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Nota aplikacyjna 13 cells in focus

Hodowla komérek srédbtonka w warunkach perfuzyjnych
z systemem pompy ibidi oraz mikroszkietkiem typu p-
Slide 1%€ Luer

1. Informacje ogodlne

Ponizsza nota aplikacyjna opisuje protokoét dotyczacey testu perfuzji, kiory taczy ze sobg system
pompy ibidi wraz z mikroszkietkiem typu p-Slide 1°8 Luer. Ponadto, znajduje sie w niej kilka
zalecen dotyczgcych zastosowan ludzkich komoérek $rdédbtonka zyty pepowinowej (HUVEC).
Protokot ten mozna dostosowac do indywidualnych potrzeb eksperymentalnych.

W celu skonfigurowania systemu niezbedne sg nastepujgce materiaty:

« Mikroszkietka typu p-Slide 1°€ Luer, ibiTreat (ibidi, 80186)

« System pomp ibidi (szczegoéty dostepne w instrukcji systemu pompy ibidi)

« Zestaw do perfuzji (CZERWONY), 15 cm, srednica: 1,6 mm (ibidi, 10962)

» Zacisk do wezyka

*  Komorki HUVEC wraz z medium hodowlanym do wzrostu komoérek srédbtonka oraz
ptodowg surowicg cielecg (FCS)

» Standardowy sprzet przeznaczony do hodowli komérkowych (sterylny blat roboczy,
zestaw do rozdzielania komorek, butelki hodowlane itp.)

« Statyw p-Slide (ibidi, 80003)

2. Hodowla komorkowa

Komoérki nalezy hodowaé zgodnie ze standardowym protokotem. W przypadku komérek HUVEC
zalecamy zastosowac pozywke: Endothelial Cell Growth Medium (PromoCell, Niemcy, C-22010)
wzbogacong o 2% ptodowg surowicg cielecg (FCS).

Uwaga: Komorki srodbtonka nigdy nie powinny wzrasta¢ do gestosci 100% ze wzgledu na fakt, ze
konfluentna warstwa komérek wchodzi w stan zahamowania wzrostu, ktéry zatrzymuje proliferacje
komorek, a takze zmienia fizjologie komorek.

Istotne jest rowniez to, ze wszystkie komorki muszg by¢ zdrowe, tj. w dobrym stanie fizjologicznym,
poniewaz stabe i zubozone komorki mogg nie wytrzymac natezenia przeptywu i mogg zostac
wyptukane z powierzchni kolonii. W przypadku pracy z komoérkami podstawowymi, sprawnosc
komorkowa moze znacznie rozni¢ sie w zaleznosci od danej partii.
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3. Przygotowanie materiatu

Dzien przed rozpoczeciem eksperymentu

Nalezy umiesci¢ ptytki kanatowe oraz zestawy do perfuzji w inkubatorze (w opakowaniu).
Nastepnie, do sterylnej probéwki nalezy doda¢ wymagang ilos¢ pozywki hodowlanej i rowniez
umiescic¢ jg w inkubatorze. Nalezy pamietaé, aby pozostawi¢ lekko odkrecong nakretke, aby
umozliwi¢ ujscie nadmiernego ci$nienia w probowce.

Nastepnie, nalezy zamontowa¢ pompe ibidi obok inkubatora oraz potgczy¢ jg z komputerem,
kablem elektrycznym, a takze z rurkami doprowadzajgcymi w inkubatorze. Butelke osuszajgcg
nalezy zainstalowac pomiedzy tylnym portem pompy, a przewodem prowadzgcym do inkubatora,
aby doprowadzi¢ do zassania gazu atmosferycznego.

Wazna informacja: Nalezy umiesci¢ wszystkie wymagane materiaty, takie jak szkietka,
pozywke oraz rurki (zestawy do perfuzji) w inkubatorze (w temperaturze 37°C oraz 5% COy)
na catg noc przed rozpoczeciem eksperymentu. Jest to niezbedne, aby nie pojawiaty sie
pecherzyki powietrza.

Lepkos¢ medium w 37°C wynosi ok. 0,007 dyn*s/cm? (patrz nota aplikacyjna 11 ,Natezenie
Scinania oraz szybkos¢ przeptywu”).

