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Wstep

Wigkszos¢ prawidtowych komdrek zwierzecych hodowanych in vitro podejmuje
synteze DNA i proliferacj¢ tylko po przyczepieniu si¢ do podtoza. Zjawisko to okreslane jest
jako zaleznos¢ wzrostu od przyczepienia (ang. anchorage dependence of growth). Komorki
wykazujace taka wiasciwos¢, hodowane w warunkach braku kontaktu z podtozem nie
syntetyzuja DNA i pozostaja zatrzymane w fazie G1 cyklu komorkowego.

Zalez noSci Wz rostu _od prz ycz epienia _do podtoz a nie w ykaz uje wigksz 0 §¢
komorek  nowotworowych. Komorki te, zdolne do wzrostu w zawiesinie lub na podtozach
polptynnych, charakteryzuje zmieniona architektura cytoszkieletu aktynowego. Ich
oderwanie od podtoza czesto nie prowadzi do zahamowania proliferacji.

Pozywki stosowane do hodowli komorek w oderwaniu od podtoza, obok
standardowych sktadnikéw stosowanych dla kultur komdrkowych, zawierajg czynnik
zelujacy w postaci agaru, agarozy lub metylocelulozy. W wyniku zastosowania tych
czynnikow medium hodowlane staje si¢ potptynne. W takich warunkach komorki nie opadaja
na dno naczynia hodowlanego, a w wyniku czgsciowego unieruchomienia nie majg
mozliwosci tworzenia agregatow z komorkami sasiednimi. Jesli w takich warunkach komorka
podejmuje proliferacje, to wynikiem tego jest powstanie tatwo rozpoznawalnego klonu
komorek powstatych z podzia-tow jednej komarki wyjsciowej.

Czynniki kontrolujace zdolnos¢ komoérek nowotworowych do formowania koloni
w pozywkach potptynnych sa do dzisiaj nie do konca poznane. Poniewaz jednak wzrost
w potptynnych pozywkach stanowi prosta w obserwacji fenotypowa wiasciwosé komdrek
transformowanych nowotworowo, zjawisko to jest czesto wykorzystywane w testach
obecnosci komorek nowotworowych w krétkoterminowych hodowlach ludzkich komérek
oraz w badaniach stopnia ich inwazyjno$ci. Dodatkowg zaleta omawianej techniki jest
tatwos¢ uzyskania pojedynczych klonow, ktdre nastgpnie moga by¢ izolowane i poddane
dalszej hodowli. Stuzy to badaniu heterogennosci populacji komorek nowotworowych i
znajduje zastosowanie w analizie wrazliwo$ci nowotwordw na rozne terapie lecznicze.

Opracowano roznorodne techniki hodowli komorek na podtozach potptynnych. Jedna
z nich opiera si¢ na zastosowaniu dwdch warstw agaru. W pierwszej kolejnosci na dno szalki
Petriego wylewa si¢ warstwe podstawowsa powstatg przez zmieszanie agaru (temp. ok. 45°C)
z medium hodowlanym. Proporcje dobrane sa w taki sposob, aby stezenie agaru wynosito
okoto 0.5%. Po schtodzeniu do temperatury ok. 37°C warstwa ta traci wiasciwosci ptynu.
Warstwa podstawowa z jednej strony stanowi zrédlo sktadnikow  odzywczych
wspomagajacych wzrost komorek, z drugiej — uniemozliwia komérkom adhezje do dna
naczynia hodowlanego. Na stezong warstwe podstawowa wylewa sie wilasciwg warstwe
poiptynnego agaru w ptynie hodowlanym (0.3%) zawierajagcego komorki. llos¢ komorek,
ktore sie wysiewa zalezy od uzytej linii i waha si¢ ona w granicach 10* — 10°> komérek/ml.
Hodowle umieszcza si¢ w cieplarce i inkubuje od kilku do kilkunastu dni. Gdy kolonie
komérek stajg si¢ widoczne pod mikroskopem (sktadaja si¢ z kilkuset komorek, Rys.1),
przenosi si¢ je za pomoca cienkiej pipety do nowego naczynia hodowlanego zawierajacego
swiezg pozywke. Komorki delikatnie si¢ rozpipetowuje i dalej namnaza.

Cel ¢éwiczenia:

Celem ¢wiczenia jest zatozenie potptynnej hodowli komorek szczurzego migsaka XC,
a nastgpnie obserwacja powstatych koloni.
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Rys 1. Kolonie transformowanych nowotworowo komérek NIH3T3 hodowane w agarze.

Wykonanie ¢wiczenia:

1.

Przygotowac¢ 30 ml 0.5% agaru w ptynie hodowlanym. Do cieptego (ok. 40 °C) ptynu
hodowlanego MEM z 5% FBS doda¢ (jatowo!!) odpowiednig ilo§¢ gorgcego (prosto
zZ tazni wodnej) 2.5% agaru. Po wymieszaniu wyla¢ roztwér na 3 szalki Petriego.
Pozostatg cze¢$¢ roztworu umiesci¢c w tazni wodnej. Szalki pozostawi¢ do czasu
zestalenia si¢ agaru.

Wykona¢ pasaz komorek XC:

a. zla¢ z naczynia ptyn hodowlany, po czym natychmiast delikatnie zala¢
komérki ok. 2 ml roztworu PBS (37 °C), przeptukaé, roztwor usunag;

b. szybko zala¢ komérki ok. 0,5 ml roztworu 0.25% trypsyny (37 °C) na ok. 1-2
minuty, komdrki inkubowa¢ w obecnosci trypsyny od 20 sekund do 2 minut,
kontrolujgc stopien ich odrywania si¢ od podtoza;

c. natychmiast po oderwaniu si¢ komdrek od podtoza zawiesi¢ je w 2 ml pozywki
hodowlanej celem inaktywacji trypsyny;

d. uzyskang zawiesine przenie$¢ pipetg do probowki, zakreci¢, wirowa¢ 5 min.
przy 1000 obr./min.

e. komorki zawiesi¢ w 2 ml ptynu hodowlanego i policzy¢ w komorze Birkera
(UWAGA: komorki nie moga by¢ w agregatach!).

Do 3 probéwek odpipetowa¢ odpowiednio: 10, 50 i 100 tysiecy komorek/ml,
uzupeli¢ pozywka do 2 ml, a nastgpnie doda¢ 3 ml uprzednio s$wiezo
przygotowanego 0.5% agaru. Wymiesza¢ i ptynnym ruchem wyla¢ na szalki z
zestalonym 0.5% agarem.

Szalki z komo6rkami ostroznie przenies¢ do cieplarki, inkubowaé¢ 7 dni w 37°C w
atmosferze 5% CO,.

Policzy¢ liczbe koloni o srednicy wigkszej niz 100 um oraz wydajnos¢ klonowania
(stosunek ilosci koloni do ilosci wysianych komorek).

Zakres materialu obowigzujacy do éwiczen:

1. Molekularne podstawy transformacji nowotworowej i tworzenia przerzutow.
2. Hodowle komorek in vitro.
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3. Oddziatywanie komorek z podtozem i sgsiednimi komorkami, wzrost komorek
na podtozach statych i potptynnych.

Zalecana literatura:

B. Alberts. Podstawy biologii komorki. PWN 2005. rozdz. 21.
J. Kawiak i in. Podstawy cytofizjologii. PWN 1995, rozdz. 29.
B. Alberts. Molecular Biology of the cell. Garland Science 2002, rozdz. 23.

4 Biochemia



