Fizjologiczne Techniki Badan

Technika hodowli komérek leukemicznych
Zasady prowadzenia hodowli komorek leukemicznych, pasazowania,

Mmrozenia, rozmrazania i przechowywania komérek leukemicznych

Warunki wstepne:

Zapoznanie si¢ z tre$cig rozdzialow 6 1 11 zawartych w ksigzce ,,Hodowla komorek i tkanek”

pod redakcja Stanistawy Stoklosowej, Wydawnictwo Naukowe PWN, 2004.

Wstep:

Hodowle komoérkowe sa powszechnie wykorzystywanymi modelami w badaniach
procesow fizjologicznych i patologicznych zachodzacych na poziomie komorki. Jedng
z najwigkszych korzysci ptynacych ze stosowania techniki hodowli komoérkowych jest
mozliwos$¢ S$cistego kontrolowania warunkow doswiadczalnych 1 tatwos¢ modyfikacji
mikrosrodowiska komorek.

Hodowla komorek in vitro wymaga przede wszystkim zachowania sterylnych
warunkow (zastosowanie komory z laminarnym przeptywem powietrza), sSrodowiska 0 stalej
optymalnej temperaturze i wilgotnosci, statym st¢zeniu CO, (inkubatory przeznaczone do
hodowli komorek), a takze zapewnienia komorkom niezbednych do zycia oraz proliferacji
sktadnikow odzywczych (pozywki hodowlane).

W hodowlach in vitro mozna przetrzymywa¢ zaréwno komorki aktywnie
namnazajace si¢, jak i komorki terminalnie zrdéznicowane, ktore utracily zdolno$¢ do
proliferacji. Komorki leukemiczne nalezg do komoérek aktywnie namnazajacych sie, ktérych
wzrost zachodzi w zawiesinie (komorki zawiesinowe). W przypadku prowadzenia hodowli
komorek leukemicznych, intensywnie dzielacych sie, podstawowa czynnos$cig jest tzw. pasaz.
Pasazowanie komorek leukemicznych umozliwia prowadzenie hodowli 1 namnazanie
materiatu biologicznego potrzebnego do wykonywania doswiadczen. Komorki rosngce
w zawiesinie pasazuje si¢, bezposrednio pobierajac je z wyjsciowej hodowli 1 rozcienczajac
w odpowiednim stosunku w $wiezo sporzadzonej pozywce. Okreslanie gestosci komorek
utrzymywanych w hodowli in vitro jest niezbedne przed wykonaniem pasazowania
1 planowania poszczegdlnych doswiadczen oraz przed ich zamrazaniem. Ggsto$¢ zawiesiny

komorek mozna ustali¢ poprzez policzenie komorek w mikroskopie $wietlnym w komorze
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hemocytometru (np. komora Biirkera) lub przy zastosowaniu licznika komoérek (np. Coulter
Counter).

Mozliwos¢ dlugotrwalego przechowywania komoérek w obnizonej temperaturze,
oprocz prowadzenia hodowli cigglych, pozwala na systematyczne wykonywanie
doswiadczen. Celem przechowywania zamrozonych linii komorkowych jest ich
zabezpieczenie przed kontaminacja mikroorganizmami, czy zminimalizowanie ryzyka
réznicowania fenotypowego komorek.

Stosowane procedury zamrazania i rozmrazania rdznig si¢ nieco w zalezno$ci od rodzaju
materialu biologicznego, ale wszystkie zachowuja pewne ogolne zasady. Najwazniejszg
z nich jest zasada powolnego zamrazania i szybkiego rozmrazania komorek. W celu
zminimalizowania uszkodzen komodrek w trakcie ich powolnego zamrazania niezbedne jest
stosowanie substancji ochronnych, tzw. krioprotektantow (dimetylosulfotlenek - DMSO,
glicerol). Proces przechowywania materiatlu biologicznego w temperaturze migedzy —79°C
a—196°C nazywa si¢ krioprezerwacja.

Kultury komorkowe in vitro / komoérki linii leukemicznych sg zamrazane i przechowywane
w bankach komorek, zwykle w cieklym azocie w temperaturze —196 °C. Najbardziej
znanymi i najwiekszymi bankami komorek na $wiecie sa: Europejska Kolekcja Zwierzecych
Kultur Komoérkowych — ECACC, (ang. European Collection of Animal Cell Cultures) i
Amerykanska Kolekcja Hodowli Komoérkowych — ATCC (ang. American Type Culture

Collection).

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentow z podstawowymi zasadami i czynnos$ciami
zwigzanymi z prowadzeniem hodowli komorek leukemicznych i przygotowywaniem
zawiesiny komoérek do planowanych doswiadczen, a takze technikami zamrazania

i rozmrazania komoérek leukemicznych.

Opis procedur:

UWAGA! Wszystkie czynnosci wykonujemy w rekawiczkach!

