Collagen (Ratte)

Aus Rattenschwanzsehnen
Lyophilisat, steril
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Stabil bei 2-8°C

Produktiibersicht

Lyophilisat, steril.

Herstellung Das Collagen wird aus Rattenschwanzsehnen nach
einer modifizierten Methode von Bornstein gereinigt
(1, 2). Collagen aus Rattenschwanz besteht tiber-

wiegend aus Typ | Collagen.

Rekonstitution Es wird empfohlen, das Lyophilisat in steriler 0,2% Essig-
saure (v/v), zu l6sen. Fir die Herstellung von Collagen-

Gelen sollte der Inhalt der Flasche in je 3,3 ml 0,20 steri-
ler Essigsaure (v/v) gel6st werden. Dies ergibt eine End-

konzentration von 3 mg/ml.

Fir die Beschichtung von Kulturschalen kann die
Lésung auf 1-2mg/ml weiter verdiinnt werden.

Hinweis: Zum Lésen die Essigsaure nur Gber das
Lyophilisat gief3en, nicht einriihren, einigen Stunden ste-
hen lassen, bis es sich gel6st hat. Zum vollstandigen
Losen des Produkts kann eine Inkubationszeit bis zu

24 h bei 15-25°C notwendig sein.

Biologische Das Collagen wird auf seine Fahigkeit getestet, die

Aktivitit Anheftung von humanen Nabelschnurendothelzellen zu
férdern.

Arbeits- Die empfohlene Anwendungskonzentration fir die

konzentration Beschichtung von KulturgefdRRen ist 5 wg/cm?

Fir die Herstellung von Collagengelen wird eine End-
konzentration von 2-3mg/ml eingestellt.

Speziesspezifitit Collagen (Rattenschwanz) ist bei den meisten Sduger-

zellen wirksam.

Collagen (Rattenschwanz) wird als Substrat zur Kulti-
vierung von Zellen eingesetzt.

+ Collagen (Rattenschwanz) wird zur Beschichtung von
- Oberflachen (KulturgefaRRe, Objekttréager, Deck-
glaser, etc.) oder zur
- Herstellung von Collagengelen verwendet.

Anwendung .

Lagerung/StabilitatStabil bei 2-8°C bis zu dem auf dem Etikett aufgedruck-
ten Verfallsdatum.

Hinweis: Die rekonstituierte Losung in steriler Essig-
séure ist bei 2-8°C stabil.

Protokolle und benétigte Materialien

Beschichtung von Zellkulturschalen

Uberblick Rattenschwanz-Collagen ist fiir die Kultivierung von Zel-
len wichtig, die fur Wachstum und Proliferation ein Sub-
strat benétigen. Als Substrat wird Collagen entweder als
dinner aufgetrockneter Collagen-Film oder als hydrati-
siertes Collagen-Gel eingesetzt (3-12).

Ein diinner Collagen-Film wird hergestellt, indem man
die Collagen-Loésung auf der Oberflache einer Petri-
schale verteilt und lufttrocknen I&sst.

Zusatzlich + sterile 0.2% Essigséure (v/v)

benétigte + Medium oder Puffer zum Waschen

Reagenzien

0303.111997140®

Protokoll

Beschichtung von Zellkulturschalen mit Collagen (=
Collagen-Film).

Schritt Aktion

1 Jedes Geféal3 mit lyophilisiertem Collagen in
5 ml steriler 0,2% Essigséure (v/v) l6sen
(=2 mg/ml Collagen-Ldsung).

2 |25 plper 1 cm? (2 mg/ml) der zu beschichten-
den Oberflache in das KulturgefaR pipettie-
ren(5 wg/cm?).

Hinweis: Die Menge kann je nach Bedarf
erhoht oder reduziert werden.

3 Die Collagen-Ldsung vorsichtig mit einem ste-
rilen Gummischaber (iber die Oberflache des
KulturgefaRes verteilen.

4 Die aufgetragene Schicht 1h bei 15-25°C in
der sterilen Werkbank lufttrocknen.

5 |Es ist empfehlenswert, die beschichtete Ober-
flache mit Medium oder Puffer zu splen.

6 Die Kulturschalen kénnen sofort benutzt oder
unter sterilen Bedingungen gelagert werden.

Herstellung von Collagen-Gelen

Uberblick

Arbeitshinweise

Zusatzlich bend-
tigte Reagenzien
und Ausriistung

Collagen-Gele kdnnen durch verschiedene Verfahren
hergestellt werden. Bei einer Methode wird die Colla-
gen-Lésung Ammoniakddmpfen ausgesetzt (s. Methode
1), bei einer weiteren der pH-Wert und die lonenstérke
der ist das Rattenschwanz-Collagen-Gel ein leichtes
und nttzliches System. Beide Verfahren werden im fol-
genden beschrieben; alle Arbeiten sollten in einer Lami-
nar-Flow-Box (sterile Werkbank) durchgefiihrt werden.

* Um die Bildung eines homogenen Gels zu ermdgli-
chen und die Klumpenbildung zu vermeiden, sollten
die Kulturschalen wéhrend der Gelbildung nicht oder
nur sehr vorsichtig bewegt werden

» Nach Anheftung der Zellen kann das Gel mit einer
sterilen Pipettenspitze vom KulturgefaR abgeldst wer-
den. Das Gel schwimmt dann frei im Medium.

