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Zaktadanie hodowli pierwotnych fibroblastéw z zarodka kurczecia

Hodowle komérekin vitro sa narzdziem badawczym powszechnie wykorzystywanym w
badaniach cytofizjologicznych i biochemicznych, jakwniez sa coraz powszechniej
stosowane w analizach wptywu czynnikdw egzogennyckym testowanych lekéw i innych
substancji biologicznie aktywnych, na fizjolegkomaérek i ich zespotow. Ich zastosowanie
umazliwia prowadzenie badaw scisle zdefiniowanych warunkach, ktore pma w Sposob
dowolny modyfikow&, wykorzystupc materiat biologiczny o zdefiniowanych cechach
fenotypowych i genotypowych.

Niezalenie od typu i wihaciwosci fenotypowych komorek hodowanych in vitro, ich
zrodtem zawsze pozostaje tkanka organizmu wielok&owego. Procedgr pobrania i
adaptacji komérek do warunkéw hodowlanych (t.j.tadknie hodowli pierwotnych) podziéli
mozna na trzy etapy:

- izolacg tkanki o maliwie najwiekszym udziale danego typu komdrek
- dysocjacg tkanki umaliwiajaca izolacje komoérek
- oczyszczanie uzyskanej populacji z niggtanych typow komaérek

Populacje komorek uzyskane w ten sposdb podazietizna na dwie grupy. Do pierwszej
zaliczy¢ mazna komorki zdolne do podziatow, ktore po izolacikanki ma@na propagowaw
hodowli w sposo6b mniej lub bardziej nieograniczoi$g. to przede wszystkim komorki
nowotworowe i niektore typy komorek prawidtowych. rifproblasty i keratynocyty. Dzki
ich aktywndci mitotycznej, hodowle komorek prowadzimozna przez dhaszy czas
wykorzystupc techniki paszowania, co pozwala na dtugotrwate wykorzystanie
zdefiniowanego materiatu biologicznego doswi@dczeé. Na drugim biegunie pozosiaj
komorki terminalnie zrgznicowane, np. neurony i kardiomiocyty, ktorych jagsn zroédtem
pozostaje tkanka macierzysta.

Cel doswiadczenia:

Celem przeprowadzonej procedury jest izolacja iozatie pierwotnej hodowli
fibroblastéw zarodka kurezia. Zrédtem komoérek jest tkankadzna pochoda z 8-10 -
dniowych zarodkow.

Przebieg déwiadczenia:
1. Przygotowanie pozywki:

- Medium MEM (Minimal Esssential Medium)
- 1% surowicy kurzej

- 4% surowicy ciejcej

- 10 mM buforu HEPES

- r-0r streptomycyny/penicyliny
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Nalezy przygotowa pazywke MEM zawierajca HEPES i antybiotyki, kt@rnastpnie
nalezy wysterylizowa poprzez sczenie przez filtr miliporowy i uzupekistosownymi
objetosciami surowicy kurzej i ciece;.

2. Proceduraizolacji:

2a. lzolacja tkankidcznej z zarodka:

a) Zarodek wydoby ze skorupki, oczgci¢ z bton, zdekapitow wypatroszy i pozbawé
konczyn na wysokgci stawu skokowego

b) Otrzymany materiat, zawiekgjy przede wszystkim tkankaczm, pokroi
nozyczkami chirurgicznymi i zataok. 5 ml roztworu PBS i miesz@k. 1 min. celem
odptukania krwi

2b. Dysocjacja tkanki:

(Najczsciej stosowan strategy izolacji komorek z tkanki jest dysocjacja tkanizyp
uzyciu enzymoéw proteolitycznych. Powszechnie wykinijeyse trypsyre, ktora jest
stosunkowo tania, niemniej jednak jej dziatanie jesspecyficzne, przez cotaemna
nieodwracalnie uszkadzavrazliwsze typy komoérek; W takim przypadku stosuje si
enzymy o dziataniu specyficznym np. kolaggnaz

a) Roztwor PBS usug, a fragmenty tkanki zateok. 5ml 0.25% r-ru trypsyny

b) Zawiesire miesz& az do pojawienia sizawieszonych komorek, co o stwierdz
po jej znetnieniu (zwykle naspuje to po ok. 3-5 minutach)

c) W tym czasie przygotowgprobowle kalibrowarny zawierajca ok. 5 ml paywki
hodowlanej

d) Zawiesirg komorek przeni& szklam pipety do probowki z paywka

e) Zawiesirg wirowa¢ 5 min. przy 1000 obr./min.

f) Po wirowaniu nadgz zla a otrzyman peletk; zawiesé w ok. 5 mlswiezej pazywki i
policzy¢ gestas¢ zawiesiny w komorze Buerkera

g) Do naczynia Falcona lub szalki Petriego odmiématyjctos¢ zawiesiny, w ktorej
znajduje st 1 milion komaorek, dopetdipazywka hodowlan do obgtosci 10 ml, a
naczynie przeni€ do inkubatora.

2c. Oczyszczanie hodowli z niepmanych typéw komérek:

( Prosty i stosunkowo wydagnmetod eliminacji niepotrzebnych komérek z hodowli jest
tzw. r&nicowe osadzanie. Technika ta opierarsa r&nej szybkéci adhezji do podka
komarek rénych typow. Np. fibroblasty przyczepiaje do podiay hodowlanych
stosunkowo szybko (po ok. 45 minutach), natomasbdkki innych typdw rownieobecne
w izolowanej tkance np. komogkddbtonka i nabtonka) potrzehupa to wicej czasu)

a) Po ok. 45 minutach od wysiania komorek do naczwnjmienic w nim ptyn
hodowlany nawiezy usuwajc w ten sposob niepadane komorki
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Zagadnienia:
- Hodowle komoérkowe in vitro
Zalecana literatura:

- Instrukcja datwiczen
- D. F. Huelser, Mammalian Cell Culture Methods
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