza sie zawiesine komoérek o objetosci ok. 10
pl. Uklad siatek przedstawiony jest na rys.5. Aby okreslié liczebnosé komoérek
nalezy policzy¢ komérki znajdujace sie w pieciu duzych kwadratach (czterech
naroznych i jednym centralnym). Powierzchnia jednego kwadratu wynosi Imm?,
wysoko$¢ komory jest rowna 0,lmm, objeto$¢ przestrzeni nad duzym kwadratem
réwna wiec jest 0,lmm?. Aby otrzymacé gesto§¢ komoérek w 1ml zawiesiny, liczbe
komérek obecnych w jednym kwadracie (0,lmm?~10-“ml) nalezy wiec pomnozy¢
przez 10% Podczas liczenia nalezy pamieta¢, ze w przypadku komoérek lezacych na
liniach granicznych zliczamy komérki lezace na liniach gérnej i lewej (rys.5 linia
ciggta), natomiast pomijamy komérki lezgce na liniach dolnej i prawej (rys. 5 linia

przerywana).

Rys.4: Hemocytometr.
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Rys. 5: Ukftad siatek hemocytometru - nalezy policzyé komorki wewnatrz pdl
zaznaczonych na czerwono oraz komdrki lezgce na liniach cigglych (pomijamy
komdrki na liniach przerywanych),

Istnieje wiele metod okre$lania zywotnosci komérek. Jedna z prostszych
jest barwienie przy uzyciu btekitu trypanu. Btekit trypanu (CssH;4N014S:Nas) (ang.
trypan blue) to barwnik wykorzystywany w hodowlach komérkowych do
selektywnego rozrézniania zywych 1 martwych komoérek w testach
cytotoksycznosci oraz podczas rutynowego oznaczania zywotno$ci. Blona
komérkowa jest nieprzepuszczalna dla barwnika, w zwigzku z czym barwi on
tylko komérki o uszkodzonej strukturze btony - komoérki martwe. Komérki zywe
pozostaja niewybarwione. W wyniku barwienia zawiesiny komoérek zwierzecych
roztworem biekitu trypanu martwe komérki stajg sie ciemnoniebieskie, podczas
gdy komoérki zywe pozostaja przezroczyste (niezabarwione). Na potrzeby
oznaczania zywotnosci komoérek w hodowli stosuje sie 0,4 % roztwér biekitu

trypanuw 0,81 % NaCli 0,06 % K,HPO..
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Cwiczenie 2

2.1. Pasaz hodowli

2.2. Okreslenie gestosci i zywotnosci

2.3. Wysiew komoérek

3.4. Bankowanie hodowli

2.1. Pasaz hodowli

Materiaty:

- naczynie hodowlane z rosngcymi komoérkami
- pipety serologiczne, pipetory

- mata szalka Petriego

Roztwory:

- suplementowane medium hodowlane
- PBS bez jonéw Ca?* i Mg*

- roztwor trypsyny

Wykonanie ¢wiczenia:

L.

ok

10.

1L

12.

13.
14.

Ogrza¢ wykorzystywane roztwory do temperatury 37°C

Ocenié stan hodowanych komérek (obserwacja mikroskopowa)

W komorze laminarnej usuna¢ medium hodowlane

Przeptuka¢ komoérki 2x PBSem bez jonéw Ca2+i Mg2+

Do naczynia hodowlanego doda¢ 5 ml roztworu trypsyny.

Komoérki podda¢ procesowi trypsynizacji inkubujac naczynie hodowlane w
cieplarce, w temperaturze 37°C. Inkubacje nalezy prowadzi¢ do czasu
odklejenia sie komérek od dna naczynia hodowlanego, monitorujac
przebieg procesu trypsynizacji pod mikroskopem.

Dodaé¢ $wieze medium hodowlane (5 ml), zamiesza¢, przenie$¢ zawiesine
komoérek do falkonu, uzupetni¢ medium do 14 ml

. Komoérki zwirowa¢, usuna¢ supernatant, doda¢ §wieze medium do objetosci

2ml, komoérki zawiesic¢

Obliczy¢ gestos¢ komoérek w zawiesinie za pomoca hemocytometru oraz
licznika komoérkowego, rozcieficzyé zawiesine tak, aby uzyskaé gestos¢ 1 x
10"4 kom/ml

Wysia¢ zawiesine komérek do dotkéw phytki 48-dotkowej (2 x 500 ul ) oraz
96-dotkowej (9 x 100 ul) - patrz punkt 2.3.

Pozostatg czesé zawiesiny komoérek przenie§¢ do nowego sterylnego
naczynia hodowlanego (mata szalka Petriego) dopetni¢ medium do objetos$ci
10 ml

Obejrze¢ komorki pod mikroskopem.

UmieSci¢ naczynie hodowlane w inkubatorze.

