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WSTEP

W wielu dziedzinach nauk przyrodniczych istnieje potrzeba stosowania
okreslonej liczby komoérek o wysokiej czystoSci i zywotnosci. Dotyczy to szczegélnie
komoérek do =zastosowan biotechnologicznych 1 komorek stosowanych w celach
terapeutycznych. Obecnie dostepny jest szeroki wybor technik separacji komorek takich jak
cytometria przeplywowa (FACS) lub sortowanie magnetyczne (MACS), ktore opierajg si¢ na
kryteriach  fizycznych (rozmiar, ggstos¢), ladunku elektrycznym 1 znacznikach
immunologicznych. Techniki te w wielu wypadkach nie dajg jednak oczekiwanych
rezultatow rozdziatu 1 zadowalajacej liczby oczyszczonych komorek. Stad ciagle
poszukiwane sg i udoskonalane nowe metody separacji komorek. Separacja komorek petni
kluczowa rol¢ w badaniach podstawowych i praktyce klinicznej. Badania przeprowadzane na
komorkach hodowanych oraz organellach komorkowych takich jak lizosomy, mitochondria,
jadra komoérkowe i rybosomy czgsto wymagaja wysoko oczyszczonego materiatu. Obecnie
coraz bardziej zaznacza si¢ zapotrzebowanie na skuteczne metody separacji, identyfikacji i
charakteryzacji roznych typéw komorek. Zagadnienia te dotycza szczeg6lnie takich dziedzin
jak: immunologia, hematologia, biologia komorki, patologia kliniczna i onkologia.

Wsrod wielu stosowanych technik separacji komoérek wazng grupe stanowig
metody oparte na zjawisku sedymentacji. Do technik tych zaliczamy réznego rodzaju
wirowania. Wirowania byly stosowane w laboratoriach chemicznych od 1852r, a jako
metoda separacji komoérek ssaczych zostaly wprowadzone przez Mela w 1963r. W rotorze
wirowki wytwarzana jest sita kilkuset krotnie przewyzszajaca ziemska grawitacje. Nastepuje
opadanie czastek (komoérek) i ustawianie si¢ ich w rownowadze do gradientu stgzen
(wirowanie izopikniczne). W procesie wirowania nast¢puje migracja komorek w gradiencie,
gdy ich molekularna gesto$¢ jest zrbwnowazona gestoscia separujacego roztworu dana grupa
komorek zajmuje zwarte okre$lone miejsce. Po zakonczeniu wirowania mozna pozgdane
frakcje zebra¢ 1 uzy¢ do dalszych eksperymentow. Przed rozpoczeciem wirowania nalezy
dobra¢ szereg parametrow takich jak wartos¢ sity odsrodkowej, czas wirowania, gegstosS¢ i
lepko$¢ medium oraz rodzaj rotoru. Wirowanie izopikniczne prowadzi do separacji komérek
roznigcych si¢ gestoscig. Roznice gestosci sg obserwowane pomigdzy poszczegdlnymi
typami komorek, a w trakcie wielu procesow fizjologicznych dochodzi do zmian gestosci
komorek. W obrgbie rosngcej chrzastki wystepuja komorki na réznym stopniu zréznicowania
a wraz z ich dojrzewaniem zmniejsza si¢ ich gesto§¢ wypornosciowa. Do zmiany gestosci
wypornos$ciowej komoérek dochodzi takze w trakcie dojrzewania makrofagow. Najdojrzalsze
makrofagi cechuja si¢ najmniejsza ggstoscia wypornosciowa. Makrofagi separowane w
oparciu o roéznice ich gestosci wypornosciowej wykazuja rdéznice w rozmiarach,
powinowactwie do lektyn i ekspresji antygenéw. Badacze apoptozy wskazujg na trudnosé
pozyskiwania komoérek bedacych na poszczegdlnych stadiach tego procesu. Prowadzone
obecnie badania sugeruja, ze w komorkach wchodzacych w kolejne stadia apoptozy
dochodzi do stopniowego zwickszania ggstosci wypornosciowe;.

Niestety, dopoki nie uda si¢ skutecznie oddzieli¢c od siebie komorek
prezentujacych odrgbne funkcje, bedacych w réznych fazach cyklu komoérkowego, lub na
roznych stopniach zroznicowania, bedzie bardzo trudno bada¢ molekularne mechanizmy
zaangazowane w rozpoznawanie si¢, specjalizacje, interakcj¢ komorkowa, cytotoksycznos$¢ i
transformacj¢ nowotworowa komorek.
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CEL CWICZENIA

Czes$¢ teoretyczna Cwiczenia ma na celu zapoznanie studenta z podstawowymi
technikami separacji komorek, ich zaletami oraz ograniczeniami. W czesci praktycznej
student dokona proby rozdziatu komoérek zywych i1 martwych poprzez wirowanie w
gradiencie gestosci. W trakcie wykonywania ¢wiczenia student zapozna si¢ takze z
podstawami obstugi licznika czastek Coulter Z2.

