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Zakres materiatu omawiany na wyktadach z przedmiotu

biotechnologia mikrobiologiczna

1. Gleba jako zrédto drobnoustrojow o znaczeniu aplikacyjnym
Czynniki przeciwbakteryjne izolowane z gleby: antybiotyki, bakteriofagi

Metody hodowli drobnoustrojéw: okresowa, pétokresowa i ciggta

i

Bioreaktor — budowa, mierzalne parametry fizykochemiczne, przeglad

typow i ich zastosowan

5. Immobilizacja drobnoustrojow — wady i zalety, znaczenie praktyczne

6. Wybrane procesy biosyntezy enzymdw, witamin i antybiotykéw

7. Przykfady procesow biokonwersji zwigzkdw organicznych przez
drobnoustroje

8. Bioakumulacja i biotransformacja metali

9. Techniki doskonalenia szczepdw przemystowych

10. Metody przechowywanie szczepow
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Schemat czesci praktycznej zajec
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Zestawienie tabelaryczne instrukcji do éwiczen

Omowienie zasad BHP oraz podstaw teoretycznych cyklu ¢wiczen

laboratoryjnych

Izolacja z gleby czystych hodowli mikroorganizmoéw

Ocena makro i mikroskopowa hodowli mikroorganizmdw, uzyskanie czystych

kultur

Ocena wybranych witasciwosci biochemicznych hodowli mikroorganizmoéw o

znaczeniu praktycznym

Analiza wiasciwosci lipolitycznych i ureolitycznych immobilizowanych
mikroorganizméw

Przygotowanie bioreaktora — sterylizacja i kalibracja sond

Produkcja biomasy a wtasciwosci lipolityczne —wzrostu bakterii w bioreaktorze

Izolacja i analiza wtasciwosci litycznych bakteriofagow

Przygotowanie medium hodowlanego, zasady hodowli komérek

eukariotycznych in vitro

10

Analiza zywotnosci komorek A549 i HepG2 traktowanych réznymi stezeniami

lizatéw srodowiskowych

11

Analiza apoptozy komdrek A549 i HepG2 traktowanych réznymi stezeniami

lizatéw srodowiskowych za pomocg cytometru przeptywowego

12

Analiza czestosci mikrojgder w komérkach A549 i HepG2 traktowanych

réoznymi stezeniami lizatéw Srodowiskowych

13

Analiza przezywalnosci komérek A549 i HepG2 traktowanych réznymi

stezeniami lizatéw srodowiskowych —test klonogenny

14

Cytotoksycznos¢ — podsumowanie wynikdéw i ich analiza statystyczna

15

Kolokwium z czesci praktycznej

Zajecia realizowane w Zaktadzie Mikrobiologii UJK — ¢w. 1-8
Zajecia realizowane w Zaktadzie Radiobiologii i Immunologii UJK — ¢w. 9-14
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Cwiczenie nr. 1
Temat: Omodwienie zasad BHP oraz podstaw teoretycznych cyklu ¢wiczen
laboratoryjnych

Cwiczenie nr. 2

Temat: Izolacja z gleby czystych hodowli mikroorganizmoéw

Zagadnienia teoretyczne

1. Gleba jako zrodto mikoorganizmoéw

2.  Witasciwosci biochemiczne mikroorganizmoéw glebowych o znaczeniu praktycznym

3. Podtoza mikrobiologiczne identyfikujgce okreslone wtasciwosci biologiczne

4. Metody stymulacji wzrostu wybranych grup drobnoustrojow

Zadania praktyczne

1. Przygotowanie wyciggu z gleby

Odwazy¢ 5 g gleby, przenies¢ do kolby o pojemnosci 100 ml zawierajacej 50 ml 0.1 %
roztwér Tween 80 w 0.9% NaCl. Prébke inkubowa¢ 45 min. na wytrzasarce w
temperaturze pokojowe;.

2. Przygotowanie szeregu rozciericzen wyciggu gleby

Przygotowaé szereg 5 probdwek zawierajacych 9 ml 0.9 % NaCl. Do pierwszej probdéwki
przenies¢ 1 ml wyciggu glebowego (po opadnieciu wiekszych czgstek), wymieszaé przez
pipetowanie i przenies¢ 1 ml do kolejnej probéwki. Czynnos¢ powtdrzy¢ w kolejnych
probéwkach. Uzyskane rozcieniczenia wyciggu glebowego (1/10; 1/100; 1/1 000; 1/10
000; 1/100 000) wysia¢ na ponizsze podtoza (po 100 pl, metoda ptytek mazanych):
podfoze agar-LB, podtoze agar-LB 1/500, podtoze Sabourauda. Ptytki inkubowac¢ 7 dni w
25°C.

