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Cviceni z buné¢né biologie
Uloha ¢islo 7

Téma: Testy zivotaschopnosti bunék

Uvod:

Zivotaschopnost bunék je jednim ze zdkladnich parametr(l, které jsou pii praci s bunéénymi
kulturami posuzovany. Testovani Zivotnosti a cytotoxicity je zaloZeno na meétfeni podilu
zivych a mrtvych bunék v populaci. Kuréeni Zivotnosti bun€k se pouZivaji nejcastéji
fluorescencni a kolorimetrické testy, dal$i moZnosti jsou testy vyuzivajici radionuklidy.

Jednou ze skupin metod hodnoceni viability je sledovéani Zivotnosti bunék po ptisobeni barviv
jak klasickych, jako je naptiklad methylenova ¢i trypanova modf, nebo fluorescenénich préb.
Principem metody je selektivni propustnost plazmatické membrany Zzivé bunky
za predpokladu plné€ zachované membrdnové i1 funkéni aktivity bunky. Methylenova modf
prostupuje pouze do mrtvych buné€k s narusenou strukturou plazmatické membrany a nasledné
se uvnité buiiky hromadi, tim lze odligit Zivé buiiky od mrtvych. Zivé buiiky s intaktni
plazmatickou membranou zustdvaji totiZz nezbarvené, nebo jsou jen velmi slabé zbarvené,
protoze methylenovd modft plazmatickou membranou neprochdzi.

Dal$im moZnym zptisobem urovani Zivotnosti je detekce funkéniho metabolismu bunék.
V piipad¢ tohoto pfistupu jde o zjiStovani piitomnosti produktu metabolismu, ktery ma jiné
vlastnosti nez substrdt z n¢hoZ vznikd. Principem téchto testli je tedy schopnost Zivé bunky
metabolizovat substrdt na derivat, ktery je moZno ndsledné¢ detekovat ¢i kvantifikovat
napiiklad métenim fluorescence. Na tomto principu je postaven také test Zivotnosti bunék
pomoci FDA (fluorescein diacetdt). FDA je nepoldrni latka, kterd snadno prochdzi
pies plazmatickou membrinu. V Zivych bunkéch je vSak metabolizovdna na vysoce polarni
fluorescein, pro ktery je uz membrana nepropustnd, a proto dochéazi k jeho hromadéni uvnitt
bunky. Fluorescein se navic na rozdil od FDA vyznacuje fluorescenci, kterou je mozZné
detekovat. Fluorescence fluoresceinu je vSak zna¢né zdvisla na pH. Excita¢ni/emisni vlnova
dalka zateni pro fluorescein je 490/513 nm pii pH 9. FDA je v soucasné dobé nahrazovéin
dalSimi indikatory Zivotnosti bunék jako je napiiklad calcein AM, 2',7'-bis-(2-karboxyetyl)-5-
(ab6)-karboxyfluorescein, acetoxymetyl ester (BCECF, AM), karboxyeosin diacetat,
karboxyfluorescein diacetat, které vykazuji vysoky zachyt v Zivych bunkich a silnou
fluorescenci.

Urcovéni Zivotaschopnosti bun€k nachézi své uplatnéni také v kryobiologii. Kryobiologie je
obor zabyvajici se ucinkem chladu a nizkych teplot na Zivé organismy, tkan¢ a burky.
Pii zamrazeni buné€k na teplotu -5 °C nezamrzd sice jeSt€ voda uvniti buné€k, ale dochazi
ke ztratdm vody z bun¢k vlivem osmotickych déji. Voda v okoli bunky zamrzd, ¢imz se
vytvari pro bunky nepfiznivé hypertonické prostredi. Pfi zamrazeni na -38 °C zamrza i voda
uvnitt bunék. Vznikaji zde ledové krystaly, které ni¢i jemné struktury builky. Aby se daly
buiky a tkan€ zamrazit a nedoSlo kjejich poSkozeni, je nutné je predem oSetfit
kryoprotektory. Mezi nej€astéji pouzivané kryoprotektory patii glycerol a DMSO (dimethyl
sulfoxid), z dalSich lze pak jmenovat ethylenglykol, propylenglykol, gluk6zu, sachar6zu nebo
prolin. Obecné jde o latky s nizkou teplotou bodu mrazu. Bunky jsou témito latkami béhem
kryoprezervace nasyceny, tim dochdzi k vytésnéni vody zbunék a buiky se stivaji
mrazuodolnymi. Takto upravené buiiky jsou uskladnény pii velmi nizkych teplotich okolo



-135 °C az -196 °C. Nevyhodou latek pouzivanych jako kryoprezervanty je jejich toxicita,
proto je nutné kryoprezervanty po rozmrazeni opét odstranit a urcit viabilitu bun¢k.