W dzien eksperymentu

Nalezy zamontowa¢ zestaw do perfuzji z systemem ptynéw (tak jak opisano w instrukcji systemu
pompy ibidi), a nastepnie doda¢ okoto 12 ml zbilansowanego medium hodowlanego do
zbiornikéw (po 6 ml z kazdej strony). Aby usung¢ bagbelki powietrza z rurek, nalezy rozpoczgé
cykl przeptywu sredniego. W tym celu mozna zastosowaé wstepnie zdefiniowang konfiguracje w
oprogramowaniu pompy (nalezy przejs¢ do menu > ,Samouczek”, a nastepnie wybra¢c >
~Wczytaj konfiguracje demo” - ,Usun pecherzyki powietrza”).

Cisnienie Naprezenie Natezenie Zakres czasu
$cinajace przeptywu
1) 50.0 mbar brak (brak ptytki)  35.6 ml/min nieograniczony

Podczas uruchamiania programu nalezy delikatnie postukac¢ palcem w probowki oraz adaptery,
aby usung¢ pecherzyki powietrza. Po usunieciu catego powietrza z probéwek, poziom w obu
zbiornikach nalezy ponownie zrownowazy¢ do 5 ml.

Niezmiernie istotne jest, aby wszystkie pecherzyki powietrza zostaty usuniete przed
dopasowaniem ptytki do systemu perfuzyjnego z ptynami! Jakikolwiek gaz pozostajgcy w
systemie moze wptywac na szybkosc¢ przeptywu, a w najgorszym przypadku moze dojs¢ do
zatrzymania przeptywu lub wyptukania komorek.
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Test zacisku

Test nalezy wykona¢ w kazdym nowo zamontowanym zestawie do perfuzji, aby sprawdzi¢
poprawnos¢ zamontowania wezykow!

Nalezy uruchomic¢ pompe z wyraznie widocznym przeptywem (np. za pomocg konfiguracji ,Usun
pecherzyki powietrza”), a nastepnie zacisng¢ przewod w dolnej petli zestawu do perfuzji (pod
zaworem zaciskowym). Prawidtowe potozenie mocowania pokazano na rysunku 1.

Warto upewnic sie, ze przeptyw zatrzymuje sie catkowicie, gdy
przewdd jest zacisniety. Test ten nalezy wykonac¢ po
obydwdéch stronach zaworu!

Jesli przeptyw nie ustaje, nalezy sprawdzi¢ czy rurki zostaty
prawidtowo zamontowane do zaworu zaciskowego (warto
wyregulowaé wejsScie zaworu rozciggajgc rurke oraz
przesuwajgc jg w gore i w dot. Nastepnie mozna ponownie
wykonac test zacisku).

Jesli nie mozna rozwigzac problemu, nalezy skontaktowac sie
z firma ibidi, aby sprawdzi¢, czy zawor nie zostat uszkodzony.

Wazne!
Nalezy sprawdzi¢ prawidtowe potozenie rurek za pomoca
testu zacisku!

Rysunek 1: Nalezy wykonac test zacisku, aby sprawdzic, czy rurki
sg prawidtowo podtgczone. Po zablokowaniu wezyka za pomocg
zacisku, ciecz nie powinna przeptywac¢ z jednego zbiornika do
drugiego.

Bardzo istotne jest, aby wykonac ten test po obydwodch stronach
zacisku!

4. Kalibracja natezenia przeptywu

Aby przewidzie¢ prawidtowe naprezenie $cinajgce lub szybkosé Scinania, nalezy zmierzy¢
natezenie przeptywu przed rozpoczeciem eksperymentu z komorkami. Ze wzgledu na takie
czynniki jak wahania temperatury lub zmienne produkcyjne, wartosci natezenia przeptywu moga
rézni¢ sie od wartosci obliczonych przez oprogramowanie. Szczegotowe instrukcje dotyczace
ponownej kalibracji mozna znalez¢ w instrukcji PumpControl.

Po skalibrowaniu natezenia przeptywu, nalezy ustawi¢ prace pompy na cykl sredniego cisnienia
(np. ustawienia demo > ,Usuh pecherzyki powietrza”) w celu przygotowywania komérek na
mikroszkietku.
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5. Wysiewanie komoérek na mikroszkietku typu p-Slide 1% Luer
Wszystkie ponizsze czynnos$ci nalezy wykonywac w sterylnych warunkach pracy!

