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Zellkultur-Zellkultivierung

Primarkulturen und Sekundarkulturen

Herstellung von Primarkulturen aus
Hautfibroblasten:

Hautstuck wird gewaschen und in ca. 1mm
kleine Telle zerschnitten

Teile in Petrischale mit Nahrmedium
Deckglas daruber
1 Woche wachsen lassen

Medium wechseln und Blutreste wegwaschen

Sekundarkulturen werden welter passagiert:
subkultiviert oder eingefroren; Teilungen
erfolgen 50 — 100 mal, was der Lebensdauer
des Individuums entsprechen soll
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Zahlen

Casy-Zahlgerat oder Hamozytometer-Kammer:
9 grol3e Felder auf jeder Seite einer Einkerbung,
mit weiterer Unterteilung in 16 kleine Felder;
von den 9 grof3en Feldern werden 5 (oder 10
beidseitig) ausgezahlt und gemittelt;

jedesist 1 x 1 mm grof3 und 0.1 mm tief;

d.h. Volumen = 0.1 mm?3;

die mittlere Anzahl der Zellen in einem grol3en
Feld x 10* ergibt die Anzahl der Zellen in einem
cm? = 1ml.

Kulturwachstums-Charakteristik
Anlauf (lag) -phase
log-Phase

Plateau (Konfluenz),
transformierte Zellen halt
Wachstumsschranken, sondern bilden Foci.




B,'. Krammer: UE in-vifro Technik und ZeII,'kuItur SS 07

() wird gezahlt
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Techniken in der Zellbiologie

Fluoreszenzmessungen

Flow Cytometer: Analyse und Sortieren
Mikrotiterplattenfluorimeter

(Konfokales Laser-) Fluoreszenzmikroskop
Fluoreszenzspektrophotometer

Absorptionsmessungen
ELISA-Reader
Absorptionsspektrophotometer

Mikroskopie
Phasenkontrastmikroskop
(Raster-)Elektronenmikroskop
Fluoreszenzmikroskop w.o.

andere
Elektrophysiologische Messungen
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Cytotoxische Assays

MTT: Umsetzung von Tetrazolium-Salz
ZU blauem Formazan durch intakte
Mitochondrien;

TB: Trypan Blue Letalfarbung, zeigt
fehlende Membranintegritat an;

Pl: Propidium lodid, DNA-
Interkalierender Farbstoff, fluoresziert;

Live/Dead (Calcein AM und Ethidium
Homodimer) zum Nachweis von
lebenden (Calcein = Esterasen) und
toten (Ethidium Homodimer wie Pl)
Zellen, fluoresziert



Staining of fibroblasts with
Annexin V + Pl or

calceln + ethidium homodimer




Apoptose Pathways
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Kernfarbung: DAPI (Hoechst)

Struktur fur DAPI 3D-optimiert
H H H I:I
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4, 6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochlorid

A: Kontrolle; B: UV, C-F: photodyn. Behandlung



Fluoreszenz-Mikroskopie

Farbung von geschadigten Mitochondrien
mit Rhodamin

Kontrolle




Kontrolle

i

Farbung von
geschadigten
Intrazellularen
Membransystemen
von Fibroblasten mit

Low Light Imaging und Bildanalyse
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Zellzyklus — Messungen im FACS

Im Histogramm (Zellzahl/ events gegen DNA-
Menge) nach FACS-Analyse mindestens zwel

peaks:

G,/G,-peak (diploide Zellen)

G,-peak (postreplikativer Status).

Dazwischen Zellen mit intermediarem DNA-
Gehalt, welche gerade die Synthesephase des

Zellzyklus durchlaufen (S-Phase).

Counts

SubG1 measurement
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_ GO/G1 peak

G,/G,
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Sub-G,-Peak zeigt Kernfragmentierung

Apoptotische Zellen: Kondensation des
Chromatins, Fragmentierung der DNA und der
Kerne _, reduzierter DNA-Gehalt;

Anzahl von events in sub-G,- Bereich des
DNA-Histogramms bei einer Zellinie:
Quantifizierung von Apoptose.
Zellzyklus-Analyse: Zellen mit Ethanol fixieren,
DNA mit Pl farben und RNA (welche von Pl
auch gefarbt werden kénnte) mittels DNAse
freiler RNAse

entfernen.
SubG1 measurement
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