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Analiza cytotoksycznos$ci biomaterialow

1. Wyposazenie laboratorium hodowli komérkowych

1.1.Sprzet

Ponizej przedstawiono podstawowy sprzet obecny w laboratorium hodowli

komoérkowych:

komora laminarna - przestrzen przeznaczona do pracy w warunkach
sterylnych, wykonywane s3 tu wszystkie operacje na rosnacych
komorkach, 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”)
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e inkubator - jego funkcja jest zapewnienia odpowiednich warunkéw

wzrostu dla umieszczonych w nim komoérek (wilgotnos¢, pH, temperatura)

¢ mikroskop odwréconego pola - umozliwia obserwacje mikroskopowe

komorek rosngcych wewnatrz naczyn hodowlanych
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e laznia wodna - umozliwia podgrzewanie roztworéw uzywanych w

trakcie hodowli (bufory, media) do temperatury 37°C

e wirowka - wirowanie komdrek prowadzi do ich oddzielenia od medium

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

pojemniki z cieklym azotem (dewary) - dtugotrwate przechowywanie

komorek w temperaturze ok. -180°C
autoklaw - stuzy do sterylizacji sprzetu, roztwordw, odpadéw

1.2. Plastik laboratoryjny

W trakcie prowadzenia hodowli komoérkowych, oprocz przedstawionego
powyzej sprzetu laboratoryjnego, konieczne jest stosowanie naczyn
hodowlanych. S3 to sterylne naczynia, najczesciej polistyrenowe, o odpowiednio
zmodyfikowanej powierzchni, umozliwiajgcej adhezje i wzrost komorek.

Najpopularniejszymi naczyniami hodowlanymi sa:
e Butelki i szalki hodowlane - charakteryzujg sie duza powierzchnig
wzrostu, stosowane do namnazania komodrek
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Ptytki wielodotkowe - dostepne w réznych wariantach, najczesciej 6-, 12-,
24-, 48-, 98-dotkowe, na og6t stuza do przeprowadzania konkretnych
eksperymentéw, rzadziej do namnazania komoérek, umozliwiajg
przeprowadzenie  wielu eksperymentéw  jednoczesnie, przy
wykorzystaniu matej powierzchni (w kazdym dotku inny eksperyment)

W odréznieniu od pracy w tradycyjnym laboratorium, w trakcie pracy w

warunkach sterylnych ptyny nie sg przelewane bezposrednio z pojemnikow, ale

s3 przenoszone w sposoéb jatowy, przy uzyciu:

sterylnych pipet serologicznych
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e Pipetora

pervar

e Pipet automatycznych jedno- i wielokanatowych
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2. Media hodowlane

W trakcie trwania hodowli i wykonywania wszelkich czynnos$ci hodowane
komorki przetrzymywane sg w ptynach zapewniajacych odpowiednie
srodowisko. Dwa podstawowe roztwory stosowane w trakcie hodowli
komorkowych to:

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

e media hodowlane

Funkcje medium hodowlanego:
e zapewnia wszelkie substancje odzywcze i regulatorowe konieczne do
prawidtowego rozwoju komoérek w trakcie trwania hodowli
e utrzymuje state pH

e zapewnia odpowiednie ci$nienie osmotyczne

Podstawowy sklad medium hodowlanego:
e aminokwasy - Zrodto wegla i azotu, na ogét sg obecne w medium, wyjatek
stanowi glutamina - ze wzgledu na niska stabilno$¢ w srodowisku wodnym
najczesciej jest dodawane do medium tuz przed rozpoczeciem

eksperymentéw
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e glukoza - 7rédto energii

e witaminy, hormony

¢ sole mineralne - buforowanie sSrodowiska

e surowica - najczesciej bydleca (FBS - ang. fetal bovine serum), zrodto

czynnikow wzrostu, hormonoéw, czynnikéw adhezyjnych, czynnikéw
regulujacych przepuszczalno$¢ btony komorkowej