« sterile 0,2% Essigséaure (v/v), pH 3,0 oder 1T mM Salz-
sdure, pH 3

» Phenolrot (optional)

* 25% Ammoniaklésung (v/v)
» Zellkulturmedium

* 35 mm Petrischalen

* 60 mm Petrischalen




Methode 1

Schritt

Aktion

1

Jedes Gefald in 3,3 ml steriler 0,2% Essigsaure
(v/v), pH 3,0 oder 1 mM Salzséure, pH 3,0
l6sen (=3 mg/ml Collagen-L6sung).
Hinweis: Bei Zugabe von 2 pl/ml Phenolrot ist
die pH-Anderung leichter zu kontrollieren.

Losung tiber Nacht aufquellen lassen.

Davon je 100 wl/cm?in die Kulturschalen
pipettieren.

Hinweis: Dies ergibt ein Collagen-Gel von 1
mm Schichtdicke

Collagen-Lésung dem Ammoniak-Dampf bei
15-25°C oder bei 37°C aussetzen.

Fur eine 35-mm-Petrischale z.B. ergibt sich

folgende Mengenberechnung:

* 1 ml Collagen-Lésung in eine 35-mm-Petri-
schale pipettieren.

* 100 pl 25% Ammoniakldsung (v/v) in eine
60 mm-Petrischale pipettieren.

* Kleinere Schale in groRere setzen, Deckel
schlieRen.

Hinweis: |st Phenolrot in der Collagen-Lésung

enthalten, kann die Anderung des pH-Wertes

an dem Farbumschlag sofort abgelesen wer-

den.

» Ohne pH-Indikator die 35-mm-Petrischale
nach max. 2 min herausnehmen.

Hinweis: Zeit abhangig von der Schichtdicke.

Nach etwa 2 min sollte das Gel sich verfestigt
haben.

Gel mit ausreichender Menge Medium 30 min
aquilibrieren.

Hinweis: Es ist notwendig Uberschissige
Ammoniaklosung zu entfernen, da diese auf
Zellen toxisch wirkt. Eine ldngere Aquilibrati-
onszeit ist fur dickere Gele notwendig

Uberschissiges Medium absaugen.

Zellen auf das Gel ausséen.

Zusétzlich
bendtigte
Reagenzien .

+ sterile 0,2% Essigséure (v/v), pH 3.0 oder 1 mM Salz-
séure,
10 x (5 x) konzentriertes steriles Medium, mit

pH 3,0.

Natriumbikarbonat, pH 74,

*+ 02M

getestet in der Gewebekultur, 1:5 mit sterilem doppelt

Hepes, steril, (10fach), pH 73 [1 M Hepes*,

dest. Wasser verdiinnen]

Methode 2

Schritt

Aktion

1

Das Lyophilisat eines jeden GefaRes in 3,3 ml
steriler 0,2% Essigsadure, pH 3,0 oder 1 mM
Salzsaure, pH 3,0, l6sen (= 3mg/ml Collagen-
Lésung).

Folgende Lésungen bei 2-8°C mischen, Bil-

dung von Luftblasen vermeiden:

* 1 (bzw. 2) Teile steriles 10fach (bzw. 5fach)
konzentriertes Medium, mit Natriumbikarbo-
nat, pH 74,

+ 1 Teil steriles 0,2 M Hepes (10fach), pH 73
[1 M Hepes*, getestet in der Gewebekultur,
1:5 mit sterilem doppelt dest. Wasser ver-
diinnen].

* 8 (bzw. 7) Teile sterile Collagen-Ldsung.

Hinweis: Die Mischung bleibt fllissig bei 2-

8°C.

100 wl/cm? dieser neutralisierten Collagen-
Lésung in das Kulturgefald pipettieren.
Hinweis: Dies ergibt ein Collagen-Gel von
1mm Schichtdicke.

Zum Gelieren die Lésung ca. 2-3 h bei 15-
25°C oder bei 37°C und 95% relativer Luft-
feuchtigkeit inkubieren.

Hinweis: Die Kulturschalen konnen bei 2-8°C
unter sterilen

Bedingungen gelagert werden.

Vor Gebrauch sollte das Gel mit Kulturmedium
15 min &quilibriert werden.

Zellen wie gewdhnlich ausséen.

Subkultivierung
der Zellen

Kultivierung von
Zellen in Collagen-
gelen

Literatur

Fur die Subkultivierung der Zellen kann das Collagengel
mit Collagenase (z.B. 0,1% Collagenase A* in HBSS, 10-
20 min, bei 37°C) verdaut werden.

Die Zellen werden danach abzentrifugiert. Wenn die
Zellen erneut auf Collagen kultiviert werden sollen, mis-
sen sie vollstandig frei von Collagenase gewaschen wer-
den.

Hinweis: Falls die Zellen noch in Aggregaten vorliegen,
kénnen Einzelzellsuspensionen durch weitere Behand-
lung mit Trypsin/EDTA* oder Dispase* gewonnen wer-
den.

Sollten die Zellen im Collagengel kultiviert werden, so
werden die Zellen in Medium einer 100fach héheren
Konzentration suspendiert. 1 Teil Zellsuspension wird
dann mit 100 Teilen neutralisierter nach Methode 2 her-
gestellter Collagenlosung bei 2-8°C gemischt. Ein geeig-
netes Aliquot wird dann in das Zellkulturgefaf3 pipettiert
und bei 15-25°C oder 37°C inkubiert. Medium wird,
sobald wie méglich, nachdem das Gel sich verfestigt
hat, zugegeben.

* Hinweis: Das Verhéltnis Zellsuspension zu Collagen-

l6sung kann variiert werden. Aber das fiihrt zu einer
Veranderung der Gelkonsistenz.
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