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WSTEP

Jedng z rutynowych metod laboratoryjnych stosowanych we wspoétczesnej biologii jest
dhugotrwate przechowywanie zywych komaérek w obnizonej temperaturze. Metoda ta jest
szczegoblnie przydatna dla zabezpieczenia wyselekcjonowanych linii komorkowych o czgsto
unikalnych wiasciwosciach (hodowle komdrkowe obecnie stanowia podstawowe zrodto
materiatu biologicznego do pracy doswiadczalnej) na wypadek utraty komdrek badz
zakazenia. Bankowanie komorek pozwala réwniez na przerwanie pracy z danym rodzajem
komorek na dowolny okres czasu (nawet na kilka lat), a utrzymanie zamrozonego materiatu
wymaga niewiele czasu i wysitku oraz kosztow w poréwnaniu z prowadzeniem hodowli

ciaggtej.

Spadek temperatury podczas zamrazania powoduje powstawanie krysztatkdw lodu w
srodowisku pozakomorkowym, czego skutkiem jest wzrost st¢zenia substancji
rozpuszczonych w medium hodowlanym i dehydratacja komérek. Aby uzyska¢ maksymalny
stopien przezywalnosci komorek, nalezy je stosunkowo wolno zamraza¢ i szybko odmrazac.
Zamrazanie musi by¢ wystarczajaco wolne aby mogta zaj$¢ dehydratacja, ktéra zapobiega
powstawaniu wewnatrzkomaorkowych krysztatkdw lodu niszczacych struktury komorkowe. Z
drugiej strony nie moze by¢ zbyt wolne, aby nie dopusci¢ do nadmiernej dehydratacji i
zniszczenia komorek z jej powodu. Optymalna predkos¢ obnizania temperatury w trakcie
zamrazania wynosi dla wigkszosci typow komorek od 1 °C do 3°C na minute. Warunki takie
mozna najprosciej uzyska¢ umieszczajgc komorki w polistyrenowym pudetku o grubosci
scianek ok. 1,5 cm w temperaturze -70°C na okres 2 godzin. Obecnie najczg¢sciej do
uzyskania odpowiedniego tempa mrozenia stosowane sg zamrazarki programowane, z ktorych
po odpowiednim czasie komorki sg przenoszone do ciektego azotu (-196°C).
Nieodwracalnemu uszkodzeniu, ktére czesto towarzyszy zamrazaniu komérek w duzym
stopniu zapobiega zamrazanie w obecnosci krioprotektantdw — najczesciej glicerolu lub
dimetylosulfotlenku (DMSO).

Waznym elementem procesu bankowania komorek jest dobranie odpowiedniej gestosci
zamrazanej zawiesiny komadrek. Powinna ona by¢ na tyle wysoka, aby po rozcienczeniu
rozmrazanej probki w stosunku 1:10 lub 1:20 (konieczne dla zmniejszenia stezenia glicerolu
lub DMSO) uzyskane stezenie komérek byto okoto 5 razy wyzsze od standardowej gestosci
komorek przy pasazowaniu.

Przetrzymywanie materiatu w ciektym azocie znajduje praktyczne zastosowanie w
medycynie do przechowywania komérek rozrodczych (komorek jajowych, plemnikow) oraz
zarodkow, a takze krwi pgpowinowej. Obecnie nie ma skutecznej metody takiego
przechowywania narzadow przeznaczonych do transplantacji (ze wzgledu na utrudniong
penetracje krioprotektanow do wszystkich komorek narzadu), dlatego sa one przechowywane
i transportowane w warunkach chtodniczych (0 - 4°C). Pomimo tego istniejg firmy, ktore
oferuja dtugotrwate przechowywanie odpowiednio przygotowanego catego ciata ludzkiego
(np. ludzi $miertelnie chorych) w nadziei na rozwoj medycyny, ktory moze w przysztosci
pozwoli¢ im powr0ci¢ do zycia.

Odkrycia kriobiologii sg wykorzystywane w wielu dziedzinach. Np. enzymy dziatajace w
niskich temperaturach znajduja zastosowanie w przemysle spozywczym, biotechnologii,
produkcji proszkéw do prania oraz oczyszczaniu sciekow.
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Przystosowanie do przetrwania w temperaturze ponizej 0°C wykazuje wiele gatunkow
zwierzat takich jak zaby, arktyczne ryby, owady. Znanym przyktadem jest zaba lesna (Rana
silvatica) wystepujaca w Ameryce Péinocnej, ktdrej organizm podczas zimowej hibernacji
jest przystosowany do zamarznigcia pozakomorkowych ptynow ustrojowych.

CEL CWICZENIA

Celem proponowanego ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z podstawowymi technikami
bankowania komorek.