e antybiotyki - ograniczaja ryzyko zakazen biologicznych

e czerwien fenolowa - wskaznik pH

Odpowiednie pH jest bardzo waznym parametrem podlegajacym kontroli. Jak
wspomniano wcze$niej, wiekszo$¢ komorek ssaczych wykazuje optimum
wzrostu przy pH neutralnym (7,4). Utrzymanie pH na tym poziomie mozliwe jest
dzieki odpowiedniemu balansowi pomiedzy stezeniem CO2 rozpuszczonym w
medium hodowlanym a stezeniem jondw wodoroweglanowych. Dlatego
konieczne jest doktadne zapoznanie sie ze sktadem stosowanego medium -
niektére media zawierajg zwiekszone stezenie jondw HCO3-, wOéwczas nalezy
prowadzi¢ hodowle przy wyzszym stezeniu COz w inkubatorze.

Kontrola pH w trakcie trwania hodowli mozliwa jest dzieki obecnosci w
medium hodowlanym wskaznika pH. NajczeSciej jest to czerwien fenolowa -
barwnik ten zmienia swdj kolor w zaleznosci od pH roztworu, przyjmujac barwe

zotta w pH kwasnym, czerwong w pH neutralnym i fioletowa w pH zasadowym.

3. Zakazenia biologiczne

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

Kazdorazowo po wyjeciu hodowli z inkubatora i przed przystgpieniem do
jakichkolwiek czynnosci nalezy sprawdzi¢ czy nie doszto do zakazenia poprzez
obserwacje makro- (sprawdzenie przejrzysto$ci 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 pamietac¢ Ze sg znacznie mniejszych rozmiaréw niz
komorki zwierzece, rys.1).
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Rys. 1: Hodowla, w ktérej doszto do zakazenia bakteryjnego; strzatami zaznaczono
bakterie.

Kazdorazowo w przypadku stwierdzenia wystapienia zakazZenia nalezy
zaprzestac dalszej hodowli i usuna¢ zakazona hodowle.

4. Praca w warunkach jalowych

Podczas pracy w warunkach sterylnych nalezy zawsze by¢ swiadomym
potencjalnych Zrdédet 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
zabezpieczy(¢ plastrem. Przedstawione ponizej zasady obowigzuja w kazdym
laboratorium hodowli komérkowych 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 cze$ci komory laminarnej przeznaczong do

pracy z komdrkami,

e czesci ze sterylnymi odczynnikami i sprzetem po prawej stronie; znajduje

sie tam automatyczny pipetor z brzegu, sterylne pipety, butelki z

reagentami i medium hodowlanym w gtebi po prawej stronie,

e stojak na probowki moze zosta¢ umieszczony na Srodku w gtebi (nie dla

komor z poziomy przeptywem powietrza),
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e 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)

e pojemnik z 70% roztworem alkoholu po lewej stronie na brzegu

Podczas sterylnej pracy nalezy:

nosi¢ odziez ochronna,

odkazi¢ rece/rekawiczki 70% roztworem alkoholu, po czym pozwoli¢ mu
odparowac, czynnos¢ te powtorzy¢ kazdorazowo po wyjeciu rak z komory
laminarnej,

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

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

wszystkie czynno$ci wykonywac w centralnej cze$ci komory laminarnej,
wykonywac pltynne i spokojne ruchy,

wszystkie czynno$ci wykonywac na wyprostnych ramionach,

ograniczy¢ czas pracy do koniecznego minimum,

czesto usuwac wszystkie zuzyte opakowania,
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e kazdy rozlany ptyn od razu wytrzec i spryskac to miejsce 70% roztworem
alkoholu,
e unika¢ prowadzenia rozméw,
e sprawdzi¢ czy wszystkie butelki sg odpowiednio zamkniete przed wyjeciem
ich z komory laminarnej

