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Wstep

Jedng z rutynowych metod laboratoryjnych stosowanych we wspétczesnej biologii jest
dtugotrwate przechowywanie zywych komérek w obnizonej temperaturze. Metoda ta jest szczegdlnie
przydatna dla zabezpieczenia wyselekcjonowanych linii komérkowych o czesto unikalnych
wiasciwosciach. Bankowanie komodrek pozwala réwniez na przerwanie pracy z danym rodzajem
komérek na dowolny okres czasu. Zamrozone komadrki najczesciej przechowuje sie w ciektym azocie.

Zamrazaniu komodrek czesto towarzyszy nieodwracalne uszkodzenie bedgce wynikiem
powstawania duzych krysztatkow lodu. Zjawisku temu w duzym stopniu zapobiega zamrazanie w
obecnosci krioprotektantow — najczesciej glicerolu lub dimetylosulfotlenku (DMSO). Aby uzyskac
maksymalny stopiend przezywalnosci komdrek, nalezy je stosunkowo wolno zamraza¢ i szybko
odmrazac. Zamrazanie nie moze jednak by¢ zbyt wolne, gdyz sytuacja taka sprzyja powstawaniu
krysztatkdow lodu. Z drugiej strony czas zamrazania musi by¢ wystarczajgcy na zadziatanie srodkow
zabezpieczajacych (DMSO, glicerol). Optymalna predkosé obnizania temperatury w trakcie
zamrazania wynosi 1 °C/min. Przeprowadzajgc mrozenie komdrek w zamrazarce programowanej
mozna sterowac¢ dynamikg mrozenia indywidualnie dla bankowanej linii komorkowej wykorzystujac
zoptymalizowane protokoty.

Bankowaniu nalezy poddawac¢ komdrki bedace w dobrej kondycji, gdyz pomimo najwyzszej
ostroznosci i stosowaniu odpowiednich krioprotektantéw, proces ten nie jest dla komdrek obojetny i
moze mu towarzyszy¢é wzmozona $miertelnos¢. W celu oceny kondycji komérek, zaréwno przed
procesem bankowania, jak i po rozmrozeniu komérek, wskazana jest ocena ich zywotnosci przy
uzyciu wybranych testéw.

Kazda komoérka jest uktadem termodynamicznie otwartym wymieniajgcym ze swym
otoczeniem materie i energie. Wymiana ta odbywa sie poprzez btone komodrkowsq, ktérej
wtasciwosci w duzej mierze decydujg o kontrolowaniu przez komérke swego srodowiska, co jest
niezbednym warunkiem koordynacji wewnatrzkomérkowych proceséw metabolicznych. Poniewaz
wszystkie trwate uszkodzenia btony komdrkowej prowadzg do smierci komorki, wiekszos¢ testow
zywotnosci (witalnosci) komdrek hodowanych in vitro, nastawiona by¢ powinna na okreslenie jej
integralnosci. Alternatywnie szereg technik mierzy stan metaboliczny komérki, w ten sposéb
wskazujgc na potencjalng zdolno$¢ komérki do prawidtowej aktywnosci metabolicznej, a w
konsekwencji do wzrostu i podziatu.

