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2.	ΥΛΙΚΑ	ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΩΝ

ΑΝΑΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ

ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ	ΘΕΣΣΑΛΙΑΣ
ΤΜΗΜΑ	ΒΙΟΧΗΜΕΙΑΣ	ΚΑΙ	ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ

Νικόλαος	Μπαλατσός

Διαχωρισμός ιστού σε κύτταρα
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Κυτταρική επικόλληση

Συγκράτηση κυττάρων σε καλλιέργεια

Τα κύτταρα σε μονόστιβες καλλιέργειες 

συγκρατώνται μεταξύ τους και με το υπόστρωμα (substratum)

με μυκοπρωτεϊνες και με κολλαγόνο (μερικές φορές).

Συχνά απαιτείται και η παρουσία δισθενών ιόντων (Ca2+, Mg2+)

Φυσιολογικά κύτταρα σε μονόστιβη καλλιέργεια
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-Θρυψίνη
είτε καθαρή, είτε μίγμα με χυμοθρυψίνη και ελαστάση

-Προνάση 
κυρίως σε πρωτογενείς καλλιέργειες

-Κολλαγενάση
κυρίως σε καλλιέργειες κλώνων

-Δισπάση
Ουδέτερη πρωτεάση από Bacillus polymyxa.  
Χρήση κυρίως για διάσπαση ιστών.  Απαιτεί παρουσία Ca2+. 

-EDTA.

ή...

Ο διαχωρισμός των κυττάρων από ιστό ή από 
μονόστιβη καλλιέργεια γίνεται με διαλύματα πρωτεασών:

Τεχνικές διαχωρισμού κυττάρων (Ι)

...ή με μηχανικά μέσα
όταν η χρήση θρυψίνης δεν είναι επιθυμητή λόγω:

α.  Μελέτες στην κυτταρική μεμβράνη, 
λόγω απώλειας μεμβρανικών πρωτεινών 
(γλυκοπρωτεινών και αντιγόνων)

β.  Κινητικές δράσης φαρμάκων, ραδιοιχνηθετών, ορμονών, κ.λπ

Τεχνικές διαχωρισμού κυττάρων (ΙΙ)
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Ισότονο διάλυμα ανοργάνων αλάτων, 

υδατάνθρακας (πηγή άνθρακα), 

δείκτης (συνήθως ερυθρό της φαινόλης)

Βάση διαλυμάτων

Φυσικοχημικές	ιδιότητες

pH
CO2 και	όξινο	ανθρακικό	Na
Ρυθμιστική	ικανότητα
Οξυγόνο
Ισοτονικότητα	/	Οσμωμοριακότητα
Θερμοκρασία
Ιξώδες
Επιφανειακή	τάση,	άφριση
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pH

pH	7.4
Ινοβλάστες	pH	7.4	- 7.7
Μετασχηματισμένα	pH	7.0	- 7.4
Επιδερμικά	pH	5.5

Δείκτης
Ερυθρό της φαινόλης
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Ρυθμιστικό	σύστημα	pH

Εναλλακτικά:

Tris	(Tris-hydroxymethyl	aminomethane)
NaH2PO4 - Na2HPO4
HEPES	(4,2-hydroxymethyl-1-piperazine	ethanesulfonic	acid)

HCO3
− +	H2O H2CO3 +	HO− H2O + CO2 + H+

NaHCO3 Na+ +	HCO3
−

CO2

Κυρίως	το	σύστημα	H2CO3-NaHCO3	(pKa	6.3/37oC)
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Ωσμωτική συγκέντρωση υλικών για εξασφάλιση 
ισοτονικότητας και ρύθμισης μεταβολισμού κυττάρων

Ωσμωτική συγκέντρωση (osmolality),
σε 1000g διαλύτη, mOsm/kg H2O

Ωσμωτικότητα (osmolarity), 
σε 1000ml διαλύματος, mOsm/l 

mOmol: 6,023x1023 ωσμωτικά ενεργά σωμάτια σε υδατικό δ/μα
1mOsm/kg ελαττώνει το σημείο πήξεως κατά 

0,001858οC.  
Στους 38oC ισοδυναμεί με 19mmHg

Ισοτονικότητα

Ισοτονικότητα βασικών υλικών καλλιεργειών
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Υλικά κυτταροκαλλιεργειών