e pracowac z jedng linig komorkowa

Podczas sterylnej pracy nie wolno:
e dotyka¢ powierzchni znajdujacych sie poza komora
e kicha¢, kasta¢ w poblizu komory laminarnej,
e przenosi¢ pojemnikéw i butelek za szyjki lub nakretki,
e pracowac nad odkrytymi butelkami i ptytkami,
e pozostawia¢ odkryte butelki ze sterylng zawartoscia,
e przelewac¢ ptynoéw bez uzycia sterylnej pipety,
e dotknac¢ konicem pipety lub tipséw niesterylnych powierzchni (szyjki butelki,
zewnetrzne powierzchnie butelek)
e pobierac roztwory z roznych butelek ta sama pipeta,
e napemiac butelek, ptytek hodowlanych i probéwek wiré6wkowych 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
sg wtasciwie,

e sprawdzi¢ czy wszystkie drzwi i okna sg zamkniete,

e przygotowa¢ wszystkie niezbedne odczynniki i pojemniki, ktére beda

potrzebne podczas pracy

Przed wykonaniem jakichkolwiek czynnosci na hodowli komdérkowej
nalezy dokona¢ obserwacji makro- i mikroskopowych:
e pH medium hodowlanego (kolor medium)
o ilos¢ komorek ptywajacych w medium hodowlanym,stopien konfluencji
e ksztatt komoérek,

e przejrzystos¢ medium hodowlanego

10



NANOTECHNOLOGIA MEDYCZNA - LABORATORIUM
Inzynieria produktoéw nanostrukturalnych
Opracowanie: dr inz. Beata Butruk-Raszeja
Cwiczenie 4-10

Zapoznanie ze sprzetem uzywanym w pomieszczeniu czystym
Suplementacja medium hodowlanego

Zalozenie hodowli

Obserwacje mikroskopowe

Przygotowanie probek materialéw do testow cytotoksycznosci

Przygotowanie medium hodowlanego - dodatek suplementéow
Sprzet:
- pipetor automatyczny

- sterylne pipety serologiczne

- sterylna moczéwka 100 ml (x3)

Odczynniki:

- DMEM (ang. Dulbecco’smodified Eagle’s medium) - medium hodowlane
- FBS (ang. fetalbovie serum) - ptodowa surowica bydleca

- roztwor glutaminy

- mieszanina antybiotykéw penicylina - streptomycyna (Pen-Strep)
- PBS z jonami magnzeu i wapnia

- PBS bez jon6w magnezu i wapnia

Wykonanie ¢wiczenia:

1.
2.

o 0 N o

Ogrzac¢ wykorzystywane roztwory do temperatury 37°C

Przenie$¢ roztwory do komory laminarnej (wcze$niej spryskac roztworem
alkoholu)

Do sterylnej moczowki o objetosci 120 ml doda¢ odpowiednig objetos¢
roztworu FBS (aby uzyskac¢ stezenie 10% v/v)

Doda¢ odpowiednia objetos¢ roztworu glutaminy (aby uzyskac¢ stezenie
1%v/v)

Doda¢ odpowiedniag objeto$¢ roztworu penicilina-streptomycyna (aby
uzyskac stezenie 1%v/v)

Uzupetni¢ medium hodowlanym DMEM do objetosci 100ml

Wymiesza¢ roztwor

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

10. Po skoniczonej pracy roztwory doktadnie zamkna¢ i umie$ci¢ w lodowce.

11
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Rozmrazanie komoérek i wysiew do naczynia hodowlanego

Sprzet:

- pipetor automatyczny

- sterylne pipety serologiczne (tzw.”pasteréwki”)
- sterylne naczynie hodowlane - butelka 75cm”2

- sterylny falkon o objetosci 15 ml

- kriotuba z zamrozonymi komdérkami
Odczynniki:
- suplementowane medium hodowlane

Wykonanie ¢wiczenia:

1.
2.

8.
9.
10.

11.
12.