Testy, ktdre wykorzystujg naturalng wtasciwosé btony komérkowej jako bariery dla
zwigzkow, powinny wykorzystywac zwigzki bedace anionami w fizjologicznym pH. Nie wnikajg one
do zywych komodrek ze wzgledu na ujemny tadunek nieuszkodzonej btony, ale po $mierci komorki
(gdy btona zostanie trwale uszkodzona i nastepuje zanik potencjatu pomiedzy zewnetrzng a
wewnetrzng strong btony) przenikajg do wnetrza komérki barwigc cytoplazme lub/i jadro.
Najpowszechniej stosowanym barwnikiem z tej grupy jest btekit trypanu (Ryc. 1), ktdry wybarwia
komérki martwe na kolor niebieski, ale podobne zastosowanie mogg mie¢ réwniez zielen
lizaminowa, eozyna Y i erytrozyna B.
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Ryc.1. Wzér strukturalny btekitu trypanu.
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Podejsciem alternatywnym do technik wykorzystujacych wyzej wymienione zwigzki jest
zastosowanie substancji, ktore w formie zestryfikowanej swobodnie penetrujg nienaruszong btone
komérkowg, natomiast ich de-estryfikacja powoduje wytracenie w formie wolnej. Prowadzi to do
znacznego nagromadzania substancji w cytoplazmie. Przyktadem takich substancji jest calceinaAM i
dwuoctan fluoresceiny. Koncentracja fluoresceiny w komadrce mozliwa jest wytgcznie gdy: (i) btona
komérkowa jest nienaruszona i (ii) w komdrce aktywne sg enzymy, w tym te z grupy esteraz. Taka
komdrka widoczna jest w mikroskopie fluorescencyjnym, gdyz fluoresceina w niej zawarta emituje
Swiatto zielone w odpowiedzi na wzbudzenie $wiattem niebieskim. Ocene Zzywotnosci usprawnia
jednoczesne uwidocznienie komérek martwych, np. dzieki zastosowaniu barwnikéw w minimalnym
stopniu zdolnych do penetracji nienaruszonych bton komdrkowych, natomiast akumulujgcych sie w
uszkodzonych (martwych) komaérkach dzieki ich zdolnosci do wigzania sie z kwasami nukleinowymi.
W testach tych stosuje sie np. jodek propydyny, oranz akrydyny a przede wszystkim bromek etydyny.
Powyisze podejscie pozwala na odmienne wybarwienie komodrek zywych (na kolor zielony) i
martwych (czerwony/pomaranczowy), przez co sg one bardzo tatwe do rozrdznienia.

Innymi dos$¢ powszechnie stosowanymi procedurami analizy zywotnosci komorek sg testy
okreslajace aktywnos¢ metaboliczng komdrek. Powszechnie stosowanym testem z tej grupy jest test
MTT, ktéry umozliwia pomiar aktywnosci przemian energetycznych w mitochondriach. Mierzy on
zywotnosé komorek za pomocy testu redukcji soli tetrazolowej (MTT - substratu rozpuszczalnego w
wodzie, o zabarwieniu biatym lub zéttym) do nierozpuszczalnego formazanu (o zabarwieniu ciemno-
niebieskim). llos¢ barwnego zredukowanego MTT jest proporcjonalna do aktywnosci oksydacyjnej
mitochondridw komoérki, a w Scisle okreslonych warunkach doswiadczalnych do liczby aktywnych
metabolicznie (zywych) komérek w populacji. Sole tetrazolowe sg redukowane do formazanu dzieki
dziataniu dehydrogenazy bursztynianowej, enzymu aktywnego tylko w komadrkach o nienaruszonym
metabolizmie i taicuchu oddechowym. llo$¢ formazanu zostaje obliczona kolorymetrycznie i koreluje
z liczbg zywych komarek.

Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie sie z podstawowgq procedurg bankowania komérek, jak i ocena ich
zywotnosci przy uzyciu popularnej metody z zastosowaniem btekitu trypanu.

Wykonanie ¢wiczenia

1. Podzieli¢ sie na 4 zespoty.
2. Wykonac pasaz komérek hodowanych w otrzymanym naczyniu:
a. oceni¢ liczebnos¢ komdrek w hodowli pod mikroskopem odwréconym, jak réwniez
obserwujac ,,pod $wiatto” dno naczynia hodowlanego
b. z naczynia zla¢ ptyn hodowlany po czym natychmiast:
delikatnie zala¢ komérki ok. 1 ml roztworu PBS, przeptukac je, po czym roztwoér
usunac i natychmiast:
d. komérki zala¢ ok. 1 ml roztworu 0.25% trypsyny (trypsyne rozprowadzi¢ doktadnie po
catym dnie naczynia) na ok. 10 sekund;
e. nastepnie usung¢ nadmiar trypsyny pozostawiajgc w naczyniu jej niewielkg objetos¢,
komorki inkubowac¢ w obecnosci trypsyny od 20 sekund do 2 minut, kontrolujac (pod
Swiatto” stopien odrywania sie komodrek od podtoza (ewentualnie naczynie
wstrzasnac celem przyspieszenia procesu).
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natychmiast po oderwaniu sie komérek od podtoza (obserwowanym , pod swiatto”
lub w mikroskopie odwréconym), komoérki zawiesic w 2ml pozywki hodowlanej
(MEM + 5% surowicy cielecej + antybiotyki), w ten sposdb inaktywujgc trypsyne
uzyskang zawiesine przenies¢ pipetg do probéwki, zamknagé¢ i wirowaé 5 min. przy
1000 obr./min.

