LRR/BUBCV
CviCeni z bunécné biologie

Uloha ¢&. 3
Téma:
Testy zivotaschopnosti
a
Pocitani bunék
Uvod:

PFi praci s burikami je jednim ze zakladnich sledovanych parametri stanoveni jejich
zivotaschopnosti (viability). Timto terminem se rozumi urCeni poméru zivych a
mrtvych bunék v populaci. Testovani zivotaschopnosti je nezbytné pfi urCovani
cytotoxického ucinku nékterych latek, pfi bézné praci s bunécnymi kulturami nebo
napfiklad v kryobiologii, ktera se zabyva ucinkem nizkych teplot na zivé organismy,
organy a bunky.

Prvni skupina metod pro analyzu viability je zalozena na neporuSenosti a
selektivni propustnosti plazmatické membrany zivé bunky, ktera vyuziva barviv
s nizkou molekulovou hmotnosti nesoucich kladny nebo zaporny naboj. Tyto
slouCeniny mohou prochazet pouze pfes poruSenou membranu mrtvych bunék,
zatimco zivé bunky zlstavaji nezbarvené, nebot jejich intaktni membrana barvivo
nepropusti. Tuto skupinu metod muzeme rozdélit na testy kolorimetrické a
fluorescenéni. Prikladem barviva vyuzivaného pro kolorimetrické stanoveni bunécné
viability muze byt napfiklad methylenova modi (Obr. 1A). Zastupcem barviv
vyuzivanych pro fluorescencéni stanoveni zivotaschopnosti je propidium jodid (Obr.
1B).
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Obr. 1: chemicka struktura methylenové modfi (A) a propidium jodidu (B).

DalSi skupinu pak mohou tvofit metody studia zivotaschopnosti bunék
zaloZzené na detekci funk&niho metabolismu. Principem téchto metod je schopnost
Zivé bunky metabolizovat substrat na derivat, ktery je nasledné mozné detekovat. Na
tomto principu je postaven napfiklad test Zivotaschopnosti bunék pomoci FDA
(fluorescein diacetat). FDA (Obr. 2A) je nepolarni latka, ktera snadno prostupuje
plazmatickou membranou. V Zivych burikach je poté FDA metabolizovan na vysoce



polarni fluorescein (Obr. 2B), pro ktery je jiz membrana dale nepropustna, a proto
dochazi kjeho hromadéni uvnitf buriky. Molekula fluoresceinu se vyznacuje
fluorescenci, kterou je mozné nasledné detekovat. Excitacni vinova délka zareni pro
fluorescein je 490 nm, po ozafeni svétlem o této vinové délce dochazi k emisi zareni
o vinové délce 513 nm.
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Obr. 2: chemicka struktura fluorescein diacetatu (A) a fluoresceinu (B).

Na podobném principu je zaloZeno takeé testovani viability za pomoci calceinu
AM. Acetomethoxy derivat calceinu je hydrofobni slou€enina, ktera snadno prochazi
pfes membranu Zivych, intaktnich bunék. Hydrolyzou calceinu AM intracelularnimi
esterasami vznika calcein, hydrofilni silné fluorescencni slou€enina (Excitacni/emisni
vinova délka calceinu je 495/515 nm).

DalSi nezbytnou dovednosti pfi praci v biologickych a medicinskych oborech je
pfesné stanoveni poCtu bunék ve vzorku. Své nezastupitelné misto nachazi
napfiklad v hematologii pfi stanovovani zastoupeni jednotlivych krevnich elementl ve
vzorku krve.

Pro urCeni koncentrace bunék v suspenzi se vyuZzZivaji dva zakladni pfistupy. Prvni
vyuziva specialnich pocitacich komuarek ve spojeni se svételnou mikroskopii, druhy
pfistup vyuziva automatizovaného pocitani za pomoci specialnich pfistroju.

Pocitaci komUrky jsou tvofeny silnym podloznim sklem se dvéma vyrytymi
poCitacimi sitémi s pfesné danou plochou a hloubkou. Jednou z nejCastéji
vyuzivanych pocitacich komurek je Burkerova komurka. Pocitaci sit Burkerovy
komurky je tvofena 9 velkymi &tverci (kazdy o plose 1 mm?), které jsou dale
rozdéleny do 16 mensich &tvercu (jejich plocha je 0,04 mm?) (Obr. 3 a Tab. 1).