WYKONANIE CWICZENIA

1. Przygotowac sie do pracy pod komorg laminarna (patrz: éwiczenie ,,Hodowle
komorkowe™)

2. Wykona¢é pasaz komorek:

a) z naczynia hodowlanego zla¢ pozywke

b) przeptuka¢ komérki 1 ml (sterylnego) PBSu bez jonéw Ca?* i Mg

¢) po zlaniu PBSu doda¢ do komdrek 0,5 ml trypsyny (w wypadku naczynia o pow. hodowlanej 25
cm?) i umiescié naczynie w inkubatorze (37°C) na ok. 2-3 minuty, kontrolujac (pod
mikroskopem) co jaki$ czas stopien odrywania si¢ komorek od dna naczynia hodowlanego
(mozna przyspieszyc¢ proces odrywania komorek poprzez mechaniczne uderzenie butelkg o
brzeg dtoni).

d) gdy wszystkie komorki oderwa sie, nalezy zinaktywowac trypsyng dodajac 2 ml pozywki
hodowlanej (z dodatkiem surowicy)

e) przenies¢ zawiesing komorek do probdwki do wirowania

f) zwirowa¢ zawiesing komorek (1000 obrotow na minute, 5 minut)

# podczas wirowania przygotowaé mikroskop do pracy w konzrascie faz dla obiektywu 20x,
wyczysci¢ (za pomocg waty nasgczonej alkoholem) szkietka podstawowe i nakrywkowe, ktdre
bedg niezbedne do oznaczania Zywotnesci komorek

g) delikatnie wyja¢ probowki z wirdwki, przenies¢ pod komore laminarng, zdecydowanym ruchem
zla¢ roztwor pozywki znad osadu (peletu) komérek

h) zawiesi¢ pelet komorek w 1 ml §wiezej pozywki hodowlane;j i doktadnie, ale jednoczesnie
delikatnie ,,rozpipetowaé” (ok. 15-20 razy)

3. Oznaczy¢ liczbe i zywotnoes¢ komorek:

a) policzy¢ ($wiezo rozpipetowane!) komarki w komorze Blrkera (wykorzysta¢ 10 ul zawiesiny
komorek)
b) okresli¢ przy pomocy biekitu trypanu zywotnosé¢ komérek:
e nawyczyszczone szkietko podstawowe nakropi¢ 10 ul roztworu blekitu trypanu w
PBS i nastepnie 10 pl zawiesiny komdrek (delikatnie wymieszac¢ ,,rozpipetowujac);
pozostawi¢ na 2 minuty, usuna¢ ewentualne pgcherzyki powietrza, a nastepnie przykryé
czystym szkietkiem nakrywkowym
e policzy¢ w mikroskopie (w kontrascie faz) komorki niezabarwione (zywe) i zabarwione na
kolor niebieski (martwe), okresli¢ wyjsciowa zywotnos¢ komorek w hodowli (obliczy¢ %
komarek zywych)
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4. Przeprowadzi¢ proces bankowania komérek:

a) ,,rozpipetowac” ponownie zawiesing komorek
b) 0,8 ml zawiesiny komorek przenies¢ do 1,5 ml probdwki typu Eppendorf, doda¢ 0,1 ml surowicy
(FBS) oraz 0,1 ml DMSO (DMSO nalezy dodawac¢ na koncu) i delikatnie wymieszac¢
b) probowki zamknaé, umiesci¢ w pudetku i przenies¢ do zamrazarki na okres 1 godziny
(uwaga: optymalny czas mrozenia w -80°C wynosi 2 godziny, nastepnie komorki nalezy
umiesci¢ w butli z ciektym azotem)

5. Odbankowanie komoérek:

a) probowki z zamrozonymi komérkami rozmrozi¢ (umiesci¢ w zlewce z letnig woda)

b) rozmrozong zawiesine przenies¢ natychmiast do probdwki kalibrowanej i dodawaé kroplami 3
ml §wiezej pozywki hodowlanej (po dodaniu kazdej kropli delikatnie wstrzasnac¢ probowka w
celu przemieszania)

c) zwirowa¢ zawiesing komorek (1000 obrotow na minute, 5 minut)

d) delikatnie wyja¢ probowki z wirdwki, przenies¢ pod komore laminarng, zdecydowanym ruchem
zla¢ roztwor pozywki znad osadu (peletu) komoérek

e ) zawiesi¢ pelet komdrek w 1 ml $wiezej pozywki hodowlanej i doktadnie, ale jednoczesnie
delikatnie ,,rozpipetowac” (ok. 15-20 razy)

f) oznaczy¢ zywotnos¢ komorek (patrz punkt 3b)

6. Zinterpretowaé otrzymane wyniki.
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ZAGADNIENIA DO PRZYGOTOWANIA

Hodowla tkanek, jej rozwoj i znaczenie dla rozwoju nauki.

In vitro versus in vivo, zalety, ograniczenia, klasyfikacja hodowli tkanek.
Srodowisko hodowlane.

Linie komdrkowe.

Bankowanie komorek.

ZALECANA LITERATURA

»,Molecular biology of the cell” Fifth edition

Alberts, Johnson, Lewis, Raff, Roberts, Walter

Garland Science Taylor & Francis Group

Part 111 Chapter 8 Manipulating proteins, DNA, and RNA
Isolating cells and growing them in culture str. 501-510
»~Hodowla komorek i tkanek” pod redakcja Stanistawy Stoktosowej, Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa 2006

rozdz. 1 str. 2-6

rozdz. 5 str. 45-50

rozdz. 6 str. 51-60

rozdz. 11 str. 140-152

ZAGADNIENIA NADOBOWIAZKOWE

Biotechnologia.

Hodowle przestrzenne — hodowla narzadowa, agregaty, sferoidy, zastosowanie hodowli
sferoidow, szczegolnie w badaniach proceséw powstawania nowotwordw, kokultury
organotypowe i modele komdrkowe.

»,Hodowla komdrek i tkanek” pod redakcja Stanistawy Stoktosowej, Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa 2006

rozdz. 10 str. 126-139

rozdz.12 str. 157-161, 164-167, 171, 176-178, 180-184.
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