LRR/BUBCV
Cviceni z bunécné biologie
Uloha ¢islo 4

Téma: Pocitani bunék

Uvod:

Presné stanoveni poctu bunék ve vzorku je v biologickych a medicinskych oborech pro fadu
postupt nezbytné. Své nezastupitelné misto nachdzi napiiklad v hematologii pfi stanovovani
zastoupeni jednotlivych krevnich elementid ve vzorku krve. Pro urceni koncentrace bunék
v suspenzi se vyuzivaji dva zakladni piistupy. Prvni vyuziva specidlnich pocitacich komurek
ve spojeni se svételnou mikroskopii, druhy pfistup vyuZivd automatizovaného pocitani
za pomoci specidlnich ptistrojl.

Pocitaci komurky jsou tvofeny silnym podloznim sklem se dvéma vyrytymi pocitacimi sitémi
s ptesn¢ danou plochou a hloubkou. Jednou z nejcastéji vyuzivanych pocitacich komurek je
Biirkerova komurka. Pocitaci sit’ Biirkerovy komtrky je tvofena 9 velkymi Ctverci (kazdy
o ploge 1 mm?), které jsou dale rozd&leny do 16 mensich &tvercti (jejich plocha je 0,04 mm?)
(Obr. 1 a Tab. 1). Pii poc¢itani buné€k pomoci pocitaci komtirky je nejprve nanesen maly objem
testované suspenze mezi kryci a podlozni sklo. Takto pfipravend pocitaci komtrka se vlozi
do zorného pole svételného mikroskopu a po zaostfeni se mtiZze pfistoupit k samotnému
pocitdni cCastic. Pfi pocitdni mikroskopickych ¢astic pomoci pocitacich komtrek se
zapocitavaji pouze ty, které se nachdzeji uvnitt ¢tverce a Castice, které se z vnitini nebo vnéjsi
strany dotykaji dvou stanovenych stran (napf. horni a levd) (Obr. 2). Tim se zabrani dvojimu
pocitani ¢astic.

Pro stanoveni koncentrace ¢dstic v 1 ml suspenze se pouZziva vypocet:
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X... koncentrace bunék v suspenzi
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Obr. 1: Pocitaci sit’ Biirkerovy komurky.



Tab. 1: Velikost ttvard v pocitaci siti Biirkerovy komurky:

Rozméry Plocha Hloubka Objem
Velky ¢tverec 1 x1mm 1 mm” 0,1 mm 0,1 mm’
Ctverec A 0,2 x 0,2 mm 0,04 mm’ 0,1 mm 0,004 mm°®
Obdélnik B 0,05x02mm | 0,0l mm”> | 0, mm 0,001 mm’
Ctverec C 0,05 x 0,05 mm | 0,0025 mm” | 0,1 mm | 0,00025 mm’

Obr. €. 2.: Pravidlo pro pocitani ¢astic v pocitaci komtrce. Do celkového poctu Céstic se
zapocitavaji pouze ty, které leZi nebo se dotykaji 2 zvolenych stran, v tomto ptipad¢ horni a
leva (oznaceny Cern¢). Castice dotykajici se pravé a spodni strany nezapocitdvame (oznaceny
Sede).

Pfi automatizované analyze koncentrace bun€k v suspenzi jsou vyuZivdny specializované
pristroje. Princip méfeni bunck se u jednotlivych typu pfistroji lisi. Piikladem muze byt
elektronické pocitani ¢éstic, které je zaloZeno na nasdvani presného objemu bunécné suspenze
ve slabém elektrolytu uzkou Stérbinou mezi dvéma elektrodami. Prachod buiiky zpisobi
zvySeni odporu, coz vyvold elektricky impuls, ktery je pfistrojem zaznamenan.

Ukol: Stanoveni koncentrace bunék v suspenzi

Biologicky materidl: suspenze bunécné linie SF9
Chemikalie: PBS
Pomtcky: vortex, Biirkerova komtirka, automaticka pipeta + Spicky, svételny mikroskop

Postup:

1. Dobfe zhomogenizujte bunéénou suspenzi pomoci vortexu.

2. Napipetujte 15 ul bunécné suspenze na hranu kryciho skla Biirkerovy komiirky tak,
aby suspenze rovnomérné pokryvala celou pocitaci plochu komurky.
Biirkerovu komtirku vlozte do zorného pole mikroskopu a pii malém zvétSeni (4x)
nejprve najdéte pocitaci sit’.
Pti vétsim zvétSeni (20x) potom spocitejte bunky v 10 Ctvercich (Ctverec A).
Vypocitejte primérny pocet bun€k v 10 ¢tvercich.
Stanovte koncentraci bun¢k v 1 ml suspenze.
Poté bunécnou suspenzi 5x zied’te pridinim PBS a stejnym zpiisobem napipetujte
15 pl bunécné suspenze i do prostoru druhé pocitaci site.
8. Spocitejte buniky v 10 ctvercich, stanovte koncentraci bun¢k v 1 ml suspenze.

»

NoWns



9. Vysledky obou pocitini porovnejte.
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Pocet bunék 1.

Pocet bunék I1.

Priumérny pocet bunék v 10 ¢tvercich:

I.:

II.:

Vypocet koncentrace bunék v 1 ml suspenze:
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II.:

Otazky:

1. Jaké dalsi typy pocitacich komurek znédte? Uved’te n¢kolik piiklada.




