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@velsesvejledning: Cellers vaekst

Baggrund

Cellekulturer giver mulighed for at undersgge, hvordan f.eks. kostkomponenter
pavirker cellers vaekst i et specifikt vaev. Da det kan veere vanskeligt at fa fat i
normale celler til sddanne undersggelser, anvendes ofte kraeftceller, som kan kabes
via cellebanker rundt om i verden. Det forste sted kostkomponenterne mgader
kroppen er i mave-tarmkanalen. Derfor anvendes ofte tarmceller i test af de bioaktive
stoffer, der findes i fodevarer. Anvendes der kraeftceller til undersggelserne, vil
veaeksten af kreeftceller kunne undersgges, hvilket er interessant, da hver 3. dansker
bliver ramt af kreeft inden de er blevet 75 ar. Tyktarmskraeft (kolon cancer) er den 3.
hyppigste kreeftform hos bade maend og kvinder, hvor 10% af alle kreefttilfeelde er i
tyktarmen. Tyktarmskreeft er en kreeftform, der udvikler sig som fglge af forandringer i
slimhindecellerne i tyktarmen. Kreeft er generelt en sygdom i kroppens celler, der
opstar, fordi nogle celler begynder at vokse ude af kontrol med resten af kroppens
celler. Dette kan ske pa grund af en genetisk forandring - en mutation - som far de
normale celler til at dele sig for meget. Der findes over 200 forskellige kreeftformer,
og ofte er arsagen et samspil mellem miljg (kost, motion, mm) og arv. Man kan selv
ggre meget for at forebygge kreeft gennem sin livsstil.

Cellekulturer kan ogsa anvendes til at undersgge om nye fodermidler, der potentielt
kan reducere metanudledning fra f.eks. kaer, kan pavirke koens veev negativt eller
mennesker, som drikker komeelk.

@velsens formal:

Formalet med @velsen er, at fa indsigt i celledyrkningsmetoder til undersggelse af
veekst af celler i kultur. Til sddanne studier kan der anvendes enten normale celler
eller kreeftceller. Farst studeres udseendet (morfologien) af kreaeftceller og normale
celler i mikroskop. Derefter undersgges effekten af fgtalt kalveserum (FCS) og et
kemoterapeutikum, etoposide, pa kreeftceller i kultur. FCS er en positiv kontrol, da
det indeholder mange forskellige veekstfaktorer, der er ngdvendige for at kunne dyrke
celler i kulturer i laboratoriet. Der opseettes et assay med humane tyktarmskraeft-
celler, Caco-2, i kultur. FCS og etoposide tilseettes til kulturmediet i forskellige
koncentrationer, og vaeksten af cellerne bestemmes ved fluorescensmaling.

Holdinddeling:
Eleverne inddeles i 4 hold & 3 elever, der starter forskellige steder i
gvelsesvejledningen:

Kl. 16.10 - 16.30:
Hold 1-4: Introduktion til celledyrkning/gvelsen

Kl. 16.30 - 17.30:

Hold 1+2:  Subkultivering af celler og opseetning af assay (Janne/Yuan)

Hold 3+4:  Morfologi af normale celler og kreeftceller i mikroskop (Stig)
Celleveekst og klima (Marie)

Kl. 17.30-18.00: Sandwich i mgdelokalet

KI. 18.00 - 19.00:
Hold 1+2: Morfologi af normale celler og kreeftceller i mikroskop (Stig)
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Celleveekst og klima (Marie)

Hold 3+4:  Subkultivering af celler og opseetning af assay (Janne/Yuan)

Kl. 19.00 - 19.15:

Hold 1-4: Maling af vaekst i fluorometer
Kl. 19.15 -19.40:
Hold 1-4: Fortolkning af resultater

KI. 19.40 - 20.00:
Hold 1-4: Diskussion og evaluering af aftenen

Reagenser:

Phosphate buffered saline (PBS) buffer med calcium og magnesium
PBS buffer uden calcium og magnesium

Trypsin-EDTA oplgsning

Fotalt kalveserum (FCS)

Alamar Blue farveoplgsning

Cellekulturmedier:
Medie med 0% FCS:

Caco-2 Tarmcellemedie (DMEM) 96 ml
Pen / Strep 1,0 mi
Glutamax 100X 2,0ml
Hepes 1 M 1,0 ml
Kontrollér at pH er ca. 7,4
Medie med 10% FCS:

Caco-2 Tarmcellemedie (DMEM) 86 ml
FCS 10 ml
Pen / Strep 1,0 mi
Glutamax 100X 2,0 ml
Hepes 1 M 1,0 ml

Kontrollér at pH er ca. 7,4

Behandlingsmedier:

Behandlingsmedier med FCS fremstilles ved fortynding af FCS i medie uden FCS
(0% FCS). Beregn de manglende tal i skemaet, hvis der skal fremstilles 2-5 ml af
hver fortynding.

Koncentrationer m| FCS eller medie med FCS | ml medie med 0% FCS

Medie m 10% FCS 0,5 ml FCS 45 ml

Medie m 5% FCS 2 ml medie m. 10% FCS

Medie m 2,5% FCS

ml medie m. 5% FCS

Medie m 1,25% FCS

ml medie m. 2,5% FCS

Medie m 0,625% FCS

ml medie m. 1,25% FCS

Medie m 0% FCS

mil
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Behandlingsmedier med etoposide fremstilles ved fortynding af etoposide oplgsning

i medie uden FCS (0% FCS).

Etoposide: MW 588,6 g/mol. Konc. 20 mg/ml (stamoplgsning) ~ 34mM.

