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Przygotowanie i sterylizacja materiatu
Pasaz komorek

Przygotowanie plytek testowych

Przygotowanie i sterylizacja prébek polimeru:
Sprzet i materiaty:

probki mat witdknistych 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

roztwor PBS

roztwar etanolu

suplementowane medium hodowlane DMEM

WyKkonanie:

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

2. Materiaty zala¢ roztworem etanolu (200um/dotek, 20 minut), umiesci¢
na wytrzasarce

3. Obliczy¢ objetos¢ reagentdw 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

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

5. Po ostatnim ptukaniu usung¢ roztwdr PBS, materiaty zala¢ roztworem
AMS, umiesci¢ w lodéwece na 2h

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

7. Materiaty zala¢ 300ul PBS, ptytke owing¢ parafilmem i umieSci¢ w

lodowce
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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:

1.

o1 Wi

Ogrzac¢ wykorzystywane roztwory do temperatury 37°C

Oceni¢ stan hodowanych komorek (obserwacja mikroskopowa)

W komorze laminarnej usung¢ medium hodowlane

Przeptukac¢ komérki 2x PBSem bez jonow Ca2+ i Mg2+

Do naczynia hodowlanego doda¢ 1 ml roztworu trypsyny.

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.

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

Komorki zwirowaé, usung¢ supernatant, doda¢ $wieze medium (2ml),
komoérki zawiesic¢

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

10. Obejrze¢ komorki pod mikroskopem.
11. Umiesci¢ naczynie hodowlane w inkubatorze.
12. Pozostata zawiesina postuzy do wysiewu komorek do ptytek testowych
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Okreslanie zywotnosci komodrek

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. Po uptywie doktadnie 3 minut inkubacji, pipeta automatyczng pobra¢ 10
ul wybarwionej zawiesiny komoérek a nastepnie wykorzystujac zjawisko
podciagania 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 komdrki 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 (wzor 1) oraz zywotnos¢
komorek w hodowli (wzdr 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, ktérag nalezy dodac¢ do zawiesiny aby uzyskac
gestos¢ komorek = 1x10”3 kom/ml
zgodnie ze wzorem:
C*Vy=Ck* Vg
Gdzie:
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C - gestos¢ komorek policzona za pomocg hemocytometru
Vi - objetos$¢ koncowa zawiesiny komarek (potrzebna do wysiania
komorek na wszystkie dotki ptytki)
Cxk - gestos¢ koncowa (zatozona gesto$¢ wysiewu)
8. Rozcienczy¢ zawiesine komdrek do odpowiedniej objetosci

Rys. 1: Uktad siatek hemocytometru - nalezy policzy¢ komoérki wewngqtrz pol
zaznaczonych na czerwono oraz komorki lezqce na liniach cigglych
(pomijamy komérki na liniach przerywanych).
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Wysiew komorek do plytek testowych
Materiaty:

- ptytka 96-dotkowa

- zawiesina komorek 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