Pfi pocitani bunék pomoci pocitaci komUrky je nejprve nanesen maly objem
testované suspenze mezi kryci a podlozni sklo. Takto pfipravena pocitaci komurka
se vlozi do zorného pole svételného mikroskopu a po zaostfeni se mize pfistoupit
k samotnému pocitani ¢astic. Pfi poCitani mikroskopickych ¢astic pomoci pocitacich
komUrek se zapocitavaji pouze ty, které se nachazeji uvnitf tverce a Castice, které
se z vnitini nebo vnéjSi strany dotykaji dvou stanovenych stran (napf. horni a leva)
(Obr. 4). Tim se zabrani dvojimu pocitani ¢astic.



Pro stanoveni koncentrace €astic v 1 ml suspenze se pouziva vypocCet:
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X... koncentrace bunék v 1 ml suspenze

a... stanoveny pocet bunék

n... poCet opakovani (pocet spocitanych ¢tvercu)
V... objem pocitaného utvaru

X

Obr. 3: Pocitaci sit Biirkerovy komurky.

Tab. 1: Velikost utvart v pocitaci siti Blirkerovy komarky.

Rozmeéry Plocha | Hloubka Objem
Velky étverec 1x1mm 1 mm? 0,1 mm 0,1 mm®
Ctverec A 02x02mm | 0,04mm? | 0,1mm | 0,004 mm®
Obdélnik B 0,05 x0,2 0,00 mm? | 0,1mm | 0,001 mm®
mm
Ctverec C 0,05 x 0,05 0,0025 0,1 mm | 0,00025 mm?®
mm mm?
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Obr. 4. Pravidlo pro pocitani ¢astic v pocitaci komdirce. Do celkového poctu ¢astic se
zapocitavaji pouze ty, které lezi nebo se dotykaji dvou zvolenych stran, vtomto
pfipadé horni a levé (oznaceny éerné). Castice dotykajici se pravé a spodni strany
nezapocitavame (oznaceny Sedé).



Pfi automatizované analyze koncentrace bunék v suspenzi jsou vyuzivany
specializované pfistroje. Princip méfeni bunék se u jednotlivych typl pfistroju lisi.
Pfikladem muaze byt elektronické pocitani Castic, které je zalozeno na nasavani
pfesného objemu bunécné suspenze ve slabém elektrolytu uzkou Stérbinou mezi
dvéma elektrodami. Prachod buriky zpuUsobi zvySeni odporu, coz vyvola elektricky
impuls, ktery je pfistrojem zaznamenan.

Ukol &. 1: Stanoveni zivotaschopnosti Saccharomyces cerevisiae barvenim
methylenovou modfFi

Material: kvasinkova suspenze Saccharomyces cerevisiae (kvasinka pivni) ve
vodném roztoku sacharézy

Chemikalie: 0,1% vodny roztok methylenové modfi
Pomdcky: pipeta, svételny mikroskop a mikroskopické potieby
Postup:

1. Na vortexu zhomogenizujte suspenzi kvasinek.

2. Na podlozni sklo naneste kapku kvasinkové suspenze (20 ul) a smichejte ji
s kapkou methylenové modfi (10 pl).

3. Suspenzi kvasinek nechte s barvivem inkubovat 2 minuty a poté prekryjete
krycim skliCkem.

4. Pod mikroskopem pfi zvétSeni objektivu 40x spocitejte v deseti zornych polich
zbarvené a nezbarvené bunky. Po¢ty zaznamenejte do tabulky a ze zjiSténych
hodnot stanovte viabilitu bunék.