3. Przygotowanie podfozy do izolacji czystych kultur i oceny ich wtasciwosci

biochemicznych

Przygotowad podtoza wedtug danych w tabeli:

Aktywnosé Sposdb sprawdzenia Podtoze/sktad Cel/Wtasciwosci
biologiczna
- Posiew redukcyjny na ptytki z agar- | Agar-LB/wedtug Namnazanie bakterii
LB producenta
- Posiew redukcyjny na ptytki z Sabourauda/wedtug Namnazanie grzybow
podtozem Sabourauda producenta mikroskopowych
- Posiew redukcyjny na ptytki z Agar-LB 1/500 Namnazanie promieniowcéw
podtozem agar-LB 1/500 wedtug producenta
Proteazy Posiew redukcyjny na ptytki z Agar-LB/wedtug Zaobserwowac przejrzyste strefy
podtozem agar-LB z dodatkiem producenta + 5% mleko wokét linii wzrostu
odttuszczonego mleka (kazeina) odttuszczone szczepow hydrolizujgcych kazeine
(przefiltrowac @ 0.2 uM)
Amylazy Posiew redukcyjny na ptytki z Agar-LB/wedtug Ptytki zala¢ ptynem Lugola. Brak
podtozem agar-LB z dodatkiem producenta + 1% skrobia fioletowego zabarwienia wokot
skrobi strefy wzrostu bakterii Swiadczy o
rozktadzie skrobi.
Lipazy Posiew redukcyjny na ptytki z wedtug producenta + 80 Zaobserwowac strefe wytrgconego
podtozem agar-LB z Tween 80 mM CaCl2i 1% (w/v) wapnia (,mydto wapniowe”)
Tween 80
Ureaza Posiew redukcyjny na ptytki z wedtug producenta + 3% | Amoniak uwalniany podczas wzrostu
podtozem Christensena mocznik i czerwien bakterii silnie alkalizuje pozywke,
fenolowa powodujac zmiane jej barwy z z6ttej
na fioletowa
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Cwiczenie nr. 3
Temat: Ocena makro i mikroskopowa hodowli mikroorganizméw, uzyskanie
czystych kultur

Zagadnienia teoretyczne
1. Cechy charakteryzujace morfologie makroskopowg bakterii
2. Techniki barwienia bakterii

Zadania praktyczne

1. Wykonanie posiewow w celu uzyskania czystych kultur jak rdwniez oceny ich
wtasciwosci biologicznych na podtozach przygotowanych wg. instrukcji w ¢w 2.
Posiew szczepow wzorcowych z kolekcji Zaktadu Mikrobiologii UJK na powyzsze podtoza
Hodowla w temperaturze 25°C, 48 godzin.

2. Barwienie metodg Grama uzyskanych hodowli mikroorganizmoéw glebowych i
obserwacja preparatow mikroskopowych:
Wysuszony rozmaz bakterii barwi¢ wg procedury:
a. 1,5 min. fiolet krystaliczny
b. 1,5 min. ptyn Lugola
c. sptuka¢ pod woda biezgca, odbarwic i ponownie sptukaé
d. 8 sek. fuksyna, po czym preparat sptukaé¢ wodg

3. Obliczenie ilosci bakterii (cfu/ml) na podstawie odczytu wynikéw z éwiczenia nr. 2
llo$¢ bakterii (cfu/ml wyciggu gleby): .coevieeereeeeeececeees
llo$¢ grzybow (cfu/ml wyciggu gleby): oo
llo$¢ promieniowcdw (cfu/ml wyciggu gleby): ......ceveeuenneeee.
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Cwiczenie nr. 4
Temat: Ocena wybranych wtasciwosci biochemicznych hodowli
mikroorganizmow o znaczeniu praktycznym

Zagadnienia teoretyczne
1. Podtoza mikrobiologiczne identyfikujgce okreslone wtasciwosci biochemiczne
2. Przyktady witasciwosci biochemicznych bakterii o znaczeniu praktycznym

Zadania praktyczne
1. Opracowanie tabelaryczne uzyskanych wynikow posiewu z ¢wiczenia 3 w systemie +/-:

L.p. (kod | Barwienie Aktywnos¢ biologiczna
szczepu) Grama Proteaza Amylaza Lipaza Ureaza

2. Metoda przechowywania szczepdow
a. Przygotowanie wybranych hodowli bakteryjnych do zamrozenia w temperaturze
-80°C. Hodowle z podtoza statego (18 godzinng) zawiesi¢ w 1 ml TSB z dodatkiem 8%
DMSO.
b. Liofilizacja wczesniej przygotowanych zawiesin bakteryjnych, zamrozonych w
temperaturze -80°C — obstuga liofilizatora
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Cwiczenie nr. 5
Temat: Analiza wtasciwosci lipolitycznych i ureolitycznych immobilizowanych
mikroorganizmoéw

Zagadnienia teoretyczne
1. Zasadnos¢ immobilizacji szczepdw mikroorganizméw
2. Wady i zalety immobilizacji

Zadania praktyczne

1. Do dwdch kolb o pojemnosci 250 ml dodaé 100 ml wody oraz 1.5 g alginianu sodu.
Prébki wymieszac do catkowitego rozpuszczenia na mieszadle magnetycznym i
wysterylizowa¢ w autoklawie mikrofalowym.

