TROJWYMIAROWE HODOWLE KOMOREK MIESNIA SERCA

W obecnym stuleciu choroby serca staty si¢ jednym z najpowazniejszych
problemdéw ludzkosci, co spowodowato intensyfikacje badan dotyczacych genezy tych
choréb oraz fizjologii 1 morfogenezy samego migsnia serca. Implikowato to konieczno$¢
stworzenia modeli do§wiadczalnych in vitro, umozliwiajacych uzyskiwanie
wiarygodnych 1 powtarzalnych wynikéw. W przypadku mig$nia serca, najistotniejsze
bylo zapewnienie wynikow, ktore pozwalaly na wzglednie dtugotrwale utrzymanie
spontanicznej aktywnosci skrczowe;.

Jednym z modeli do badan mechanizmdw 1 przebiegu proceséw réznicowania
tkanki mig$niowej sg hodowle komorek serca zarodka kurczgcia. Zdecydowana
wigkszo$¢ informacji o procesach zachodzacych w roznicujacej si¢ in vitro tkance
mig$nia serca pochodzi z badan, w ktorych wykorzystywano hodowle jednowarstwowe.
Technika ta jednak nie pozwala na odtwarzanie tkankowo specyficznej organizacji
komorek oraz na podtrzymanie aktywnos$ci skurczowej przez dluzszy czas. Wymagania
te spetnia technika trojwymiarowej hodowli agregatéw komorek serca zarodka
kurczgcia na widknach waty szklanej. Wata szklana z jednej strony zapewnia sprezyste
podioze dla kurczacego si¢ agregatu, z drugiej za$ ze wzgledu na mata powierzchnie
wldkien, utrudnia migracj¢ komorek agregatu i1 jego dezorganizacje.

Mozliwe jest takze dtugotrwate podtrzymywanie aktywnosci skurczowej catego
migs$nia serca in vitro. Tego typu uktad doswiadczalny wykorzystujacy np. serce ryby
umozliwia poréwnanie reakcji na r6zne czynniki serca hodowanego w cato$ci oraz jego
fragmentow.

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z technikg zaktadania hodowli agregatow komorek

serca zarodka kurczgcia.



WYKONANIE DOSWIADCZENIA

A. PRZYGOTOWANIE POZYWKI HODOWLANE]
Przygotowac¢ pozywke Parkera z dodatkiem:

# 5% surowicy kurzej

#5 mM buforu HEPES

# 1 mg/ml glukozy

# 1 mM tauryny

# antybiotyki

B. ZAKEADANIE HODOWLI AGREGATOW KOMOREK SERCA ZARODKA
KURCZECIA
1. Przygotowa¢ komorg Rosse’go
a) na dno komory nanies$¢ cienka warstwe 1% agaru w PBS-ie;
b) po zastygnieciu agaru na jego powierzchni¢ nanies¢ kilkanascie widkien
odttuszczonej waty szklane;.
2. Zarodki kurze, 8-dniowe, wydoby¢ ze skorupki, oczysci¢ z blon, zdekapitowaé
1 wyizolowa¢ migsien serca.
3. Serca przeniesé na szalke, odptukaé z krwi pozywka schtodzona do temperatury 4°C
pocig¢ za pomocg nozyczek na kawatki o wielkosci 0.1 - 1 mm.
4. Agregaty przenie$¢ przy pomocy pipety Pasteura do uprzednio przygotowanych
komor.
5. Skreci¢ komory 1 dopetni¢ pozywka pozostawiajac wewnatrz niewielka ilos¢
powietrza.

6. Komory umie$cié¢ w cieplarce o temp. 37°C.