Najpierw nalezy rozpakowac¢ mikroszkietka p-Slide i umiescic je w statywie u-Slide, a nastepnie
zamontowa¢ zatyczki na adaptery Luer na czas przygotowywania zawiesiny komorek. Aby
otrzymac¢ koncowg liczbe komoérek (1 x 10° komérek/cm?), nalezy przygotowaé zawiesine 1,6 x
10 komorek/ml. Lgcznie bedzie to 2,5 x 105 komérek/u-Slide.

Nastepnie nalezy zdjgé zatyczki z adapterow i dodaé
150 pl zawiesiny komorek do kanatu, umieszczajgc
kohcowke pipety bezposrednio we wlocie kanatu
(patrz rysunek 2).

Kolejnym krokiem jest zatozenie =zatyczek na
adaptery Luer, po czym odstawienie mikroszkietek w
celu inkubacji (w 37°C i 5% CO3) na jedng lub dwie
Rysunek 2: Wysiewanie komérek na 90dziny, aby uzyskac odpowiednig przyczepnosc
mikroszkietko u-Slide komorek.

Po zakonczonej inkubaciji, komérki powinny utworzy¢
warstwe konfluentng, jak pokazano na rysunku 3.
Konfluentna warstwa komoérek posiada kluczowe
znaczenie na wytrzymatos¢ komaorek na naprezenie
Scinajgce.

Zasadniczo na tym etapie komorki sg gotowe do
podigczenia do zestawu perfuzyjnego. Jesli system
perfuzyjny nie zostanie podtgczony bezposrednio po
Rysunek 3: Konfluentna warstwa komorek inkubacji, to nalezy wypetnié¢ zbiorniki nadmiarem
HUVEC, dwie godziny po wysianiu medium, tak jak pokazano w nastepnym kroku.

Do kazdego zbiornika dodaé po 60 ul pozywki
hodowlanej. Nalezy unikaé kierowania koncéwki
L/ pipety bezposrednio w strone wlotu kanatu,
poniewaz moze to prowadzi¢ do zmiany naprezenia
Scinajgcego nad warstwg komorek.

Po napetnieniu zbiornikbw nalezy je ponownie
Rysunek 4: Napelnianie zbiornikow zamkng¢, a nastepnie umiescic komoérki w
medium inkubatorze na czas przygotowania ptynow
perfuzyjnych.

W przypadku przeprowadzania hodowli komoérkowej dtuzej niz jeden dzien w warunkach
statycznych, petng wymiane pozywki nalezy przeprowadzaé co najmniej raz na 24 godziny!
Wiecej szczegotowych informacji na temat hodowli komérkowych na mikroszkietkach kanatowych
mozna znalez¢ w instrukcji y-Slide | Luer oraz w nocie aplikacyjnej 3 ,Wzrastanie komorek w p-
kanatach”.
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6. Podiaczanie mikroszkietek u-Slide 196 Luer do zestawu perfuzyjnego

Gdy komoérki przyczepig sie do powierzchni, mozna potgczy¢ mikroszkietko do zestawu
perfuzyjnego. Nalezy uwazac, aby nie wykonywac zbyt szybkich i gwattownych ruchéw podczas
wktadania adapteréw Luer, poniewaz moze to prowadzi¢ do nagtego impulsu z wysokim
naprezeniem $cinajgcym co moze powodowac odczepienie sie komorek.

* Poczatkowo nalezy zatrzymac przeptyw pompy i umiesci¢ system
pltyndw z zamontowanym zestawem perfuzyjnym w pokrywie.

* Nastepnie nalezy zacisng¢ rurki w poblizu zaworu za pomocag
plastikowego zacisku (Rysunek 6a) i umiesci¢ mikroszkietko p-Slide
| Luer obok jednostki ptynow. Nie wolno ktasé mikroszkietka
bezposrednio na zimnej, metalowej powierzchni. Nalezy
zastosowacé statyw p-Slide lub szalki Petriego, aby zapobiec
ostygnieciu szkietka.

W dalszym etapie nalezy zdjg¢ zatyczki i przemy¢ kanat za pomocag
Swiezego i cieptego medium. Pozywke nalezy naktada¢ powoli, aby

unikng¢ uszkodzenia komorek. Rysunek 5: Wypetniony
. . , L . port Luer gotowy do
* Nastepnie nalezy napetni¢ zbiorniki medium do momentu podigczenia

pojawienia sie menisku wypuktego (Rysunek 5).