2. Przygotowad po 20 ml zawiesiny bakterii Srodowiskowych w jatowej wodzie
destylowanej (Absgoonm=0.5-0.7)
3. Po ostygnieciu do prébki dodac zawiesine bakterii Srodowiskowych o wiasciwosciach
lipolitycznych lub ureolitycznych i wymieszaé do uzyskania jednorodnej mieszaniny.
4, Przygotowac¢ 100 ml 2.5% roztworu chlorku wapnia w zlewce o pojemnosci 250 ml.
Po rozpuszczeniu roztwor przefiltrowad.
5. Z uzyskanej zawiesiny bakterii (lipolitycznych lub ureolitycznych) pobrac¢ po 1 ml (10
razy) i wkrapla¢ powoli do 2.5% roztworu chlorku wapnia.
6. Po 20 min. po ostatnim , wkropleniu” zawiesiny bakterii uzyskane kulki alginianowe z
immobilizowanymi bakterami przeptuka¢ jatowa wodg destylowana.
7. Przygotowaé hodowle wedtug tabeli:
(ZKSOC:I:;:” Bakterie (10 ml) Podtoze (100 ml) ak'glf:/e:c?éci jai)c\flzzci
. . . 1/10 LB z 3 % mocznikiem i pH, CFU/mI
1 zawiesina bakterii ureolitycznych - phytki
czerwienig fenolowa 560 nm lane
5 zawiesina bakterii ureolitycznych | 1/10 LB z 3 % mocznikiem i pH, C::;{::'
immobilizowanych czerwienig fenolowa 560 nm lane
20 mM Tris-HCI CFU/ml
3 zawiesin bakterii lipolitycznych 80 mM CaCl2 450 nm ptytki
1% (w/v) Tween 80 lane
zawiesin bakterii lipolitycznych 20 mM Tris-HC| CFU/mI
4 immobilizowanych 80 mM CaCl2 450 nm ptytki
1% (w/v) Tween 80 lane

8.  Zmierzy¢ pH oraz absorbancje hodowli przy odpowiednich do badanych wtasciwosci
dtugosciach fal.

9.  Ocena aktywnosci biochemicznej (jak wyzej) oraz jatowosci po 3, 18 i 72 h hodowli w
temp. 25°C z mieszaniem.
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Cwiczenie nr. 6
Temat: Przygotowanie bioreaktora — sterylizacja i kalibracja sond

Zajecia prowadzone z wykorzystaniem bioreaktora Biostat B Plus firmy Sartorius (link do
strony producenta). Zostanie omodwiona metodyka przygotowania urzadzenia wraz z
oprzyrzadowaniem do przeprowadzenia hodowli bakteryjnej na kolejnych zajeciach.
Zagadnienia teoretyczne

1.
2.
3.

Budowa bioreaktora ( w tym wykorzystanego na zajeciach)
Metody hodowli drobnoustrojéw: okresowa, pétokresowa i ciggta
Typy bioreaktoréw

Zadania praktyczne

ztozenie zestawu (bioreaktor, uktad grzewczy, modut sterujacy)
omowienia oraz kalibracji sond

sterylizacjg wraz z jej kontrolg

omowienie obstugi modutu sterujgcego prace bioreaktora

Cwiczenie nr. 7
Temat: Produkcja biomasy a wtasciwosci lipolityczne —wzrostu bakterii w

bioreaktorze
Zagadnienia teoretyczne

1.

2.
3.
4

Budowa bioreaktora ( w tym wykorzystanego na zajeciach)
Metody hodowli drobnoustrojoéw: okresowa, pétokresowa i ciggta
Pojecie turbidymetrii

Ocena ilosciowa wtasciwosci lipolitycznych (¢w. 5)

Zadania praktyczne

1.

Dzien 1 - Przygotowac¢ 3 L podtoza 1/100 LB z dodatkiem 1% (w/v) Tween 80 w
bioreaktorze, przeprowadzi¢ kalibracje sondy pH. Sterylizacja uktadu (121 °C, 30 min.) w
autoklawie przez prowadzgcego zajecia.

Dzien 2 - Po wyjatowieniu i schtodzeniu ukfadu, zmontowac bioreaktor wraz z modutem
grzewczym (ustawié 25 °C) i sterujgcym (ustawienie warunkow wzrostu: kalibracja sond,
napowietrzanie, przygotowanie buforow) i pozostawi¢ na 24 godziny (kontrola
jatowosci).

