B10LOGIA KOMORKI

Przechowywanie komoérek w bankach komorkowych



Przechowywanie komorek Biotechnologia
w bankach komorkowych

WSTEP:

Jedna z rutynowych metod laboratoryjnych stosowanych we wspolczesnej biologii jest
dtugotrwate przechowywanie zywych komorek w obnizonej temperaturze. Metoda ta jest
szczegblnie przydatna dla zabezpieczenia wyselekcjonowanych linii komorkowych o czgsto
unikalnych wilasciwosciach. Bankowanie komorek pozwala réwniez na przerwanie pracy z
danym rodzajem komorek na dowolny okres czasu. Zamrozone komorki najczescie)
przechowuje si¢ w ciektym azocie.

Zamrazaniu komorek czgsto towarzyszy nieodwracalne uszkodzenie bedace wynikiem
powstawania duzych krysztatkow lodu. Zjawisku temu w duzym stopniu zapobiega
zamrazanie w obecno$ci krioprotektantow — najczesciej glicerolu lub dimetylosulfotlenku
(DMSO). Aby uzyska¢ maksymalny stopien przezywalnosci komorek, nalezy je stosunkowo
wolno zamraza¢ 1 szybko odmraza¢. Zamrazanie nie moze jednak by¢ zbyt wolne, gdyz
sytuacja taka sprzyja powstawaniu krysztatkow lodu. Z drugiej strony czas zamrazania musi
by¢ wystarczajacy na zadzialanie srodkéw zabezpieczajacych (DMSO, glicerol). Optymalna
predkos¢ obnizania temperatury w trakcie zamrazania wynosi 1 °C/min. Przeprowadzajac
mrozenie komoérek w zamrazarce programowanej mozna sterowa¢ dynamika mroZenia
indywidualnie dla bankowanej linii komoérkowej wykorzystujac zoptymalizowane protokoty.

Waznym elementem procesu bankowania komoérek jest dobranie odpowiedniej
gestosci zamrazanej zawiesiny komorek. 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 st¢zenie komorek bylo okoto 5 razy wyzsze od
standardowej gestosci komorek przy pasazowaniu.

CEL CWICZENIA:
Celem proponowanego ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z procedurg programowanego
bankowania komorek w ciektym azocie.

MATERIALY:
e Hodowle in vitro ssaczych komorek:
# prawidlowych: mysich fibroblastow (3T3)
# nowotworowych: szczurzego migsakoraka (XC)
Komoérki rosng w naczyniach hodowlanych w standardowych warunkach hodowli
(odpowiednia pozywka, temp. 37°C, 5% CO.,);
e Pozywka hodowlana z dodatkiem ptodowej surowicy bydlecej (FBS 5-10%) oraz
antybiotykow (penicylina, streptomycyna);

e Zbuforowany roztwor soli fizjologicznej (PBS) bez jonoéw wapnia i magnezu

e Trypsyna, plodowa surowica bydleca (FBS), dimetylosulfotlenek (DMSO), 0,2%
roztwor blekitu trypanu w PBS

e Eppendorfy, probéwki wirownicze, naczynia do bankowania

2 Biotechnologia



Przechowywanie komorek Biotechnologia

w bankach komorkowych
WYKONANIE CWICZENIA:
1. Uformowac¢ w grupie ¢wiczeniowej sze$¢ dwuosobowych zespoldow i przygotowac sie¢
do pracy pod komorg laminarng
2. Wykona¢ pasaz komorek:
grupy: 1-3 - komodrki mysiego migsako-raka XC; grupy 4-6 — mysie fibroblasty (3T3)
(nie wyrzucamy naczynia po komdrkach!)
usunigcie pozywki, przeptukanie komorek r-em PBSu bez jondw wapnia i magnezu, trypsynizacja,
inaktywacja enzymu, wirowanie
3. Po odwirowaniu zawiesi¢ pelet komorek w 1 mililitrze §wiezej pozywki
4. Przygotowac mikroskop do pracy w jasnym polu dla obiektywu 20x
5. Czgs$¢ zawiesiny (10 pl) wykorzysta¢ do oznaczenia liczby 1 zywotnos$ci komorek:

a) policzy¢ komoérki w komorze Biirkera
b) okresli¢ testem z biekitem trypanu Zywotno$¢ komorek przed bankowaniem (wynik

wyrazi¢ w %) na wyczyszczone szkietko podstawowe da¢ krople (10 pl) 0,2% roztworu bigkitu
trypanu w PBS i krople zawiesiny komorek, pozostawi¢ na 1 min, a naste¢pnie przykry¢ szkietkiem
nakrywkowym, policzy¢

PROCEDURA BANKOWANIA KOMOREK:

Przygotowa¢ w naczyniu do bankowania 1ml zawiesiny komérek w gestosci 500 tys.
komérek/ml wedtug objetosci przedstawionych w tabeli:

Numer grupy: Zawiesina komorek FBS Krioprotektant:
w pozywce hodowlanej

GRUPY: 114 600 pl 300 pul DMSO 100ul

GRUPY: 215 900 pl brak DMSO 100pl

GRUPY:316 600 pl 300 pl Brak DMSO

UWAGA!!! Wiersz zaciemniony zawiera typowe objetosci uzywane przy rutynowej procedurze bankowania —
nalezy jednak pamigtaé, ze poszczegolne objetosci zaleza w istotny sposob od: typu komorek, ich wielkosci,
kondycji, gestosci komorek.

7. Banki z komérkami umie$ci¢ w zamrazarce na -80°C

8.

ZEJSCIE DO BANKU KOMOREK ZBK UJ

Umieéci¢ jeden przygotowany dodatkowo bank komoérek w zamrazarce
programowanej, ustawi¢ odpowiedni program.

KROTKA PREZENTACJA PROWADZACEGO

Wyja¢ zabankowane komorki z zamrazarki na -80°C, przeprowadzi¢ proces
,odbankowywania” komorek:

a) Szybko rozmrozi¢ komorki (poprzez zanurzenie ,,banku” w cieptej wodzie)
b) Przenies¢ zawiesing komorek do naczynia hodowlanego

c¢) Doda¢ powoli, po kropli, mieszajac delikatnie, 2 ml cieptej pozywki

10. Okresli¢ testem z biekitem trypanu zywotnos¢ komorek po bankowaniu (jak w 5b)

11.

Opracowa¢ wyniki 1 sporzadzi¢ sprawozdanie z ¢wiczen (wg podanego wzoru)
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