Ogrza¢ medium hodowlane do temperatury 37°C

Przygotwa¢ butelke hodowlang - napetni¢ medium w objetoSci 5ml i
imieSci¢ w inkubatorze

Rozmrozi¢ komdrki przy uzyciu tazni wodnej lub inkubatora (w przypadku
uzycia tazni wodnej nalezy uwaza¢, aby woda nie dostata sie do wnetrza
kriotuby) - rozmrazanie powinno trwac jak najkrdcej (do 2 minut)
Przenie$¢ kriotube z komdrkami do komory laminarnej i spryskac
roztworem alkoholu

Przenie$¢ komorki z kriotuby do falkonu

Do falkonu z komoérkami doda¢ 5 ml medium hodowlanego (dodawac
kroplami)

Zwirowac¢ komorki (dla fibroblastow: czas wirowania 10 minut, szybkos$¢
obrotow 192 RCF)

Odpipetowac supernatant ze zwirowanych komoérek

Zawiesi¢ komoérki w 2 ml $wiezego medium hodowlanego

Roztwor komérek przenie$¢ do naczynia hodowlanego, dopetni¢ medium
do objetosci 15ml

Obejrze¢ komorki pod mikroskopem

Umiesci¢ naczynie w inkubatorze

Przygotowanie i zapakowanie insertow do sterylizacji, wyciecie
materialow

Sprzet:

koncowki do pipet (zotte)
skalpel
wycinaki

Wycinka insertow oraz materialéw o zadanej $rednicy.
Sterylizacja insertow i peset.

12
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Przygotowanie i sterylizacja materiatu
Pasaz komorek
Przygotowanie plytek testowych

Przygotowanie i sterylizacja probek polimeru:
Sprzet i materiaty:

probki mat wtoknistych w ksztatcie kota o zadanej srednicy
sterylna ptytka 48-dotkowa

sterylne pesety i inserty (obciete koncowki do pipet)

falkon 15ml

Roztwory i odczynniki

roztwor penicyliny i streptomycyny

roztwor amfoterycyny

roztwdr PBS

roztwor etanolu

suplementowane medium hodowlane DMEM

WyKkonanie:

1.
2.

Wyciete probki materiatéw umiesci¢ w dotkach ptytki 48-dotkowej
Materiaty zala¢ roztworem etanolu (200um/dotek, 20 minut), umiesci¢ na
wytrzasarce

Obliczy¢ objeto$¢ reagentéw potrzebng do zalania wszystkich materiatow
(200ul/dotek) roztworem AMS (AMS - ang. antimicrobial solution)
zawierajacym 0,25 ug/ml amfoterycyny, 100U/ml pen, 100ug/ml strep
/PBS, przygotowac roztwor

Usung¢ roztwdr etanolu, materiaty przeptuka¢ roztworem PBS,
(200ul/dotek), 5%, 5 minut, wytrzasarka (UWAGA - unika¢ wysychania
materiatdw - mozliwie jak najszybciej zalewac kolejnym roztworem)

Po ostatnim ptukaniu usunac roztwoér PBS, materialy zala¢ roztworem
AMS, umiesci¢ w lodéwece na 2h

Po czasie inkubacji materiaty przeptuka¢ sterylnym PBS, 3x 5 min,
wytrzgsarka

Materiaty zala¢ 300ul PBS, ptytke owing¢ parafilmem i umiesci¢ wlodéwce

13
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Pasaz komorek adherentnych

Sprzet:

- butelka 75cm” 2 z rosngcymi komorkami
Roztwory:

- suplementowane medium hodowlane

- PBS bez jonow Ca?* i Mg?+

- roztwor trypsyny (0,25%)

Wykonanie ¢wiczenia:

11. Ogrza¢ wykorzystywane roztwory do temperatury 37°C

12. Oceni¢ stan hodowanych komorek (obserwacja mikroskopowa)

13. W komorze laminarnej usung¢ medium hodowlane

14. Przeptuka¢ komoérki 2x PBSem bez jondw Ca2+ i Mg2+

15. Do naczynia hodowlanego doda¢ 1 ml roztworu trypsyny.

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

17.Dodac swieze medium hodowlane (2ml), komorki zawiesic i przenie$¢ do
falkonow

18. Komorki zwirowa¢, usunac¢ supernatant, doda¢ Swieze medium (2ml),
komoérki zawiesic¢

19.Przenie$¢ 1 ml zawiesiny komorek do nowego sterylnego naczynia
hodowlanego (butelka 75cm”2), dopelni¢ medium do objetosci 15ml

20. Obejrze¢ komorki pod mikroskopem.

21. Umiesci¢ naczynie hodowlane w inkubatorze.

22.Pozostata zawiesina postuzy do wysiewu komorek do ptytek testowych

14
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Okreslanie zywotnosci komorek

Sprzet:

- hemocytometr

- pipeta automatyczna o pojemnosci 10-100 pl (wraz z jednorazowymi tipsami)
- licznik

Odczynniki:

- roztwor btekitu trypanu (0,4%)

- zawiesina komorek

-medium hodowlane

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Pipeta automatyczng pobrac po 20 pl zawiesiny komorek i 20 ul roztworu
trypanu i umie$ci¢ w probowce eppendorfa. Roztwory zmiesza¢ przez
kilkukrotne przepipetowanie catosci

2. Zawiesine wybarwianych komoérek inkubowa¢ (w temperaturze
pokojowej) przez 3 minuty. Oczy$ci¢ komore hemocytometru za pomoca
roztworu etanolu i papierowego recznika

3. Pouptywie doktadnie 3 minut inkubacji, pipetg automatyczng pobra¢ 10 pl
wybarwionej zawiesiny komorek a nastepnie wykorzystujac zjawisko
podciaggania kapilarnego umies$ci¢ odpowiednig objeto$¢ zawiesiny na
kazdej z siatek hemocytometru (nie przetadowa¢ komory przez
wymuszone mechanicznie pipetowanie zawiesiny)

4. Ustawi¢ ostro$¢ mikroskopu (obiektyw 20x) na siatke hemocytometru,
policzy¢ oddzielnie komorki zywe (niezabarwione) i martwe (zabarwione)
w 5 kwadratach 1mm? (4 narozne oraz 1 centralny, patrz rys.1).

UWAGA: nalezy policzy¢ komérki znajdujacej sie na gornej i lewej linii

granicznej kwadratu, nie nalezy liczy¢ komorek lezacych na linii dolnej i

prawej

5. Powtorzy¢ procedure zliczania dla drugiej komory hemocytometru

6. Policzy¢ gestos¢ zywych komoérek w hodowli (wzoér 1) oraz zywotnos¢
komorek w hodowli (wzér 2):

C= x-g- 10* [zywych komérek /ml] (1)

z
/= ——-10009 2
Z+m % ()

gdzie: C - gesto$¢ zywych komorek, Z - zywotnos$¢ komorek w hodowli, x
- rozcienczenie, z - liczba komdrek zywych, m - liczba komoérek
martwych, a - liczba pdl, dla ktérych dokonano liczenia komérek.

7. Obliczy¢ objetos¢ roztworu, ktéra nalezy dodac¢ do zawiesiny aby uzyskac
gestos¢ komorek = 1x10”3 kom/ml
zgodnie ze wzorem:
C*Vy=Ck* Vg
Gdzie:
C - gestos¢ komorek policzona za pomocg hemocytometru

15



NANOTECHNOLOGIA MEDYCZNA - LABORATORIUM

Inzynieria produktoéw nanostrukturalnych

Opracowanie: dr inz. Beata Butruk-Raszeja

Cwiczenie 4-10
Vi - objetos$¢ koncowa zawiesiny komarek (potrzebna do wysiania
komorek na wszystkie dotki ptytki)
Ck - gestos¢ koncowa (zatozona gesto$¢ wysiewu)