Dzien 3 - przygotowac inokulum; 300 ml 1/100 LB z dodatkiem 1% (w/v) Tween 80
zaszczepi¢ odmtodzong hodowlg Bacillus subtilis (kolekcja Zaktadu Mikrobiologii UJK),
hodowla 5 godzin w 25 °C z wytrzgsaniem. Nastepnie zaszczepié¢ (inokulum) medium
hodowlane w bioreaktorze z zastosowaniem pompy perystaltycznej, z zachowaniem
warunkéw sterylnosci. Pobra¢ jatowo prébnikiem ok. 10 ml medium i ocenié
absorbancje przy diugosci fali 450 nm. Analize powtdrzy¢ po 72 godzinnej hodowli.
Odczyta¢ zmiany gestosci hodowli (pomiar sondy turbidymetrycznej w funkcji czasu).


http://www.sartorius.com/fileadmin/media/global/products/Data_BIOSTATBplusAdditiveFlow_SBI2004-e.pdf
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Cwiczenie nr. 8
Temat: Izolacja i analiza wtasciwosci litycznych bakteriofagow

Zagadnienia teoretyczne

1. Srodowisko jako zrédto bakteriofagéw

2. Zastosowanie praktyczne bakteriofagéw: fagoterapia, fagotypowanie, inzynieria
genetyczna

3. Cykl lityczny i lizogenny bakteriofagéw

Zadania praktyczne

Izolacja bakteriofagdw z gleby

Odwazy¢ 10 g gleby, przenies¢ do kolby o pojemnosci 100 ml zawierajgcej 50 ml wody.
Prébke inkubowac 45 min. na wytrzgsarce w temperaturze pokojowej. Zawiesine przesgczy¢
przez bibute, a nastepnie przefiltrowaé przez filtr strzykawkowy o @ 0.45 um. Do 20 ml
przesgczu doda¢ 1 ml chloroformu i wytrzgsac energicznie przez 5 min. Prébke odstawi¢ na
20 min. w celu opadniecia chloroformu. Gérng warstwe zwirowa¢ (4000 obr./min; 40 min.),
zla¢ nadsacz do kolby i napowietrza¢ go przez wytrzgsanie w celu odparowania chloroformu

Ocena wtasciwosci litycznych bakteriofagow

Witasciwosci lityczne uzyskanych fagéw okreslic wobec szczepéw wzorcowych: E. coli, S.
epidermidis, P. aeruginosa, B. subtilis. Kontrola pozytywna: bakteriofag T4

Do 20 ml odmtodzonej hodowli bakteryjnej (18 godzinnej) doda¢ 2 ml uzyskanej przez
chloroformowanie zawiesiny fagéw i hodowa¢ w warunkach optymalnych dla szczepdéw
przez 48 godzin. Nastepnie przefiltrowa¢ hodowle przez filtr strzykawkowy o @ 0.2 um. Do
10 ml przesaczu doda¢ 0.5 ml chloroformu i wytrzgsaé energicznie przez 5 min. Prébke
odstawi¢ na 20 min. w celu opadniecia chloroformu. Gérng warstwe zwirowac¢ (4000
obr./min; 40 min.), zla¢ nadsacz do kolby i napowietrza¢ go przez wytrzgsanie w celu
odparowania chloroformu. Hodowle i chloroformowanie powtérzy¢ 3-krotnie (6 dni).

Ocena miana faga — test ptytek z agarem dwuwarstwowym (tysinkowy)

Wyla¢ cienkg warstwe agaru LB do szalki Petriego i poczeka¢ az zastygnie (30 min.). Do
jatowej probdéwki szklanej doda¢ 100 pl zawiesiny bakterii oraz 2 ml agaru miekkiego (agar LB
%) schtodzonego do 42°C (faznia wodna) oraz 200 pl zawiesiny faga. Po wymieszaniu wylac
zawartos$é probowki do wczesniej przygotowanej szalki z zastygnietym agarem LB, delikatnie
rozprowadzi¢ po powierzchni i zostawi¢ do zastygniecia. Szalki przenie$¢ do cieplarki i
hodowa¢ w warunkach optymalnych dla szczepéw przez 24 godziny.
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Cwiczenie nr. 9
Temat: Przygotowanie medium hodowlanego, zasady hodowli komdrek
eukariotycznych in vitro

Zagadnienia teoretyczne
1. Zasady hodowli komdrek eukariotycznych in vitro
2. Rodzaje mediéw hodowlanych

Zadania praktyczne
Przygotowanie medium hodowlanego do hodowli komdrek A549
W sterylnej butelce przygotowa¢ 100 ml medium hodowlanego.
Sktad medium:
e pozywka F12-HAM
e 10 % surowicy ptodowej bydlecej
e 5 mlantybiotyku (antybiotyk dodajemy do nowo otwartej butelki medium na 500 ml)