- odpowiednie przygotowanie stanowiska pracy jest podstawowym warunkiem koniecznym

do spelnienia - przed rozpoczgciem pracy z komoérkami linii leukemicznych



- nalezy wysterylizowa¢ stanowisko pracy: wiaczy¢ lampy UV w komorach laminarnych

na 15 minut;

1. Prowadzenie hodowli komorek leukemicznych

1 A). Przyeotowywanie pelnego medium hodowlanego w warunkach sterylnych

- wykona¢ obliczenia obj¢tosci odczynnikow potrzebnych do przygotowania 10 ml pelnej
pozywki: pozywka hodowlana dla komorek leukemicznych zawiera 90% medium RPMI
1640, 10% cielecej surowicy plodowej, 2 mM L-glutaminy* oraz 0.2% AAS (roztwor
antybiotykow: penicyliny, streptomycyny i amfoterycyny B).

* Masa molowa L-glutaminy: 146.1 g. Obliczy¢ ilos¢ mg glutaminy potrzebnej do
sporzadzenia 4 mM roztworu L-glutaminy oraz przeliczy¢ jaka objgtos¢ roztworu

L-glutaminy nalezy doda¢ do pozywki hodowlane;j.
- w komorze laminarnej przygotowa¢ 10 ml sterylnej petnej pozywki hodowlanej

1 B). Okreslenie gestosci komorek leukemicznych w zawiesinie

- okresli¢ liczbe komorek leukemicznych w komorze Biirkera pod mikroskopem:

- przygotowac¢ komorg Biirkera;

- napetni¢ komore zawiesing komorek, wlewajac 10 ul zawiesiny komoérek leukemicznych na
jedng siatke komory Biirkera; komoérki pobieramy bezposrednio z naczynka hodowlanego;

- liczy¢ komorki lezace wewnatrz kwadratow o boku 1/20 mm zgodnie z zasadag dwoch
bokoéw; wykona¢ dwa pomiary z dwoch siatek komory, przy powiekszeniu 40x.

- obliczy¢ gestos¢ zawiesiny komorek, wyrazong w ilosci komorek w przeliczeniu na 1 ml
pelnego medium hodowlanego, z nastepujacego wzoru:

c=nl/v
gdzie: ¢ — gestos¢ zawiesiny komorek,
n — srednia liczba komorek,
V - objetos¢ komory.

1 C). Pasazowanie komorek

- obliczy¢, w jakich proporcjach rozcienczy¢ zawiesing komorek, aby otrzymaé gestosé
150 000 komorek / ml (do pasazu) lub 500 000 komoérek/ ml pelnego medium hodowlanego

(do zaktadania doswiadczenia);



- wykona¢ procedure pasazu komorek: - odciggna¢ okreslong objetos¢ zawiesiny komorek za
pomocg sterylnej pipety, a nastepnie nala¢ pozadang ilo$¢ Swiezej petnej pozywki do naczynia
hodowlanego;

- umie$ci¢ naczynka hodowlane z zawiesing komorek leukemicznych w inkubatorze (37°C,
5% CO2).

Przed otwarciem naczynia z przygotowanym medium hodowlanym, nalezy to naczynie

przetrze¢ 70% etanolem,;

2. Procedura zamrazania komoérek leukemicznych:

- konieczne jest okreslenie gegstosci komorek w zawiesinie przy pomocy komory Biirkera;

- przygotowa¢ medium do mrozenia; np. 100 uL DMSO + 900 uL zawiesiny komorkowej

- przenies$¢ zawiesing komorek do krioprobowki;

- pozostawi¢ probowki z zawiesing komorkowa w lodowce w temperaturze +4°C na 45 minut

- probowki ze schtodzong zawiesing komoérek umiesci¢ w styropianowym pudetku i zamrazac

w temperaturze -20°C przez 2 godz.

- nastepnie probowki z zawiesing komorek przenies¢ do zamrazarki z temperaturg -80°C na

24 godz., a nast¢gpnie zamrozone komorki linii leukemicznej umiesci¢ w ciekltym azocie

(-196°C).

3. Procedura rozmrazania zawiesiny komorek leukemicznych:

- krioprobowki zawierajace zamrozone komorki umiesci¢ w tazni wodnej ogrzanej do

temperatury 37OC i delikatnie miesza¢ az do calkowitego rozmrozenia; unikac¢ catkowitego
zanurzenia krioprobéwek w wodzie w celu uniknigcia ewentualnej kontaminacji;

- rozmrozong zawiesing komodrek przenie$¢ jak najszybciej do probowki wirdwkowej
i doda¢ zimnej pozywki hodowlanej;

- odwirowac¢ zawiesing komorek - 1000 obr./min. w temp. 4°C przez 5 min;

- nastepnie zla¢ nadsgcz, a uzyskang peletke komorek leukemicznych delikatnie zawiesic¢
w 2 ml pelnej pozywki hodowlanej;

- zawiesing komorek przenies¢ do naczynia hodowlanego i uzupetni¢ 3 ml pelnej pozywki

hodowlanej;



- naczynka hodowlane z zawiesing komorek leukemicznych umiesci¢ w inkubatorze (37°C,

506 CO2).

Wymagania:

- student zna zasady prowadzenia hodowli komoérek zawiesinowych;
- student potrafi wyjasni¢ do czego stuzy proces krioprezerwacji oraz wymieni¢ i scharakteryzowac
stosowane krioprotektanty;

- student zna zasade i potrafi omoéwi¢ procedury zamrazania i rozmrazania linii komorkowych.
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