po odwirowaniu nadsgacz zlaé, pelet zala¢ 1 ml swiezej pozywki, a komérki doktadnie
lecz delikatnie rozpipetowac

3. Oznaczyc liczbe i zywotnos¢ komaérek:

a.

policzy¢ ($wiezo rozpipetowane!) komorki w komorze Biirkera (wykorzysta¢ 10 pl

zawiesiny komorek)

okresli¢ przy pomocy btekitu trypanu zywotnos¢ komorek:

e na wyczyszczone szkietko podstawowe nakropic¢ 10 ul roztworu btekitu trypanu w
PBS i nastepnie 10 pl zawiesiny komodrek (delikatnie wymieszac
,rozpipetowujac); pozostawi¢ na 2 minuty, usung¢ ewentualne pecherzyki
powietrza, a nastepnie przykry¢ czystym szkietkiem nakrywkowym

e policzy¢ w mikroskopie (w kontrascie faz) komorki niezabarwione (zywe) i
zabarwione na kolor niebieski (martwe), okresli¢ wyjsciowg zywotnos$¢ komérek
w hodowli (obliczy¢ % komaérek zywych)

4. Przygotowanie komorek do oceny wptywu etanolu na ich zywotnos¢

a.

d.

Przenie$¢ do osobnej probowki typu eppendorf objetos¢ zawiesiny zawierajgcg 100
tys. komorek w celu przeprowadzenia inkubacji z alkoholem etylowym.

Do poszczegdlnych probdwek zaaplikowac objetosé alkoholu etylowego (o stezeniu
96%) tak, zeby uzyskac ostateczne stezenie wynoszgce 5, 10 lub 15% (jedno stezenie
na podgrupe).

W przypadku préby kontrolnej sporzadzonej przez jedng z podgrup, prosze nie
dodawac alkoholu do zawiesiny komadrek.

Tak przygotowane zawiesiny prosze poddac inkubacji przez 20 min w cieplarce.

5. Przeprowadzi¢ proces bankowania komérek:

a.
b.

,rozpipetowaé” ponownie zawiesine komarek

0,8 ml zawiesiny komérek przenies¢ do probodwki mrozeniowej, doda¢ 0,1 ml
surowicy (FBS) oraz 0,1 ml DMSO (DMSO nalezy dodawac na koncu) i delikatnie
wymieszac

probowki zamknaé, umiesci¢ pudetku z polistyrenu i przenies¢ do zamrazarki na
okres 1 godziny (uwaga: optymalny czas mrozenia w -80°C wynosi 2 godziny, po
czym komorki zwykle sg umieszczane w butli z ciektym azotem)

6. Ocena zywotnosci komadrek inkubowanych z etanolem

a.

Zawiesine komérek poddang inkubacji z alkoholem etylowym rozpipetowac
delikatnie. Pobrac z niej 10 ul i przeprowadzié¢ test zywotnosci w sposéb
analogiczny jak poprzednio.

Poréwnujac wyniki pomiedzy podgrupami ocenié, jak alkohol etylowy wptywa na
zywotnosé badanych komarek.

7. Odbankowanie komorek:

probowki z zamrozonymi komérkami rozmrozié¢ (umiesci¢ w zlewce z letnig wodg)
rozmrozong zawiesine przenie$¢ natychmiast do probdéwki (15 ml) i dodawac
kroplami 3 ml $wiezej pozywki hodowlanej (po dodaniu kazdej kropli delikatnie
wstrzasnac probéwka w celu przemieszania)

zwirowac zawiesine komorek (1000 obrotéw na minute, 5 minut)

4



Bankowanie komérek i ocena ich zywotnosci I Biotechnologia

d. delikatnie wyja¢ probdéwki z wirédwki, przenies¢ pod komore laminarng,
zdecydowanym ruchem zla¢ roztwér pozywki znad osadu (peletu) komérek
e. zawiesi¢ pelet komdrek w 1 ml swiezej pozywki hodowlanej i doktadnie, ale

jednoczesnie delikatnie ,,rozpipetowac” (ok. 15-20 razy)
f. oznaczy¢ zywotnos$¢ komérek (patrz punkt 3b)

Zakres materiatu obowiqzujgcy do ¢wiczen

e Hodowla tkanek, jej rozwdj i znaczenie dla rozwoju nauki.
e Hodowle pierwotne i linie komdrkowe.

e Bankowanie komérek.

e Testy witalnosci - rodzaje, zastosowanie, ograniczenia.
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