Przygotowanie medium hodowlanego do hodowli komdrek HepG2
W sterylnej butelce przygotowac 100 ml medium hodowlanego.
Sktad medium:
e pozywka William’s Medium
e 10 % surowicy ptodowej bydlecej
e 5ml antybiotyku (antybiotyk dodajemy do nowo otwartej butelki medium na 500 ml)
e 5ml L-glutamuny (L-glutamine dodajemy do nowo otwartej butelki medium na 500 ml)

Pasazowanie komdrek A549 i HepG2

Obejrze¢ komorki pod mikroskopem odwréconym i ocenié¢ czy komorki nadajg sie do
pasazowania. Sciggnaé pozywke z hodowli. Wla¢ do szalki 3 ml PBS. Wylaé PBS. Dodaé do
hodowli 1 ml trypsyny. Wstawi¢ do inkubatora na 2 minuty. Dodaé do szalki 2 ml pozywki.
Oderwac¢ komorki energicznie pipetujac. Przeniesé¢ 250 ul zawiesiny komdrek do nowej
sterylnej szalki i dopetni¢ odpowiednig pozywkg do 5 ml. Obejrze¢ komoérki pod
mikroskopem odwréconym Wstawic do inkubatora.

Literatura:

1. Stokfosa S. Hodowla komodrek i tkanek. PWN. Warszawa 2011, wyd.1.

2. Stasiak P, Sznitowska M. Zastosowanie hodowli komdrkowych w badaniach
biofarmaceutycznych. Badania farmaceutyczne. 2010: 66, 3. (link)


http://www.ptfarm.pl/pub/File/Farmacja%20Polska/2010/03-2010/14%20%20Hodowle%20komorkowe.pdf
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Cwiczenie nr. 10
Temat: Analiza zywotnosci komodrek A549 i HepG2 traktowanych réznymi
stezeniami lizatéw srodowiskowych

Zagadnienia teoretyczne
1. Metody oznaczania zywotnos$ci komadrek

Zadania praktyczne

Przygotowanie komdrek A549 i HepG2 do analizy Zzywotnosci

Zla¢ ptyn z nad komodrek do prébowki wirdwkowej, przeptuka¢ komérki PBS (3 ml), dodac
okoto 1 ml trypsyny i wstawi¢ do inkubatora na 2 minuty, po tym czasie zablokowac dziatanie
trypsyny przez dodanie do naczynia hodowlanego 2 ml petnej pozywki, oderwa¢ komérki od
podtoza przez energiczne pipetowanie. Nastepnie, zawiesine przenies¢ do uprzednio
przygotowanej probdéwki, a nastepnie potowe objetosci przenies¢ do drugiej probdwki w
celu analizy zywotnosci jodkiem propidyny (analiza w cytometrze przeptywowym). Zawiesiny
odwirowac (900 obr./min., przez 10 min.); nadsacz zlaé¢, a komodrki zawiesi¢ w 0,5 ml
odpowiedniej pozywki (barwienie btekitem trypanu) lub 100 ul buforu BB (ang. Binding
Buffer); analiza w cytometrze przeptywowym) i doktadnie rozpipetowac.

Przygotowanie buforu BB; rozciericzenie 1:10 z wodg destylowana.

Barwienie i liczenie komdrek testem z btekitem trypanu przy uzyciu mikroskopu swietlnego

W przygotowanej zawiesinie oznaczy¢ zywotnos¢ komorek testem z btekitem trypanu. W
tym celu na szkietko podstawowe nanies¢ krople zawiesiny komérek oraz krople wodnego
roztworu btekitu trypanu, dokfadnie wymieszac¢ i nakry¢ szkietkiem nakrywkowym. Po ok. 3
minutach analizowaé komérki pod mikroskopem swietlnym. Zanalizowaé 1000 komorek i
okresli¢ procent komérek zywych (komérki martwe barwig sie na niebiesko).

Uwaga: btekit trypanu przy dtuzszej inkubacji jest dla komérek toksyczny!

Barwienie i liczenie komdrek testem z btekitem trypanu przy uzyciu czytnika automatycznego
typu ang. cell counter

W przygotowanej zawiesinie oznaczy¢ zywotnos¢ komorek testem z btekitem trypanu przy
uzyciu cell counter. W tym celu do probdéwki typu eppendorf dodaé 10 ul zawiesiny komorek
oraz 10 ul btekitu trypanu a nastepnie wymieszaé. Pobra¢ 10 ul zawiesiny komoérek i
przenies¢ do komory a nastepnie analizowaé w czytniku po wybraniu odpowiednich
ustawien.

Barwienie i liczenie komdrek testem z jodkiem propidyny przy uZzyciu cytometru
przeptywowego

Zawiesine komoérek przenies¢ do probéwek cytometrycznych (hodowle kontrolng podzieli¢
na dwie czesci i uzupetni¢ buforem BB do 100 ul) a nastepnie dodaé 5 ul jodku propidyny do
wszystkich probdéwek z pominieciem jednej kontroli, ktéra postuzy do ustawien pomiaru.
Inkubowac¢ w ciemnosci przez 15 minut. Po tym czasie doda¢ 200 ul buforu BB, a nastepnie
analizowac¢ komérki w cytometrze przeptywowym.