Pozostata zawiesina postuzy do wysiewu komoérek do ptytek testowych

7
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2.2. Okreslanie gestosci i zywotnos$ci

Materiaty:
- hemocytometr
- licznik komérkowy

- eppendorf

Roztwory:

- roztwor btekitu trypanu (0,4%)

- zawiesina komérek (do licznika
minimum 100 ul)

- medium hodowlane

Rys. 1: Uktlad siatek hemocytometru

Wykonanie éwiczenia:

1. Pipetg automatyczng pobraé po 10 pl zawiesiny komérek i 10 pl roztworu trypanu i
umie$ci¢c w probéwce eppendorfa. Roztwory zmiesza¢ przez kilkukrotne
przepipetowanie catosci, zawiesine wybarwia¢ przez 3 minuty

2. Po uptywie 3 minut inkubacji, pobra¢ 10 pl wybarwionej zawiesiny komérek i
umie$ci¢ jednej komorze pomiarowej hemocytometru

3. Ustawié ostro$é¢ mikroskopu (obiektyw 10x) na siatke hemocytometru, policzy¢
oddzielnie komoérki zywe (niezabarwione) i martwe (zabarwione) w 5 kwadratach
Imm? (4 narozne oraz 1 centralny, patrz rys.1 - kwadraty zaznaczone na czerwono).

UWAGA: nalezy policzyé komoérki znajdujgcej sie na gérnej i lewej linii granicznej

kwadratu, nie nalezy liczy¢ komoérek lezacych na linii dolnej i prawej

4. Powtoérzy¢ procedure zliczania dla drugiej komory hemocytometru

5. Policzy¢ gesto$é zywych komérek w hodowli (wzér 1) oraz zywotno$é komérek w
hodowli (wzér 2):

C=x -2- 10* [zywych komorek / ml] (1)

7= —2_ 100% (2)
z+m
gdzie: C - gestos¢ zywych komérek, Z - zywotnosé komoérek w hodowli, x -
rozcieficzenie, z - liczba komoérek zywych, m - liczba komérek martwych, a - liczba
po6l, dla ktérych dokonano liczenia komérek.
6. Obliczy¢ objetos¢ roztworu, ktéra nalezy dodaé do zawiesiny tak, aby uzyskaé
gestos¢ komérek = 1x10*5 kom/ml
zgodnie ze wzorem:
C1*Vy=Ci * Vi
Gdzie:
C: - gestos¢ komorek policzona za pomoca hemocytometru/licznika
V. - objeto$é poczatkowa zawiesiny (v = 2 ml - 0.1 ml pobrany do pomiaréw)
Ci - gesto$é koricowa (1 x 10”5 kom/ml)
Vi - objeto$é koncowa zawiesiny (do takiej v nalezy rozcienczy¢ zawiesine)

8



Hodowle komoérkowe/KKiTRiZ - LABORATORIUM
Opracowanie: dr inz. Beata Butruk-Raszeja
Aktualizacja: 22/03/2022

2.3. Wysiew komoérek

Materiaty:

- ptytka 48-dotkowa zawierajaca sterylny materiat
- ptytka 96-dotkowa

- sterylne inserty/pesety

- pipety, pipetory

Roztwory:
- zawiesina komérek o zadanej gestosci (1 x 10”5 kom/ml)
- medium hodowlane

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Wyjac¢ z lodéwki materiaty zalane AMS

2. Usuna¢ roztwor AMS, materiaty przeptukaé PBS (500ul/dotek, 2 x 5 min,
wytrzasarka)

3. Wysiew na material: z materiatow odciggnaé¢ PBS, pipeta automatyczna
pobra¢ po 500 pl zawiesiny komérek i wysia¢ na material na ptytce 48-
dotkowej, materiat przycisnac¢ insertem

4. Wysiew do dotkéw: pobrac po 100 ul zawiesiny komoérek i wysia¢ do 6 x 4
dotkéw na ptytce 96-dotkowej (w 6 kolumnach)

5. Obejrze¢ komérki pod mikroskopem - oznaczy¢ markerem dotki, w ktérych
liczba komoérek jest wyraznie mniejsza/wieksza (jesli takie wystapig)

Uwaga!

Kazdorazowo przed wysiewem komoérek do dotka zamieszal zawiesine w

falkonie

Wszystkie materiaty powinny by¢ umieszczone pod insertami

2.4. Bankowanie komérek

Materiaty:
- probéwki do mrozenia (mrozaki)
- pudetko z izopropanolem

Odczynniki:
- medium krioprotetyczne

Wykonanie ¢wiczenia:

1. 1mlzawiesiny komérek przenie§¢ do mrozaka

2. Doda¢ 1 ml krioprotetycznego medium

3. Probowki umiesci¢ w pudetku z izopropanolem i nastepnie umiesci¢ w
zamrazalce
w -80°C