Warunkiem zaliczenia éwiczenia jest wykonanie éwiczenia oraz sporzadzenie krotkiego
sprawozdania zawierajacego opis ¢wiczenia, opracowane wyniki oraz ich analize.

WYKONANIE CWICZENIA
Materialy

- probowka z komdrkami linii WC 256 (komorki zywe)

- probdwka z komaorkami linii WC 256 (komorki martwe utrwalone formaldehydem)

- roztwor FDA (25ug/ml)

- roztwor bromku etydyny (10ug/ml)

- PBS bez jonow Ca i Mg

- 9 proboéwek z roztworami dekstranu o masie czasteczkowej 15-20 tys o stezeniach w
zakresie 1 - 15%

- 1 proboéwka z 1,5% roztworem metylocelulozy (o lepkosci 15 cp)

Wykonanie

Przy pomocy hemocytometru Burkera obliczy¢ liczbe komorek WC 256/ ml w otrzymanych
zawiesinach

Czesé 1. Okreslenie liczby komorek lini WC 256 w poszczegolnych probowkach przy uiyciu
licznika czgstek Coulter Z2.

1. Z probowki z komodrkami zywymi pobra¢ 100 pl zawiesiny, przenies¢ do czystej probowki
1 uzupetni¢ roztworem PBS do objetosci 10ml. Komorki uprzednio dobrze rozpipetowac.
2. Zawiesing komorek dobrze wymiesza¢, a nastgpnie przenies¢ do kuwety pomiarowej i
umiesci¢ w liczniku czastek.

3. Pod kontrolg asystenta grupy ustawi¢ zakres pomiaru $rednicy komorek na 10- 18um

1 uruchomi¢ zliczanie komorek

4. Otrzymany wynik to liczba komorek w 1ml badanej zawiesiny.

5. Obliczy¢ liczbg komoérek w zawiesinie wyjsciowe;.

6. Procedur¢ pomiaru powtorzy¢ dla komorek martwych

Porownaé wynik liczenia komorek przy pomocy hemocytometru Burkera i licznika czgstek
Coulter Z2. Wzigé pod uwage czas przygotowania preparatéow do pomiaru, czas i wydajnosé
pomiaru oraz doktadnosé otrzymanych wynikow.
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Po okresleniu liczby komorek:

7. Obliczy¢ objetos¢, w jakiej znajduje sie 500 tys. Komodrek zywych i przenies¢ ja do nowe;j
probowki. Czynnos$¢ powtdrzy¢ z komédrkami martwymi.

8. Do probowki z komoérkami zywymi dodaé roztworu FDA w stosunku 1:1 i umie$ci¢ na 5
minut w cieplarce.

9. Do probowki z komoérkami martwymi dodaé roztwor bromku etydyny w stosunku 1:1 1
umiesci¢ na 5 minut w cieplarce.

10. Obie probowki dopetni¢ do 10 ml roztworem PBS, odwirowa¢ (5Smin, 1000r.p.m),
nadsacz zla¢, osad zawiesi¢ w 100ul roztworu PBS bez jonow Ca i Mg i1 dobrze rozpipetowac.
Nastepnie komorki wymiesza¢ z 0,5ml roztworu metylocelulozy (probowka ,,M”).

Czesé I1. Budowanie gradientu oraz rozdzial komorek.

1. Rozpocza¢ nawarstwianie gradientu przez kolejne nalewanie na siebie roztworow
dekstranu od najwyzszego stezenia do najnizszego (jako pierwszy naktadany jest roztwor

nr 1, po nim kolejno az do nr 9). Nawarstwianie nalezy przeprowadza¢ bardzo powoli, nie
dopuszczajac do mieszania si¢ poszczegolnych warstw.

2. Otrzymany gradient obejrze¢ bardzo ostroznie pod $wiattlo. W dobrze natozonym
gradiencie widoczne bgda granice poszczegdlnych warstw.

3. Otrzymang uprzednio zawiesing komorek zywych i martwych w metylocelulozie delikatnie
nawarstwi¢ na przygotowany gradient dekstranu.

4. Wirowac przez 5 min przy 1500 r.p.m.

Czesé I11. Weryfikacja wyniku.

1. Odwirowane probowki z komoérkami delikatnie przenies¢ nad stolik fluorescencyjny.
Obserwowac $wiecenie na czerwono i zielono w réznych miejscach probowki.

2. Przy pomocy strzykawki z dlugg igla pobra¢ ok. 1ml ptynu z rejonu §wiecacego na kolor
zielony.

3. Zebrang zawiesing dopeti¢ roztworem PBS bez jonéw do 5ml i odwirowaé przy 1000rpm
przez 5 min.

4. Ogladajac preparat w mikroskopie fluorescencyjnym obliczy¢ Zzywotno$¢ komorek w
otrzymanej frakcji (% zywych komarek).

Zakres materialu, ktory nalezy przygotowa¢ do ¢wiczen:

- rodzaje wirowan

- roztwory stosowane do przygotowania gradientow oraz rodzaje gradientow i sposoby ich
przygotowania

- kryteria separacji komdrek

- potrzeba separacji komorek
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