Ρυθμιστικά διαλύματα Earle’s, Hanks’
Σύνθετα διαλύματα.  Φυσιολογικό περιβάλλον, 

διατήρηση ουσιωδών μεταβολικών λειτουργιών

Βάση διαλυμάτων: Ισότονο διάλυμα ανοργάνων αλάτων, 
υδατάνθρακας (πηγή άνθρακα), 
δείκτης (συνήθως ερυθρό της φαινόλης)

Ρυθμιστικό σύστημα pH: Κυρίως το σύστημα H2CO3-NaHCO3 (pKa 6.3/37oC)

Ισοτονικότητα: Οσμωτική συγκέντρωση υλικών για εξασφάλιση 
ισοτονικότητας και ρύθμισης μεταβολισμού κυττάρων

NaHCO3 Na2+ + HCO3

HCO3 + H2O H2CO3 + HO- H2O + CO2 + HO-

Τα ισορροπημένα διαλύματα αλάτων 
(Balanced Salt Solutions, BSS) των Earle και Hanks
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Σύνθετα υλικά, ΒΜΕ, ΜΕΜ, Μ199
Ειναι τα διαλύματα των Earle ή Hanks εμπλουτισμένα 

σε αμινοξέα, βιταμίνες και αλλα προϊόντα (ορός, αλβουμίνη, κ.α)
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Σύσταση και τροποποιήσεις 
υλικών του Eagle

Ισορροπία Αζώτου
Αντιστρεπτός εκφυλισμός, θάνατος
Μη απαραίτητα αρχικά, 
Απαραίτητα για συνεχείς καλλιέργειες
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Ο ρόλος του ορού (serum), Ι
Βασικό συστατικό των υλικών.

Ρόλος στη ρύθμιση λειτουργιών κυττάρου, 
εξουδετέρωση προσμίξεων υλικού

Κίνδυνος επιμόλυνσης από ορό.  
Αποφυγή με αδρανοποίηση (45oC/30min ή 56oC/10min),
όμως αδρανοποιούνται και αυξητικοί παράγοντες. 

Οροί που χρησιμοποιούνται:
-ανθρώπινος (υγιείς αιμοδότες)
-προβάτου (υγιή νεαρά ζώα μέχρι 6 μηνών)
-αλόγου (νεαρά ζώα σε ελεγμένη δίαιτα)
-κότας (νεαρά υγιή κοτόπουλα)
-μοσχαριού (έμβρυα, Fetal Bovine Serum, FBS)

νεογέννητα, Νewborn Bovine Serum, NBS
νεαρά ζώα μέχρι 8 μηνών, Donor Bovine Serum, DBS)
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Μειονεκτήματα:
1.  Ελλειψη επαναληψιμότητας ποιότητας
2.  Κίνδυνος επιμόλυνσης από ορό.  

Αποφυγή με αδρανοποίηση (45oC/30min ή 56oC/10min),
όμως αδρανοποιούνται και αυξητικοί παράγοντες. 

Οροί που χρησιμοποιούνται:
-μοσχαριού (έμβρυα, Fetal Bovine Serum, FBS)

νεογέννητα, Νewborn Bovine Serum, NBS
νεαρά ζώα μέχρι 8 μηνών, Donor Bovine Serum, DBS)

-προβάτου (υγιή νεαρά ζώα μέχρι 6 μηνών)
-αλόγου (νεαρά ζώα σε ελεγμένη δίαιτα)
-κότας (νεαρά υγιή κοτόπουλα)
-ανθρώπινος (υγιείς αιμοδότες)

Ο ρόλος του ορού, ΙΙ
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Ανακαλλιέργεια, subculture

Χρόνος, ημέρες

Φάσεις ανάπτυξης

24h 48h  72h 168h

Κύτταρα NRK

log phase mid-log phase late log phasenew monolayer
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Καμπύλη ανάπτυξης

Κύτταρα που αναπτύσσονται 
σε εναιώρημα (suspension)

Τα κύτταρα όταν πολλαπλασιασθούν αρκετά και ξεπεράσουν 
έναν αριθμό (κύτταρα/ml), ο οποίος μεταβάλλεται με τη σειρά,
πρέπει να μοιρασθούν σε περισσότερο χώρο.

Προσθήκη ερυθρού της φαινόλης, ως δείκτη. 