8. Rozcienczyc¢ zawiesine komdrek do odpowiedniej objetosci

Rys. 1: Uktad siatek hemocytometru - nalezy policzy¢ komérki wewngqtrz pol
zaznaczonych na czerwono oraz komorki lezqce na liniach cigglych
(pomijamy komérki na liniach przerywanych).
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NANOTECHNOLOGIA MEDYCZNA - LABORATORIUM
Inzynieria produktoéw nanostrukturalnych
Opracowanie: dr inz. Beata Butruk-Raszeja
Cwiczenie 4-10

Wysiew komorek do plytek testowych
Materiaty:

- ptytka 96-dotkowa

- zawiesina komodrek o zadanej gestosci

- medium hodowlane

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Pipeta automatyczng pobrac¢ po 200 pl zawiesiny komorek i przenie$¢ do
dotka.

2. Czynno$¢ powtarzac dla wszystkich dotkow testowych

3. Obejrze¢ komdrki pod mikroskopem - oznaczy¢ markerem dotki, w
ktorych liczba komorek wyraznie mniejsza/wieksza (jesli takie wystapia)

Uwagal!

Kazdorazowo przed wysiewem komoérek do dotka zamiesza¢ zawiesine w

falkonie
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NANOTECHNOLOGIA MEDYCZNA - LABORATORIUM
Inzynieria produktoéw nanostrukturalnych
Opracowanie: dr inz. Beata Butruk-Raszeja
Cwiczenie 4-10

W1d6kniny - cytotoksycznos¢
Wysiew komodrek na materiat
Cytotoksycznos¢ ekstraktow cz.1

Cytotoksycznos¢ ekstraktow cz.1
Materiaty:

Ptytka 96-dotkowa z wysianymi komorkami
Sterylne materiaty polimerowe
Medium hodowlane

- TritonX
WyKkonanie:

1. Materiaty po ostatnim ptukaniu PBS zala¢ medium (1ml), przycisnac
insertami - wazne, Zzeby materiaty byty cate zanurzone.

2. Materiaty umiesci¢ w inkubatorze na okres 1h

3. W tym czasie przygotowac kontrole pozytywna do testow ekstraktow: 1%
roztwor Triton X w medium hodowlanym (objeto$¢ koncowa roztworu:
1ml)

4. Wyjac¢ z inkubatora ptytki testowe z wysianymi na poprzednich zajeciach
komorkami i obejrzec je pod mikroskopem

5. Oznaczy¢ ewentualne nieprawidtowos$ci w morfologii komoérek

6. Usung¢ medium z dotkéw, komorki 2x przeptukac roztworem PBS.

7. Po zadanym czasie ekstrakcji ekstrakty odciagnac z dotkéw i przenies$¢ do
falkonu 15ml

8. Dotki zala¢ odpowiednim roztworem ekstraktu/medium/roztworu z
dodatkiem czynnika cytotoksycznego

9. Ptytke umiesci¢ w inkubatorze na okres 72h
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NANOTECHNOLOGIA MEDYCZNA - LABORATORIUM
Inzynieria produktoéw nanostrukturalnych
Opracowanie: dr inz. Beata Butruk-Raszeja
Cwiczenie 4-10

Pasaz komorek adherentnych
Materiaty:

- butelka 75cm” 2 z rosngcymi komorkami
- medium hodowlane

- PBS bez jonow Ca?* i Mg?+

- roztwor trypsyny (0,25%)

Wykonanie ¢wiczenia:

23. Ogrzac¢ wykorzystywane roztwory do temperatury 37°C

24. Oceni¢ stan hodowanych komérek (obserwacja mikroskopowa)

25. W komorze laminarnej usung¢ medium hodowlane

26. Przeptuka¢ komorki 2x PBSem bez jonéw Ca2+ i Mg2+

27.Do naczynia hodowlanego doda¢ 1 ml (3 ml w przypadku duzej iloSci
komorek) roztworu trypsyny.

