KURS

Hodowla komórek zwierzęcych

26 - 28 marca 1012

Zakład Kancerogenezy Molekularnej, Uniwersytet Medyczny w Łodzi, ul. Żeligowskiego 7/9
Celem kursu jest zapoznanie uczestników z podstawowymi metodami hodowli komórek zwierzęcych i ludzkich. Zapoznanie z typami hodowli komórkowych, otrzymywaniem i utrzymaniem oraz różnicowaniem hodowli pierwotnych i wtórnych. Ukończenie kursu do podstawy do samodzielnej pracy z hodowlami komórkowymi.

Wykłady:

1. Ogólne zasady organizacji przestrzennej, wyposażenia oraz sterylności w pracowni hodowli komórkowych

2. Metodologia doboru układów doświadczalnych w hodowlach in vivo (banki i repozytoria linii komórkowych, metody wyszukiwania, szczegółowa karta charakterystyki linii komórkowej)

3. Dobór naczyń i pożywek hodowlanych oraz środowiska hodowli. Zasady doboru środowiska hodowli i przygotowania pożywek hodowlanych

Ćwiczenia:
Zadania dzień 1

· Rozmrażanie komórek. 

· Liczenie komórek i wyznaczanie ich przeżywalności po rozmrożeniu (metodą tradycyjną – hemocytometr oraz z wykorzystaniem urządzenia Countess)

· Przygotowanie komórek do obserwacji w mikroskopie fluorescencyjnym- FLOID.

· Przygotowanie pożywki hodowlanej i indukującej dla komórek linii C2C12 (indukcjka różnicowania)
· Pasażowanie komórek, wysianie na naczynia doświadczalne (do testów WST ALAMAR/Presto).

· Obserwacja komórek na podłożu GELTREX dzień 1
Zadania dzień 2

· Pasażowanie komórek i liczenie.

· Rozpoczęcie doświadczenia mającego na celu ocenę wpływu substancji chemicznych na żywotność komórek (ocena toksyczności)(test WST, ALAMAR/PrestoBlue).

· Rozpoczęcie doświadczenia mającego na celu ocenę wpływu substancji chemicznych indukcję apoptozy.

· Przygotowanie i ocena preparatów mikroskopowych (mikroskop fluorescencyjnym- FLOID)
· Obserwacja komórek na podłożu GELTREX dzień 2.

· Barwienie indukowanych komórek linii C2C12 (obserwacja i ocena zmian)

Zadania dzień 3

· Mrożenie komórek.
· Zakończenia testów oceny toksyczności substancji chemicznych obserwacja w 0, 1, 3 i 4 godzinie.

· Zakończenia badania oceniającego wpływ substancji chemicznych na indukcję apoptozy – barwienie z wykorzystaniem zestawu Tali™ Apoptosis Kit - Annexin V Alexa Fluor® 488 & Propidum Iodide. Pomiar oraz analiza wyników z wykorzystaniem Tali™ Image-Based Cytometer.

· Zakończenie obserwacja komórek na podłożu GELTREX – barwienie jąder i obserwacja w mikroskopie fluorescencyjnym.