Literatura
Skierski J. Badanie dziatania cytotoksycznego substancji chemicznych. Postepy Biologii
Komorki 2008: 35; 147 — 163. (link)


http://pbkom.eu/sites/default/files/artykulydo2012/35_s24_147.pdf
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Cwiczenie nr. 11
Temat: Analiza apoptozy komérek A549 i HepG2 traktowanych réznymi
stezeniami lizatéw Srodowiskowych za pomocg cytometru przeptywowego

Zagadnienia teoretyczne

1. Pojecie apoptozy

2. Budowa i zasada dziatania cytometru przeptywowego
3. Metody pomiaru apoptozy

Zadania praktyczne

Przygotowanie komorek A549 i HepG2 do analizy apoptozy

Zla¢ ptyn z nad komorek do prébowki wirdwkowej, przeptukaé komaérki PBS (3 ml), dodaé
okoto 1 ml trypsyny i wstawi¢ do inkubatora na 2 minuty, po tym czasie zablokowac¢ dziatanie
trypsyny przez dodanie do naczynia hodowlanego 2 ml petnej pozywki, oderwa¢ komérki od
podioza przez energiczne pipetowanie. Nastepnie zawiesine przenie$¢ do uprzednio
przygotowanej probowki, komdrki odwirowac (9000br./min., przez 10 min.); nadsacz
delikatnie odciggnac

Przygotowanie buforu BB (ang. Binding Buffer); rozciericzenie 1:10 z wodga destylowana.

Przygotowanie cytometru do pracy

a) Przeptuka¢ cytometr Facs Rince i wodg destylowang. W tym celu do probdwki
cytometrycznej wla¢ 4 ml Facs Rince, pozostawi¢ ramie odchylone az pozostanie potowa
ptynu, wtedy podstawi¢ ramie i poczekaé 2 minuty. W analogiczny sposdb przeprowadzié
ptukanie cytometru wodg destylowana.

b) Wykona¢ CST — Cytometer Settings Tracking

Do probéwki cytometrycznej wlaé 350 ul Facs Flow, a nastepnie doda¢ 1 krople
odpowiednich beadséw. Przeprowadzi¢ badanie w cytometrze wybierajgc ustawienia CST.

Przygotowanie préb do kompensacji

W celu wykonania kompensacji przygotowa¢ komorki niebarwione (kontrola), komorki
barwione Pl (kontrola pozytywna) oraz komodrki barwione aneksyng V znakowang
fluoresceing (kontrola pozytywna) (3 probéwki). W celu wykonania pomiaréw przygotowac 2
probowki barwione aneksyng V sprzezong z fluoresceing i jodkiem propidyny (Pl) (kontrola i
kontrola pozytywna). Znakowanie komdrek wykonaé za pomocy komercyjnego zestawu
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit | (Becton Dickinson, USA). W tym celu do probowki z
komodrkami kontrolnymi doda¢ 200 ul binding buffer a do probdwki z kontrolg pozytywng
dodaé 300 ul bufor BB a nastepnie przenies¢ po 100 ul zawiesiny komérek do probdwek
cytometrycznych (komorki z kontroli rozdzieli¢ do dwdéch probéwek a komérki z kontroli
pozytywnej rozdzieli¢ do trzech probdéwek). Jedng z probéwek z komdrkami kontrolnymi
pozostawi¢ niebarwiong a do drugiej probowki doda¢ aleksyne V znakowang fluoresceing i
Pl. Do 1 probdéwki z komdrkami z kontroli pozytywnej dodac 5 pl jodku propidyny, do drugiej
5 ul aneksyny V, znakowanej fluoresceing a do trzeciej probéwki doda¢ aneksyne V
znakowang fluoresceing i Pl. Komérki wymieszac¢ i pozostawi¢ w ciemnosci na 15-20 minut.
Po tym czasie do kazidej probdéwki doda¢ 200 ul buforu BB i zrobi¢ kompensacje w
cytometrze. Nastepnie przygotowac arkusz pracy i wykonaé pomiar apoptozy w probdéwce z
komérkami kontrolnymi i z komérkami z kontroli pozytywne;.
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Analiza apoptozy

Po odwirowaniu i odciggnieciu nadsgczu komérki zawiesi¢ w 100 ul buforu BB i przenies¢ do
uprzednio podpisanych probdéwek cytometrycznych. Znakowanie komodrek wykonaé za
pomocg komercyjnego zestawu Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit | (Becton Dickinson,
USA). Do kazdej probowki doda¢ 5 ul jodku propidyny i 5 pl aneksyny V, znakowanej
fluoresceing. Komorki inkubowac w ciemnosci, w temperaturze pokojowej przez 15 minut, a
nastepnie dodaé¢ do zawiesiny 200 ul buforu BB. Znakowane komérki analizowaé¢ w
cytometrze przeptywowym LSR Il (Becton Dickinson). Wyrdzni¢ 4 populacje komoérek:
komorki zywe (annexin-/IP-), komodrki we wczesnej apoptozie (annexin+/IP-), komérki w
pdinej apoptozie (annexin+/IP+) oraz komarki nekrotyczne (annexin -/IP+).