Pro stanoveni procentualni viability bunék se pouziva vzorec:
% Zivotaschopnost = (pocet Zivych bunék / celkovy po€et bunék) x 100

5. Zjisténé hodnoty porovnejte s hodnotami svych spoluzaki a srovnani uvedte
do protokolu.

Stanoveni zivotaschopnosti Saccharomyces cerevisiae

Zorné pole 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. | 10. | prmér

Pocet Zivych
bunék

Pocet mrtvych
bunék

Vypocet %
Zivotaschopnosti




Ukol &. 2: Stanoveni vlivu vysokych a nizkych teplot na Zzivotaschopnost
Saccharomyces cerevisiae

Material: kvasinkova suspenze Saccharomyces cerevisiae (kvasinka pivni) ve
vodném roztoku sachardzy

Chemikalie: 0,1% vodny roztok methylenové modfi
Pomdcky: pipeta, svételny mikroskop a mikroskopické potieby
Postup:

1. Na vortexu zhomogenizujte suspenzi kvasinek.

2. Pripravte si 2 zkumavky eppendorf a popiste je svymi inicialami.

3. Do kazdé nepipetujte 500 pl kvasinkové suspenze.

4. Jednu zkumavku ponofte na 20 minut do nasoby s tekutym dusikem, druhou

na 15 minut do vodni lazné predehraté na 90 °C.

Po uplynuti doby inkubace naneste kapku kvasikonkové suspenze (20 pl) na

podlozni sklo a smichejte ji s kapkou methylenové modfi (10 ul).

6. Suspenzi kvasinek nechte s barvivem inkubovat 2 minuty a poté prekryjete
krycim sklickem.

7. Pod mikroskopem pfi zvétSeni objektivu 40x spocitejte v deseti zornych polich
zbarvené a nezbarvené bunky. PoCty zaznamenejte do tabulky a ze zjiSténych
hodnot stanovte viabilitu bunék.

8. Zjisténé hodnoty opét porovnejte s hodnotami svych spoluzaki a srovnani
uvedte do protokolu.

o

Stanoveni zivotaschopnosti Saccharomyces cerevisiae (tekuty dusik)

Zorné pole 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. | 10. | primér

Pocet Zivych
bunék

Pocet mrtvych
bunék

Vypocet %
Zivotaschopnosti

Stanoveni zivotaschopnosti Saccharomyces cerevisiae (90 °C)

Zorné pole 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. | 10. | prumér

Pocet Zivych
bunék

Pocet mrtvych
bunék

Vypocet %
Zivotaschopnosti




Ukol é. 3: Stanoveni koncentrace bunék v suspenzi

Biologicky material: suspenze bunécné linie Sf9

Chemikalie: PBS

Pomdlcky: vortex, Burkerova komuUrka, automaticka pipeta + Spicky, svételny
mikroskop

Postup:

1. Dobfe zhomogenizujte bunéfnou suspenzi pomoci vortexu.

2. Napipetujte 15 pl bunécné suspenze na hranu kryciho skla Blrkerovy komurky
tak, aby suspenze rovhomérné pokryvala celou pocitaci plochu komurky.

3. Birkerovu komurku vlozte do zorného pole mikroskopu a pfi malém zvétseni
objektivu (4x) nejprve najdéte pocitaci sit.

4. Pfi vétSim zvétSeni objektivu (10x) potom spocitejte bunky v 10 Ctvercich
(Ctverec A).

5. Vypoditejte primérny pocet bunék v 10 &tvercich.

6. Stanovte koncentraci bunék v 1 ml suspenze.

7. Poté bunétnou suspenzi 5x zfedte pfidanim PBS a stejnym zpUsobem
napipetujte 15 pl bunécné suspenze i do prostoru druhé pocitaci sité.

8. Spocitejte bunky v 10 ¢tvercich, stanovte koncentraci bunék v 1 ml suspenze.

9. Vysledky obou pocitani porovnejte.

1. 1 2. | 3. |4 |5 |6.|7. |8 |9 |10.| celkem

Pocet bunék

Pdvodni
koncentrace

Pocdet bunék

Zfedéna
suspenze

Vypocet koncentrace bunék v 1 ml suspenze:

Otazky:

1. Vysvétlete rozdily mezi principy pfi urCovani Zivotnosti bunék pomoci barveni
methylenovou modfi a FDA, zaméfte se na vztah propustnosti plazmatické
membrany k pouzitym barvivim. Zdlvodnéte, ktera z pouzitych metod barvi zivé
a ktera nezivé buriky.

2. Jaké dalSi typy pocitacich komurek znate? Uvedte nékolik pfikladd.