* Nastepnie nalezy wyja¢ pierwsze ztgcze Luer ze Srodkowego
zacisku, trzymajac go do goéry (Rysunek 6-1, b). Warto upewni¢ sie,
ze w srodku nie pozostaty pecherzyki powietrza. Kolejnym krokiem
jest przylaczenie kolejnego zigcza Luer do mikroszkietka,
przechylajgc go ostroznie, tak jak wida¢ na rysunkach 6-1 (c—).

* Na koniec nalezy mocno wcisngC ztgcze kolankowe Luer do
tgcznika Luer, przekrecajgc adapter (e).

Rysunek 6-1: Podtgczanie mikroptytki do zestawu perfuzyjnego (pierwszy adapter)
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Nalezy powtorzy¢ te procedure réwniez z drugim tgcznikiem Luer, a nastepnie usung¢ nadmiar
ptynu za pomocg chusteczki (patrz Rysunki 6-2, g-1).

Rysunek 6-2: Podtgczanie mikroptytki do zestawu perfuzyjnego (drugi adapter)

Nalezy wykonywac wszystkie procedury ostroznie, ale rowniez tak szybko, jak to tylko jest
mozliwe. Komorki mogg ulec zestresowaniu przy kazdym zaktdceniu, dlatego mogg odczepic
sie od powierzchni mikroszkietka, jesli pojawi sie zbyt duze pobudzenie.

Nalezy sprawdzi¢ komorki pod mikroskopem po podtgczeniu wezyka perfuzyjnego!

* Nalezy sprawdzi¢ komodrki pod mikroskopem. Istotne jest, aby warstwa komoérek byta
stabilna, a komorki dobrze przylegaty do powierzchni, poniewaz sg one narazone na
naprezenia scinajgce. Jesli komorki sg zestresowane po procedurze podtgczenia, nalezy
pozostawic je na kilka godzin w celu regeneraciji przed rozpoczeciem przeptywu.

* Nastepnie nalezy ustawi¢ caty zestaw w inkubatorze i podtgczy¢ jednostke ptynowg do
pompy (wraz z przewodami ciSnieniowymi powietrza oraz kablem elektrycznym).
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7. Uruchamianie pompy

Jesli komorki sg w dobrym stanie fizjologicznym,
mozna rozpoczgé przeptyw, wigczajgc pompe
cisnieniowg za pomocg oprogramowania ibidi Pump
Control.

W przypadku konfiguracji demonstracyjnej dotgczony
jest specjalny plik do oprogramowania Pump Control.
Aby wybra¢ te ustawienia nalezy przejs¢ do zaktadki
menu —>,Samouczek”, a nastepnie wybra¢c ->
~Wczytaj konfiguracie demo” -> ,Eksperyment
demonstracyjny”.

Po wybraniu tej opcji, zostang zatadowane parametry
eksperymentu przeptywowego z umiarkowanym
naprezeniem scinajgcym. Program sktada sie z trzech
cykli, ktére przyzwyczajajg komorki  stopniowym
natezeniem, az do koncowego naprezenia
Scinajgcego.

Natezenie $cinajgce: 10 dyn/cm? (patrz tabela
ponizej).

Rysunek 7: System ptynéw z zestawem
perfuzyjnym oraz mikroszkietkiem typu p-
Slide | Luer w inkubatorze.

Cisnienie Naprezenie Natezenie Zakres czasu
$cinajace przeptywu
1) 5.9 mbar 4.8 ml/min 2 dyn/cm? 30 min
2) 15.4 mbar 11.9 ml/min 5 dyn/cm? 30 min
3) 33.1 mbar 23.8 ml/min 10 dyn/cm? nieograniczony

PumpControl 1.6.0

Jednokierunkowy przeptyw jest utrzymywany poprzez przetgczanie dwéch zaworow systemu
ptynéw. Przy stosowaniu nadcisnienia zgodnie z powyzszymi zaleceniami, zrodio przeptywu
bedzie przechodzi¢ od jednej rurki do drugiej (od lewej do prawej).

Szczegdbtowy opis naprezen scinajgcych oraz szybkosci Scinania na réznych slajdach znajduje
sie w nocie aplikacyjnej 11 ,Naprezenia $cinajgce i szybkosci $cinania”. Szczegotowe informacje
na temat pomp ibidi mozna znalez¢ w instrukcji systemu pomp ibidi.