10 Q1 - komoérki nekrotyczne
Q2 — komoérki w pdznej apoptozie
5 Q3 — komorki zywe

1o Q4 — komorki we wczesnej apoptozie
B2
E: 10
o

101

1DD

FL1-H: Anexin
Literatura

Skotny A., Pucinska J. Wspodtczesna cytometria przeptywowa. Acta Bio-Optica et Informatica
Medica. InZynieria Biomedyczna, 2013, 19 (link)


file:///C:/Users/user/Downloads/IB-vol.%5b19%5d-nr%5b1_2013%5d-Skotny-Wspolczesna_cystometria_przeplywowa.pdf
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Cwiczenie nr. 12
Temat: Analiza czestos$ci mikrojgder w komadrkach A549 i HepG2 traktowanych
réoznymi stezeniami lizatow srodowiskowych

Zagadnienia teoretyczne
Zasady testu mikrojgdrowego, Fenech 2003; Mutation Research 534 (2003) 65—-75

Schemat powstawania mikrojgder

wlékno wrzeciona

mitotycznego
Cytochalazyna B

-> Binukleat
popromienny fragment
acentryczny
fragment acentryczn
9 y y szZne Mitoza: chromosomy mikrojadro
Pleylcepiajd Sie uu przesuwaja sie ku Faza G;: dwie komorki
centromerow biegunom, gdzie powstaja potomne. W jednej lezy
jadra komorek potomnych mikrojadro z fragmentem
acentrycznym
Schemat eksperymentu
lizat Cytochalazyna B
@ 24h / 24h / 24h
> > _—
zatozenie hodowli \_

komarkowej
zebranie komorek

Grupy eksperymentalne: | utrwalenie
1. Lizatl, dawki: 50uM, 125uM, 250uM, komaorki A549
2. Lizat |, dawki: 50uM, 125uM, 250uM, komorki HepG2
3. Lizat Il, dawki: 50uM, 125uM, 250uM, komarki A549
4. Lizat ll, dawki: 50uM, 125uM, 250uM, komorki HepG2
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Stezenia lizatéw (10 mg/ml) na 3ml pozywki hodowlanej (3000ul):
50uM - 15ul

125uM — 37,54l

250uM - 75ul

Zagadnienia praktyczne

Na ¢wiczenia przygotowano hodowle komorek, dodano odpowiednie dawki lizatéw oraz
cytochalazyne B.

Zebranie komdrek

a) zlaé pozywke z szalek z komérkami

b) przeptuka¢ komorki PBS (3ml)

c) dodaé po 0,5 ml trypsyny i wstawi¢ komérki do inkubatora na 2 min

d) dodaé do szalek po 3 ml pozywki hodowlanej

e) oderwad komoérki od dna szalki przez energiczne pipetowanie

f) przenie$é zawiesiny komodrek do probdéwek (wczesniej odpowiednio podpisanych)

Utrwalanie komdrek

a) odwirowacé komaérki, 900 obr/min, 5 min

b) odciggnad supernatant zostawiajac ok. 0,5 ml zawiesiny, doda¢ 5 ml 0,14M KCI (powoli,
mieszac na mieszadle), pozostawié na 15 min

c) odwirowaé komaérki, 900 obr/min, 5 min

d) odciggnac supernatant zostawiajgc ok. 0,5 ml zawiesiny, doda¢ powoli utrwalacza |,
zostawi¢ na 10 min

e) odwirowac komarki, 1000 obr/min, 5 min, zebra¢ supernatant, doda¢ powoli utrwalacza Il

f) czynnos$é e) powtdrzyc¢ 2-3 razy

g) odwirowacé komarki, 1000 obr/min, 5 min, zebraé supernatant zostawiajgc ok. 0,3 ml
zawiesiny

h) zawiesine nakropli¢ na umyte etanolem szkietka podstawowe mikroskopowe

i) preparaty suszy¢ w temperaturze pokojowej kilka godzin

Barwienie komdrek

a) przygotowacé w kominku 5% roztwér barwnika Giemsy (w buforze Sorensena)
b) barwi¢ preparaty 10 min

c) ptukaé szkietka w wodzie destylowanej

d) suszy¢ kilka minut

Utrwalanie i wybarwianie kolonii

a) zla¢ pozywke

b) przeptukaé¢ komérki zimnym PBS (3ml)

