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1. Wstep:

Celem ¢wiczenia 8, realizowanego w ramach kursu Fizjologiczne Techniki badan
WBNZ-126, jest zapoznanie studentéw z technikg zaktadania hodowli komdrkowych
wyprowadzonych z zawiesiny komorek otrzymanych w wyniku izolacji enzymatycznej z tkanek
zwierzgcych. Rownoczesnie student zapozna si¢ z zasadami pracy w warunkach jatowych.

2. Zalozenie hodowli pierwotnej fibroblastow (1 stanowisko)

Narzadem najcze¢sciej stosowanym do zaktadania hodowli pierwotnej fibroblastow sa
nerki. Jedng z najwazniejszych cech komorek pochodzacych z tego narzadu jest fakt, ze
zachowuja one prawidtowy wyglad, dobrze rosng i proliferuja. Szybko jednak tracg wigkszo$¢ ze
swoich swoisto- narzagdowych funkcji (w czasie krotszym niz 1 generacja). Zjawisko to zachodzi
nawet wtedy, gdy komorki te w hodowli uktadajg si¢ w grupy przypominajace kanaliki nerkowe.
Fibroblasty sag komorkami o ksztalcie wrzecionowatym badz gwiazdzistym, tworzg dtugie 1
cienkie wypustki cytoplazmatyczne. Powstajg z komorek tkanki mezenchymatycznej. Formy
spoczynkowe fibroblastow charakteryzuja si¢ zmniejszona iloscig cytoplazmy i nazwane sg
fibrocytami.

Sprzet Materialy i odczynniki
e wirowka z chtodzeniem; 1. Enzymy:
e mieszadlo z grzaniem; roztwor trypsyny — gotowy do uzycia po rozmrozeniu (Invitrogen),
e komora z laminarnym przeplywem DNA-za (ROCHE).
powietrza; 2. Bufor fosforanowy (BioWest)) z jonami wapnia i magnezu:

- 12 ml buforu fosforanowego

e inkubator z doptywem COy; v )
- 0,30 ml roztworu antybiotykow (AAS, Immuniq)

. ipety;
. Elgsti)l/(i hodowlane 4-dotkowe 3. Bufor fosforanowy (BioWest) bez jonéw wapnia i magnezu:
(Nunc) - 8 ml buforu fosforanowego

- 0,2 ml roztworu antybiotykow (AAS, Immuniq)

4. Ptyn hodowlany:

- 50 ml RPMI (Sigma)

- 5 ml surowicy ptodowej (FBS, Invitrogen)

- 0,2 ml roztworu antybiotykéw (AAS, Immuniq)

5. Plyn jatowiacy:

- 8 ml buforu fosforanowego (BioWest) bez jonéw wapnia i magnezu
- 0,8 ml surowicy ptodowej (FBS, Invitrogen)

- 0,2 ml roztworu antybiotykow (AAS, Immuniq)

2a. Wykonanie ¢wiczenia
Przed przystapieniem do wykonywania ¢wiczen z komorkami:
1. Zato6z fartuch laboratoryjny;
2. Przygotuj miejsce do pracy - oczys¢ powierzchnig 70% alkoholem lub Aerodesinem,;
3. Umyj rece mydtem i ptynem odkazajacym;
4. W czasie pracy w komorze laminarnej zaktadaj rekawiczki lateksowe;
Przygotowanie komorek:
1. Przepluka¢ wypreparowane nerki buforem fosforanowym bez jonow wapnia i magnezu
(roztwor 3).
Wyptukane tkanki przenie$¢ do kolby 1 zanurzy¢ w ptynie jalowigcym na 10 minut.
Rozdrobni¢ wypreparowane nerki nozyczkami na szalce na drobne kawatki.
Ponownie przeptukaé¢ buforem fosforanowym bez jonéw (roztwor 3).
Tkanke przenie$¢ do kolby trypsynizacyjnej, zala¢ 8 ml ogrzanej (37°C) na mieszadle
magnetycznym trypsyny.
Cato$¢ umiesci¢ na mieszadle magnetycznym ustawionym na 37°C (10 min.).
6. Po 10 minutach pierwsza porcje zawiesiny komorek odla¢ przy uzyciu sterylnych pipet
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(kolba wirownicza, na lodzie)

7. Tkank¢ ponownie zala¢ 8 ml trypsyny i po 10 minutach trawienia zla¢ zawiesing do
sterylnych probowek wirowniczych.

8. Czynno$¢ z punktu 7 powtdrzy¢.

10. Dopetmic¢ do 15 ml buforem fosforanowym z jonami (roztwor 2).

11. Wirowa¢ przez 10 minut przy obrotach 700-900/min.

12. Odciagna¢ supernatant jatowymi pipetami. Do osadu komérkowego ponownie doda¢ 5 ml
buforu (roztwor 2).

13. Przenies$¢ zawarto$¢ probowek na filtry nylonowe (Nitex) i przesaczy¢ do probowki,
dopetni¢ ptyn do 15 ml buforem z jonami.