8. Obserwacja komérek pod mikroskopem

W celu obserwacji swoich komérek pod mikroskopem, nalezy wytgczy¢ pompe w momencie
wyréwnania pozioméw ptynu w zbiornikach. Nastepnie nalezy odtgczy¢ przewdd cisnieniowy
powietrza oraz kabel elektryczny od systemu ptyndw. Na koniec mozna umiesci¢ catg jednostke
ptynowg z podigczonym mikroszkietkiem na mikroskopie i obserwowac swoje komorki.
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9. Morfologia komoérek

Komorki srodbtonka sg narazone w swoim $rodowisku fizjologicznym na naprezenia Scinajace,
dlatego utrzymywanie hodowli komérkowej z przeptywajgca pozywka jest lepiej skorelowane z
ich naturalnymi warunkami fizjologicznymi niz komorki w hodowlach statycznych.

Dzieki specjalnym konfiguracjom, firma ibidi zaobserwowata lepsze narastanie kolejnych warstw
komérek w ciggu pierwszych dwoch dni od rozpoczecia eksperymentu z medium przeptywowym.
Komorki zorientowane sg w kierunku przeptywu. Na rysunkach 8 i 9 mozna poréwna¢ komorki
HUVEC hodowane w warunkach hodowli przeptywowej oraz statycznej. Wszystkie parametry, z
wyjatkiem naprezenia Scinajgcego, pozostaty takie same: komérki znajdujg sie w tym samym
pasazu i byly hodowane przez tydzien na mikroszkietkach typu p-Slide | ¢ Luer (ibiTreat).
Pozywke hodowli statycznej zmieniano codziennie.

Rysunek 8: Komorki HUVEC w mikroszkietku typu u-Slide | %6 Luer hodowane przez siedem
dni przy przeptywie pozywki 20 dyn/cm? Komorki wykazujg dobrg orientacje w kierunku
przeptywu. Skala na rysunku wskazuje 200 um.

Rysunek 9: Rysunek 9: Komérki HUVEC w w mikroszkietku typu u-Slide | %6 Luer hodowane
przez siedem dni w warunkach statycznych. Pozywke zmieniano codziennie. Skala na rysunku
wskazuje 200 um.
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10. Immunofluorescencja

Komorki nalezy utrwali¢ oraz wybarwi¢ za pomocg standardowej procedury. Podczas zmiany
roztworow najpierw nalezy odpipetowac ptyn z obydwdch zbiornikow. Nalezy przeptukaé kanat
dwukrotnie za pomocg 140 pl Swiezego roztworu. Za kazdym razem nalezy dodawaé nowy
roztwér z jednej strony, a nastepnie pobiera¢ go z drugiej strony. Wazne, aby kanat byt zawsze
wypetniony ptynem!

Standardowy protokdt barwienia immunofluorescencyjnego podano w nocie aplikacyjnej 2
,Barwienie fluorescencyjne przy uzyciu mikroszkietek typu p-Slide I”.

Perfuzja

Komorki na ponizszym rysunku byly hodowane w warunkach pozywki przeptywowej. Szkielet
aktynowy jest zorientowany w kierunku przeptywu. Widoczny jest wydtuzony ksztatt komorki.

Rysunek 10: Komérki HUVEC wybarwione w mikroszkietkach typu u-Slide | %6 Luer. Komorki
HUVEC byty hodowane przez siedem dni przy przeptywie 20 dyn/cm?

Kolor niebieski: jgdro komorkowe; zielony: kadheryny; czerwony: wtokna aktynowe.

Kontrola statyczna w mikroszkietkach typu p-Slide 1% Luer

Komoérki pokazane ponizej byty hodowane w warunkach statycznych przez ten sam okres czasu
co komodrki w medium przeptywowym (jeden tydzien). Kadheryny sg wyraznie widoczne, ale
szkielet aktynowy nie jest utozony w tzw. wtdkna stresowe, a komorki nie sg zorientowane w
kierunku przeptywu.

Rysunek 11: Komorki HUVEC wybarwione na mikroszkietkach typu p-Slide 1%8 Luer. Komorki
HUVEC byty hodowane przez siedem dni w warunkach statycznych z wymiang pozywki co 24
godziny.

Kolor niebieski: jgdro komdrkowe; zielony: kadheryny; czerwony: wtokna aktynowe.
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