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Imie i nazwisko studenta: Imie i nazwisko prowadzacego:

Cwiczenie nr 3.

Hodowle komérek in vitro, Testy Zzywotnos$ci komorek in vitro.

Blekit trypanu (trypan blue):

Jednym z badan wykorzystywanych do oceny zywotnosci komorek jest barwienie przyzyciowe
blekitem trypanu. Ze wzgledu na ujemny tadunek nieuszkodzonej blony komoérkowej zwigzek ten nie
posiada zdolnosci wnikania do zywych komoérek. Natomiast kiedy integralno$¢ blony zostanie trwale
uszkodzona i nastepuje zanik potencjatu pomigdzy zewnetrzng a wewnetrzng jej strona, blekit trypanu
przenika do wnetrza komorki, barwiac cytoplazme lub/i jadro na kolor niebieski. Komorki zywe z
nienaruszong btona komdrkowa nie ulegaja penetracji przez ten zwigzek. Barwienie komorek bigkitem
trypanu stanowi rutynowa metode, pozwalajaca na okreslenie procentowe;j ilosci komorek
poznoapoptotycznych i nekrotycznych.

Procedura barwienia:

Kroplg zawiesiny komorek nalezy zmiesza¢ na szkietku podstawowym z kropla bigkitu trypanu i
przykry¢ szkietkiem nakrywkowym. Po 3 minutach mozna zaobserwowa¢ zmiany w wybarwieniu
komorek, komorki martwe rozpoznaje si¢ po niebieskim zabarwieniu jader. Liczbe komérek martwych

wyraza si¢ w wartosciach procentowych.

Jodek propidyny (P1):

Jodek propidyny (PI) nie przenika przez nieuszkodzong btone komérkows. W przypadku naruszenia
ciggtosci btony komorkowej, Pl wnika do wnetrza komorki, barwiagc kwasy nukleinowe. Po
wzbudzeniu w $wietle niebieskim komorka ta swieci na kolor czerwono-pomaranczowy

Do przeprowadzenia testu z jodkiem propidyny (PI) konieczny jest mikroskop fluorescencyjny lub

acetometr przeptywowy.

Test MTT:
Okresla aktywno$¢ oksydoredukcyjng mitochondriow. Podczas inkubacji z komérkami, odczynnik
MTT (czyli bromek 3-[4,5-dimetylotiazolo-2-yl]-2,5-difenylu) przenika przez btone komoérkows.

Nastepnie mitochondrialna dehydrogenaza katalizuje reakcje rozcinania pierScienia tetrazolowego,
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obecnego w odczynniku MTT. Wskutek tego tworza si¢ nierozpuszczalne w $rodowisku wodnym
purpurowe krysztaty formazanu, ktére rozpuszczaja si¢ po dodaniu izopropanolu. Absorbancj¢ mierzy
si¢ spektrofotometrycznie przy dtugosci fali A=570 nm. Zabarwienie jest wprost proporcjonalne do
liczby zywych komorek. Zmiana zabarwienia wskazuje na wzrost lub zmniejszenie liczby zywych

komorek. Przezywalno$¢ komorek jest wyrazona w wartosciach procentowych.

Test SRB (test sulforodaminy B):

Metoda SRB stosowana jest do oceny proliferacji komorek w oparciu o pomiar zawarto$ci biatka
komorkowego. Za pomoca testu SRB oznacza si¢ ilo$¢ biatka w komodrkach zywych. Sulforodamina B
(SRB) jest anionowym barwnikiem, ktory wigze si¢ z zasadowymi aminokwasami biatek komorkowych.
llos¢ barwnika, pochodzaca od zabarwionych komorek jest wprost proporcjonalna do liczby zywych
komorek. Absorbancj¢ mierzy si¢ spektrofotometrycznie przy dlugosci fali A=492 nm. Przezywalnos¢

jest wyrazona w wartosciach procentowych.

Test klonogenny:

Nazywany jest testem liczebnosci kolonii. Test klonogenny jest obecnie jedng z najczesciej stosowanych
metod oceny przezywalno$ci komorek w warunkach in vitro. Polega na zliczeniu kolonii, ktore sg w
stanie utworzy¢ pojedyncze, zdolne do proliferacji komorki. Po przeprowadzeniu eksperymentu
komorki umieszcza si¢ na sterylnych szalkach w medium hodowlanym (250 komoérek/szalke) i hoduje
w inkubatorze (5% CO., 37°C). Po uptywie 5-14 dni, w zalezno$ci od proliferacji danej linii
komorkowej, widoczne kolonie komorkowe utrwala si¢ stosujac 5% formaldehyd, barwi fioletem
krystalicznym 1%, a nastgpnie zlicza liczbe utworzonych kolonii (,,golym okiem”). Przezywalnos¢
komorek wyrazana jest jako procent liczby kolonii uzyskanej z szalki kontrolnej (nie poddawanej

zadnym eksperymentom).

Zadanie 1 Analiza zywotnosci komorek

Materiaty:

1. zawiesina komorek w ptynie hodowlanym DMEM.

2. biekit trypanu (0,2% roztwor barwnika w PBS)

5. 96% alkohol etylowy

8. ptyn hodowlany DMEM z 10% surowica

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Przygotowaé (w probdéwkach) po 0,5 ml roztworow: 10% i 30% alkoholu etylowego (rozcienczyé
96% wyjsciowy roztwor alkoholu ptynem hodowlanym DMEM z 10% surowicg, tak aby koncowa
objetos¢ wynosita 0,5 ml).
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Do 50 ul osadu komérkowego dodaj 50 pl ptynu hodowlanego DMEM, 10% lub 30% alkoholu
etylowego. Probéwki umiesci¢ w cieplarce w 37°C na 20 min.

Komorki odwirowaé (1000 obr/min, przez 5 min); nadsacz zla¢, a komodrki zawiesi¢ w 0,3ml
pozywki

W przygotowanej zawiesinie oznaczy¢ zywotno$¢ komorek testem z biekitem trypanu w nastepujacy
sposob: Na szalke doda¢ 20 pl 0,2% roztworu bigkitu trypanu, a nastepnie w to samo miejsce naniesé
20 pl zawiesiny komorkowej z probowki. Delikatnie wymiesza¢ koncowka pipety. Pozostawié na 2
min.

Komorki obserwowa¢ pod mikroskopem swietlnym. Policzy¢ komorki niezabarwione (zywe) i
zabarwione na kolor niebieski (martwe). Okresli¢ wyjsciowa zywotno$¢ komoérek w hodowli.
Zywotno$é komérek w badanej populacji nalezy wyrazié jako zawarto$¢ zywych komoérek [%] w

badanej populacji komorek.

Zadanie 2 Analiza zywotnosci komorek

W celu zbadania cytotoksycznosci substancji A komorki w hodowli poddano dziataniu tej substancji, a

nastepnie przeprowadzono test klonogenny. Na szalkach widoczne sa utrwalone kolonie komorkowe,

wybarwione fioletem krystalicznym.

1. Policz wybarwione kolonie na szalce z kontrolg i na szalce badanej.

2. Okresl wydajnos¢ proliferacyjng komorek wg wzoru:

3. poszczegdlnych badanych préb. Wybierz po dwa parametry z danej linii komaorkowej i wypetnij
tabele.

LKK
WP =

K

WP - Wydajnos¢ proliferacyjna komoérek;
LKK - Liczba kolonii uzyskana w prébie kontrolnej;

K - Liczba umieszczonych na szalce komoérek;
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