Ανακαλλιέργεια (subculture)

Χρόνος, ημέρες
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Κριτήρια Ανακαλλιέργειας

1. Πυκνότητα καλλιέργειας

2. Εξάντληση υλικού καλλιέργειας

3. Χρόνος από τελευταία ανακαλλιέργεια

4. Απαιτήσεις σε άλλες διεργασίες

Κύτταρα που αναπτύσσονται 
σε εναιώρημα (suspension)

Τα κύτταρα όταν πολλαπλασιασθούν αρκετά και ξεπεράσουν 
έναν αριθμό (κύτταρα/ml), ο οποίος μεταβάλλεται με τη σειρά,
πρέπει να μοιρασθούν σε περισσότερο χώρο.

Προσθήκη ερυθρού της φαινόλης, ως δείκτη. 

Ανακαλλιέργεια (subculture)

Χρόνος, ημέρες
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+ +

Κύτταρα που αναπτύσσονται 
σε εναιώρημα (suspension)

Ανακαλλιέργεια (subculture)

Συγκράτηση κυττάρων σε καλλιέργεια

Τα κύτταρα σε μονόστιβες καλλιέργειες 

συγκρατώνται μεταξύ τους και με το υπόστρωμα (substratum)

με μυκοπρωτεϊνες και με κολλαγόνο (μερικές φορές).

Συχνά απαιτείται και η παρουσία δισθενών ιόντων (Ca2+, Mg2+)

Φυσιολογικά κύτταρα σε μονόστιβη καλλιέργεια
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Ανακαλλιέργεια - Θρυψινοποίηση

Ανακαλλιέργεια - Θρυψινοποίηση
Μονόστιβο ταπήτιο κυττάρων NRK

Πριν τη θρυψινοποίηση Πλύση με D-PBSA/EDTA Προσθήκη θρυψίνης/37οC
Εικόνα αμέσως μετά 
αφαίρεση της θρυψίνης (0΄)

1΄ μετά την αφαίρεση 5΄ μετά την αφαίρεση 10΄ μετά την αφαίρεση
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Ανακαλλιέργεια

Ανακαλλιέργεια
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Ανακαλλιέργεια

Συνεχής ανακαλλιέργεια (passage)
Ανακαλλιέργεια κυτταροκαλλιεργειών για απεριόριστο χρόνο

Οι καλλιέργειες αυτές είναι γνωστές και ως «κυτταρικές σειρές».

Οι σειρές εξασφαλίζουν σχετικά:
ομοιόμορφο κυτταρικό πλυθησμό
επαναληπτικότητα βιολογικών πειραμάτων.

Δεν αντικαθιστούν τις πρωτογενείς καλλιέργειες 
γιατί η απώλεια χρωμοσωμικού υλικού λόγω των συνεχών
ανακαλλιεργειών οδηγεί σε εξαλλαγή (transformation)
και αλλαγή συμπεριφοράς.
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Πρωτογενής καλλιέργεια

Δευτερογενής καλλιέργεια

Κυτταρική σειρά

Στέλεχος (Cell strain)
ή

Κλώνος (clone)

Επιλογή (selection)
Απομόνωση (cloning)

Πρότυπη σειρά και τυποποιημένα στελέχη (CCL)

Αποταμιευμένη σειρά (CRL)

Κυτταρικές σειρές

Η Αμερικανική Εταιρεία Συλλογής και Τυποποίησης, 
American Type Culture Collection, ATCC

Η κύρια πηγή διάθεσης κυτταρικών σειρών.

Κριτήρια για να συμπεριληφθεί μια σειρά στην ATCC:
1.  Τα κύτταρα να έχουν ένα χαρακτηριστικό

που τα ξεχωρίζει από αυτά άλλων σειρών.
2.  Η σειρά να έχει αναφερθεί και χρησιμοποιηθεί

στη βιβλιογραφία.
3.  Τα κύτταρα να έχουν κατάλληλη διάρκεια ζωής

για διευκόλυνση των in vitro πειραμάτων.
4.  Τα κύτταρα να μην μεταφέρουν μολυσματικούς παράγοντες.
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Μέτρηση κυττάρων
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Μέτρηση κυττάρων

Μέτρηση κυττάρων

3mm

0,1 mm
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3mm

0,1 mm

Αιμοκυττόμετρο, Πλακίδιο Neubauer
V = 1mm2 × 0.1mm = 0.1mm3 ó
ó V = 10-4cm3 ó
ó V = 10-4 ml

Άρα, 6 κύτταρα × 104 ml =
= 6 × 104 κύτταρα/ml 

Μέτρηση κυττάρων

V = 10-4 ml

http://www.dnatube.com/video/3902/Cell-Counting-Attached-cell

1 2

3 4

Μέτρηση κυττάρων