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

29.Dodac¢ swieze medium hodowlane (2ml), komoérki zawiesic i przenies¢ do
falkonow

30. Komérki zwirowa¢, usung¢ supernatant, doda¢ $wieze medium (2ml),
komoérki zawiesic¢

31. Policzy¢ gestos¢ zywych komdrek w hodowli oraz zZywotnos$¢ komorek w
hodowli

32. Obliczy¢ objetos¢ roztworu, ktora nalezy doda¢ do zawiesiny aby uzyskac
gestos¢ komoérek = 1x10”5 kom/ml

33. Rozcienczy¢ zawiesine komorek do odpowiedniej objetosci
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Inzynieria produktoéw nanostrukturalnych
Opracowanie: dr inz. Beata Butruk-Raszeja
Cwiczenie 4-10

Wysiew komodrek na materiaty

Materiaty:
- sterylne materiaty
- zawiesina komorek o zadanej gestosci
- suplementowane medium hodowlane

WyKkonanie:

1. Sterylne materiaty umiesci¢ w ptytce 48-dotkowej
2. Materiaty zala¢ medium hodowlanym i inkubowa¢ w inkubatorze przez

okres 15 minut

3. Po czasie inkubacji odciggna¢ medium hodowlane i od razu doda¢

odpowiednig objetos¢ zawiesiny komdrkowej
4. Materiaty umies$ci¢ w inkubatorze na okres 72h
Uwaga: nie dopusci¢ do wysuszenia materiatéw.

Kazdorazowo przed wysiewem komoérek do dotka zamiesza¢ zawiesine w

falkonie.

Wysiew komorek do plytek testowych
Materiaty:

- ptytka 96-dotkowa

- zawiesina komodrek o zadanej gestosci

- suplementowane medium hodowlane

WyKkonanie:

4. Pipeta automatyczng pobrac po 200 pl zawiesiny komorek i przenies$¢ do

dotka.

5. Czynno$¢ powtarzac dla wszystkich dotkow testowych
6. Obejrze¢ komdrki pod mikroskopem - oznaczy¢ markerem dotki, w
ktorych liczba komorek wyraznie mniejsza/wieksza (jesli takie wystapia)

Uwagal!

Kazdorazowo przed wysiewem komoérek do dotka zamiesza¢ zawiesine w

falkonie
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Inzynieria produktoéw nanostrukturalnych
Opracowanie: dr inz. Beata Butruk-Raszeja
Cwiczenie 4-10

Cytotoksycznos¢ ekstraktow cz.2 - analiza XTT
Cytotoksycznos¢ materialow cz.2 - barwienie do obserwacji CLSM
Cytotoksycznos¢ nanoczastek cz.1

Cytotoksycznos¢ ekstraktow cz.2 - test XTT
Materiaty:

- XTT working solution

- PBS

- Ptytki 96-dotkowe inkubowane z ekstraktami

WyKkonanie:
1. Wyjac¢ ptytki z komoérkami inkubowanymi z ekstraktami, obejrze¢ komorki
pod mikroskopem, oznaczy¢ ewentualne nieprawidtowosci w morfologii
2. Usung¢ ekstrakty z dotkéw, komorki przeptukac PBS (1x)
1. Wykonac test XTT - zala¢ dotki roztworem XTT, inkubowa¢ w ciemnos$ci
w 37st.C przez okres 3h

2. Odczytac absorbancje przy dt. fali 470nm i 650nm
3. Zapisac¢ wyniki
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Inzynieria produktoéw nanostrukturalnych
Opracowanie: dr inz. Beata Butruk-Raszeja
Cwiczenie 4-10

Cytotoksycznos¢ materialow cz.2 - barwienie do obserwacji CLSM
Materiaty:

Ptytka 48-dotkowa z komo6rkami rosngcymi na powierzchni materiatow
Roztwor paraformaldehydu

Roztwdr DAPI

Roztwér Alexa

Roztwdr Triton

PBS

WyKkonanie:

1.

2.