¢) dodaé¢ 3 ml metanolu na 5 min

d) zla¢ metanol i pozostawic szalki do wyschniecia (ok. 15 min)

Analiza mikrojgder
a) liczyé mikrojgdra wystepujgce wytgcznie w binukleatach i notowac na zatgczonym arkuszu
b) zanalizowa¢ 500-1000 binukleatéw, poda¢ liczbe mikrojgder na 1000 binukleatéw
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Cwiczenie nr. 13
Temat: Analiza przezywalnosci komoérek A549 i HepG2 traktowanych roznymi

stezeniami lizatéw srodowiskowych —test klonogenny

Zagadnienia teoretyczne
Zasady klonogennego testu przeZzywalnosci, Basic clinical radiobiology . Gordon Steel. 2002

Test przezywalnosci - schemat eksperymentu

zawiesina komorek

komorki w hodowli

liczenie gestosci

t )
rypsyna - /" «—— komorek w
, komorzeBirkera
rozsianie l
kontrola D 5uM D 15uM D 30uM D 60uM D 100uM
1000

|nkubacla 1-2 tygodnle

Lizat I, dawki: 5uM, 15uM, 30uM, 60uM , 100uM, komorki A549
Lizat I, dawki: 5uM, 15uM, 30uM, 60uM , 100uM, komérki HepG2
Lizat Il, dawki: 5uM, 15uM, 30uM, 60uM , 100uM, komorki A549
Lizat ll, dawki: 5uM, 15uM, 30uM, 60uM , 100uM, komérki HepG2

Dawki lizatéw na 3ml pozywki hodowlanej (3000ul):
S5uM - 15ul

15uM - 45ul

30uM - 90ul

60uM - 180l

100uM - 300yl

Zagadnienia praktyczne

Przygotowanie zawiesiny pojedynczych komdrek

a) zlaé pozywke z szalki z komérkami

b) przeptukaé komérki PBS (3ml)

c) dodaé 1 ml trypsyny i wstawi¢ komorki do inkubatora na 2 min
d) doda¢ do szalki 3 ml pozywki hodowlanej

e) oderwadé komarki od dna szalki przez energiczne pipetowanie
f) przenies¢ zawiesine komérek do probdéwki




Zaktad Mikrobiologii i Zaktad Radiobiologii i Immunologii UJK

Liczenie komdrek w komorze Biirkera

a) dobrze wymieszaé zawiesine komérek i po kropli umieéci¢ w komorze Biirkera a nastepnie
policzyé gestos¢ komédrek

b) policzyé w jakiej objetosci znajduje sie 100, 150 i 200 komérek, przygotowaé odpowiednie
rozcieficzenia komadrek

® 1. Liczymy komorki w duzych

b kwadratach.

2. Komorki lezgce na krawedziach
liczymy tylko z dwdch krawedzi (np.
gornej i prawej).

3. Wyliczamy $rednig liczbe komoérek w
jednym kwadracie.

4. W oparciu o policzong $rednig
komorek i dane komory Burkera
(powierzchnia duzego kwadratu =
0,04 mm?Z ,a objetos$¢ = 0,004 mm3
obliczamy liczbe komérek w
dowolnej objetosci.

ZatoZenie hodowli komdrkowych z odpowiedniq liczbg komdrek wg schematu

a) przygotowac po 6 szalek na kazdg grupe eksperymentalng, odpowiednio je opisac
(wazne!)

b) do kazdej szalki wla¢ 2 ml pozywki hodowlanej

c¢) do szalek doda¢ odpowiednig liczbe komdrek

d) dodaé odpowiednig dawke lizatu sSrodowiskowego

e) uzupetni¢ pozywke do 3ml

f)  umiesci¢ hodowle w inkubatorze i inkubowac przez 2 tygodnie

Utrwalenie i wybarwianie kolonii

a) zlaé pozywke

b) przeptukaé¢ komérki zimnym PBS (3ml)

c¢) dodaé¢ 3 ml metanolu na 5 min

d) zla¢ metanol i pozostawic szalki do wyschniecia (ok. 15 min)

Wykreslanie krzywej przezywalnosci

Policzy¢ kolonie komodrek A549 / HepG2 w hodowlach traktowanych kolejnymi dawkami
lizatéw Srodowiskowych oraz w hodowli kontrolnej. Nastepnie obliczy¢ wydajnosé
klonowania PE oraz frakcje przezywalnosci SF.

Wykresli¢ krzywa przezywalnosci.



PE - wydajno$¢ klonowania
(plating efficiency)

liczba kolonii

liczba komorek

SF - frakcja przezywalnosci
(surviving fraction)

SF = PE komorek traktowanych
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PE komorek kontrolnych

K,ah\;)ka :i::grek :iglzcl)):ii PE SF
0 100 1
5 100
15 | 200
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