14. Wirowa¢ przez 10 minut przy obrotach 700-900/ min.

15. Po ostatnim usunigciu supernatantu, wla¢ do probéwek wirowniczych 5 ml ptynu
hodowlanego (roztwor 4) 1 rozbi¢ osad komorkowy jatowa pipetka.

16. Policzy¢ liczbe komorek w 1 ml zawiesiny w komorze Burkera (wzor: ¢ =n x 250 x 1 000)
n = §rednia ilo$¢ komorek (5 duzych kwadratow w obu siatkach)
Optymalne inokulum - 3-5 x 10° kom/m

17. Wstawi¢ hodowle do inkubatora (37°C, 5% CO,).

3. Zalozenie hodowli pierwotnej komorek szyszynki (1 stanowisko)

Hodowle pierwotne komorek szyszynki znajduja zastosowanie w badaniach proceséw

rozwojowych szyszynki i réznicowania si¢ komorek. Hodowle pinealocytow wykorzystywane sg

w badaniach cytofizjologicznych dotyczacych adrenergicznej i peptydergicznej regulacji sekrecji

melatoniny.

Przygotowanie komorek:

1. Bezpos$rednio po ustaniu akcji serca i zaniku odruchéw mig$niowych usunaé skore z glowy,
za pomocg narzedzi otworzy¢ czaszke 1 wyizolowac szyszynke. Jedna szyszynka szczura jest
zrédtem ok. 5 x 10° komorek.

2. Dwie szyszynki, po rozdrobnieniu, przenie$¢ do naczynia z roztworem trypsyny (0,25%) i
DN-azy (2 mg/ml). Cato$¢ umiesci¢ na mieszadle magnetycznym ustawionym na 37°C (30
min.)

3. Zebra¢ zawiesing znad fragmentow szyszynek (sterylna pipetka) do probéwki wirowniczej,
pozostata tkanke przeptuka¢ Buforem fosforanowym bez jonow. Ptyn po ptukaniu doda¢ do
zebranej weze$niej zawiesiny.

. Odwirowa¢ zawiesing (1000 obrotow/ 5 minut).

4. Odwirowane komorki zawiesi¢ w niewielkiej ilo§ci medium hodowlanego (1 ml) i umiesci¢ w
inkubatorze.

. Pozostate fragmenty gruczotow ponownie zala¢ roztworem trypsyny (2.5 mg/ml) 1 DNA-zy
i ponownie umiesci¢ na mieszadle magnetycznym ustawionym na 37°C (15 min.).

. Tkanke przetrze¢ (bagietka szklana) przez sitko nylonowe ($rednica oczek 70-200um).

. Uzyskang zawiesing odwirowac¢ (1000 obrotéw/ 5 minut).

. Supernatant zla¢, komorki zawiesi¢ w medium hodowlanym.

. Polaczy¢ zawiesiny uzyskane podczas pierwszego i drugiego trawienia enzymatycznego,
odwirowac i zawiesi¢ w 4 ml medium hodowlanego.

10.Policzy¢ liczbg komoérek w 1 ml zawiesiny w komorze Burkera (wzor: ¢ =n x 250 x 1 000)
n = $rednia ilo§¢ komoérek (5 duzych kwadratéw w obu siatkach)

Optymalne inokulum - 0.5-3.0 x 10° kom/ml

11.Wstawi¢ hodowle¢ do inkubatora (37°C, 5% CO5).

4. Wymagania:

Student powinien zna¢ najwazniejsze zasady techniki hodowli komorek i tkanek, znac jej

zastosowanie zarowno w badaniach naukowych, jak i praktyce klinicznej. Student powinien

umie¢ zdefiniowac podstawowe typy kultur in vitro i opisa¢ uwarunkowania podstawowych
procesow morfogenetycznych i fizjologicznych zachodzacych w tych kulturach. Student
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powinien umie¢ wykona¢ zadania laboratoryjne w zakresie zaktadania i prowadzenia
pierwotnych zwierzecych kultur in vitro.
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