Materiaty polimerowe wraz z rosngcymi na ich powierzchni komérkami
wyjac z inkubatora

Wyjac inserty, usung¢ medium hodowlane, materiaty delikatnie (!)
przeptukac PBS (2x)

UWAGA: przy plukaniu postepowac delikatnie, uwaza¢, zeby materiaty nie
przekrecity sie na druga strone (komoérki rosng na gornej powierzchni
materiatu)

3.
4,

O™ N oW

Materiaty zala¢ roztworem PFA

Ptytke owing¢ parafilmem i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej 15
minut

Ptukanie PBS 4x5 min, RT, wytrzasarka

Permeabilizacja w 0,2% Triton X-100, 8 min, RT

Ptukanie PBS 4x5min, wytrzgsarka

Materiaty zala¢ 100 ul roztworu Alexa, 1h, RT, w ciemnosci

Ptukanie PBS 4x5min, RT, wytrzasarka, w ciemnosci

10 Materiaty zala¢ 100 ul roztworu DAPI, 6 minut, RT, w ciemnoS$ci
11. Ptukanie PBS 4x5min, RT, wytrzgsarka, w ciemnosci
12.Na szkietko nakrywkowe (cienkie) natozy¢ krople kleju utrwalajacego z

DAPI, na kropli umiesci¢ materialy strong z komoérkami do kropli, przykry¢
drugim szkietkiem nakrywkowym, zabezpieczy¢ lakierem do paznokci.
Zawing¢ w folie, trzymac w ciemnoSci.
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Inzynieria produktoéw nanostrukturalnych
Opracowanie: dr inz. Beata Butruk-Raszeja
Cwiczenie 4-10

Cytotoksycznos¢ nanoczastek cz.1
Materiaty:

Ptytka 96-dotkowa z rosngcymi komorkami
Nanoczastki

WyKkonanie:
1. Przygotowac zawiesiny nanoczastek w medium hodowlanym w stezeniu :
10. Przygotowac kontrole pozytywna do testu cytotoksycznosci: 1% roztwdr

Triton X w medium hodowlanym (objeto$¢ koncowa roztworu: 1ml)

11. Wyjac¢ z inkubatora ptytki testowe z wysianymi na poprzednich zajeciach
komorkami i obejrzec je pod mikroskopem

12. Oznaczy¢ ewentualne nieprawidtowosci w morfologii komorek

13. Usung¢ medium z dotkéw, komorki 1x przeptukac roztworem PBS.

14. Dotki zala¢ odpowiednio: zawiesing nanoczastek/medium/roztworem z
dodatkiem czynnika cytotoksycznego
15. Ptytke umiesci¢ w inkubatorze na okres 72h

23



NANOTECHNOLOGIA MEDYCZNA - LABORATORIUM
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Opracowanie: dr inz. Beata Butruk-Raszeja
Cwiczenie 4-10

Cytotoksycznos¢ nanoczastek cz.2 - test XTT
Obserwacje komodrek na mikroskopie konfokalnym

Cytotoksycznos¢ nanoczastek cz.2 - test XTT
Materiaty:

- XTT working solution
- PBS
- Ptytki 96-dotkowe inkubowane z nanoczastkami

WyKkonanie:

4. Wyja¢ plytki z komdérkami inkubowanymi z nanoczastkami, obejrzec
komorki pod mikroskopem, oznaczy¢ ewentualne nieprawidtowosci w
morfologii

5. Usuna¢ roztwory z dotkéw, komorki przeptukac PBS (2x)

3. Wykonac test XTT - zala¢ dotki roztworem XTT, inkubowa¢ w ciemno$ci
w 37st.C przez okres 3h

Odczyta¢ absorbancje przy dt. fali 470nm i 650nm
Zapisa¢ wyniki

o &

Obserwacje komorek rosnacych na materiale - mikroskopia konfokalna
Wykonanie:

1. Wykonac zdjecia (3 powtdrzenia) dla kazdej probki
2. Policzy¢ liczbe komérek/jednostke powierzchni (program Image])
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