Opl. A: 0,1 ml etop. stamopl. + 0,75 ml medie uden FCS giver en opl. pa 4.0 mM
Opl. B: 200ul etop. Opl. A + 1800ul medie uden FCS giver oplgsning pa 0,4 mM
Beregn de manglende tal i skemaet, hvis der skal fremstilles 2-5 ml af hver

oplgsning.

Koncentrationer

ml etoposide oplgsning

ml medie med 0% FCS

Medie m 40uM Etoposide 0,5mlOpl. B 4,5 ml
Medie m 20uM Etoposide 2 ml 40uM

Medie m 10uM Etoposide ml 20uM

Medie m 1uM Etoposide ml 10uM

Medie m 0,1uM Etoposide ml 1uM

Medie m OuM Etoposide mi

Apparatur:

Flowbaenk

Inkubator (37°C)
Fluorometer (Envision)

Subkultivering af celler:

Den udleverede flaske med Caco-2 celler subkultiveres:

1. lagttag cellerne i mikroskop. Fylder cellerne hele bunden af flasken?
(vurdér hvor konfluente er cellerne i % ?)

S e

Vask cellerne 2 gange med 5 ml PBS

Opvarm cellekulturmedie, Trypsin-EDTA (1x) og PBS uden Ca og Mg til 37°C
Afsug mediet ved cellerne med pipette

Tilseet 10 ml Trypsin-EDTA oplgsning (trypsineringen startes)
Inkuber cellerne ved 37°C (inkubator) til cellerne har lgsnet sig. Hold gje med

cellerne i mikroskop og trypsiner kun lige til cellerne er lgse (celler tager
skade af for lang tids trypsinering). Caco-2 celler trypsineres CA. 5 MIN

7. Tilseet 5 ml medie med 10% FCS til dyrkningsflasken (trypsineringen

standses)

8. Skyl op og ned med en pipette og overfar cellerne til et centrifugerar

9. Centrifuger cellerne ved 500 x g (0.5 rcf) i 5 min ved stuetemperatur

10.Heeld mediet af — cellerne findes i bunden af raret (pellet)

11.Tilseet 10 ml medie til cellerne. (man teeller antallet af celler og kan derefter
bestemme antal celler pr. ml medie)
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Bestemmelse af koncentration af celler:
1. Leeg daekglas pa teellekammer (heemacytometer; Figur 1)

2. Udtag 20 pl celleoplgsning til teellekammeret
3. Teel antallet af celler i mikroskop (der teelles i 4 forskellige omrader)

sams

—— Figur 1. Heemocytometer

4. Indfer tallene i tabellen og beregn gennemsnittet

Antal celler Gennemsnit

5. Beregn koncentrationen af celler og det totale antal celler:
Antal celler/ml = gennemsnit x 10.000 =
Antal celler ialt = antal celler/ml x antal ml =
Opseetning af assay i 96-brgnds plader:

1. Til hver brgnd skal vi tilsaette 4000 celler og hver brgnd skal indeholde 0,1 mi
medie dvs. koncentrationen af celler skal veere 20.000 celler/ml.

2. Fremstil 25 ml celleoplgsning med 40.000 celler/ml dvs. 1.000.000 celler i 25
ml medie.

X ml x antal celler/ml = 1.000.000 celler

U
Xml = 1.000.000 =
antal celler/ml
Det vil sige ml celleblanding + ml medie
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. Tilseet sterilt vand (200 pl) i hver af brendene skraveret pa figuren af

cellekulturpladen.

Uddel cellerne i Nunc 96-brgnds cellekulturplade (100 pl/brgnd) efter planen
(se Figur 2 og 3).

. Normalt vil pladerne herefter blive sat i inkubator til neeste dag for at cellerne

saetter sig fast pa bunden.

. Nu tilseettes behandlingerne ved at 200 pl af de fremstillede behandlingsmedier

med FCS og etoposide. Dette foregar raekke for reekke, da cellelaget ellers vil
tarre ud.

7. Pladen seettes i inkubator i 72 timer.

8. Maling af veekst ved Alamar Blue metoden (544 /596 nm): (Se evt. info pa

nettet).

NB: Det falgende er ikke en praktisk del af gvelsen, men der er forberedt en
plade, hvor Alamar Blue er tilsat, og hvor veeksten af cellerne kan males
fluorometrisk. Janne har forberedt denne plade og vi maler den pa et Envision
fluorometer.

Procedure: Efter 72 t afsuges mediet, og der tilseettes farvestoffet Alamar Blue
i oplgsning. Dette stof skifter farve afhaengig af aktiviteten af cellerne. Dvs.
brande hvor cellerne vokser kraftigst har den stgrste farveaendring (mest ragde).

Figur 2: Cellekulturplade 1 - FCS kurve.
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Figur 3: Cellekulturplade 2 - Etoposide kurve.
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Betragtninger i mikroskop:

Veeksten af cellerne betragtes i mikroskop efter behandlingen (72 timer) med
henholdsvis FCS og etoposide.

Spegrgsmal:

Hvorfor anvendes der ofte kreeftceller i cellebiologiske studier, ogsa nar man ikke
ngdvendigvis vil lave kreeftforskning?

Hvorfor er det ngdvendigt at arbejde sterilt med celler?

Hvorfor tilseettes der antibiotika (penicillin/Streptomycin) til cellekulturmediet?
Hvad er Glutamax og HEPES og hvorfor tilseettes det til mediet?

Hvordan virker etoposide?