Poznatkl kryobiologie se vyuzivd k uchovavani bunék v Zivotaschopném stavu po dlouhou
dobu. To je umoZnéno diky rychlému a hlubokému zmrazeni bun¢k ¢i malych kouski tkani.
Takto 1ze uchovévat napiiklad spermie pro umélou inseminaci a vaji¢ka pro pozdé&jsi in vitro
oplozeni, déle také jednoduché tkan¢ sloZené pouze z malého poc¢tu bunécnych typi, jako jsou
napiiklad kostni Sté€py, srdecni chlopné, rohovka, cévy ¢i rannd embrya, aby doslo
k rovnomérnému promraZeni. Z tohoto divodu nelze pouZit kryoprezervaci k uchovavani
celych orgén, ty lze udrZzovat v Zivotaschopném stavu pouze n¢kolik hodin pfi teploté okolo
0 °C. Vyznamnd je kryoprezervace také pro konzervaci potravin.

Ukol ¢&. 1: Stanoveni Zivotaschopnosti bunék barvenim methylenovou modii

Materidl: kvasinkova suspenze Saccharomyces cerevisiae (kvasinka pivni) ve vodném
roztoku sachar6zy

Chemikalie: 0,1% vodny roztok methylenové modii

Pomticky: pipeta; svételny mikroskop a mikroskopické potieby

Postup:

1. Na vortexu jemné zhomogenizujte suspenzi kvasinek.

2. Na podlozni sklo naneste 15 pl kvasinkové suspenze a smichejte ji s 10 ul
methylenové modii.

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

4. Pod mikroskopem pifi zvétSeni objektivu 40x spocitejte v deseti zornych polich
zbarvené a nezbarvené bunky. PoCty zaznamenejte do tabulky a ze zjiSténych hodnot
stanovte viabilitu bunck. Zjisténé hodnoty porovnejte s hodnotami viability svych
spoluzdkil a srovnani uved'te do protokolu.

Ukol ¢&. 2: Stanoveni Zivotaschopnosti bunék barvenim FDA

Material: kvasinkova suspenze saccharomyces cerevisiae (kvasinka pivni) ve vodném roztoku
sachardzy
Chemikalie: roztok FDA (fluorescein diacetét) o koncentraci 1 mg/ml
Pomiicky: pipeta; fluorescencni mikroskop OLYMPUS + mikroskopické potieby
Postup:
1. Pracujte ve skupindch.
2. Na vortexu zhomogenizujte suspenzi kvasinek.
3. Pridejte 2 pl roztoku FDA (1 mg/ml FDA) k suspenzi buné€k. Pozn. 2 ul roztoku FDA
na 10° bunék v 1 ml média.
Bunécnou suspenzi jemné zvortexujte a nechte 15 inkubovat pfi 37 °C.
Vyhodnotte Zivotaschopnost bunék. Excitaéni spektrum fluoresceinu je 488 nm a
emisni spektrum je 530 £ 20 nm.
6. V deseti zornych polich spocitejte zbarvené a nezbarvené buiiky. PoCty zaznamenejte
do tabulky a ze zjiSténych hodnot stanovte viabilitu bunck. Zjisténé hodnoty
porovnejte s hodnotami viability svych spoluzdkl a srovnani uved’te do protokolu.
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Ukol ¢&. 3: Stanoveni Zivotaschopnosti bunék po hlubokém zamrazeni

Materidl: kvasinkova suspenze Saccharomyces cerevisiae (kvasinka pivni) ve vodném
roztoku sachardzy
Chemikalie: 0,01% vodny roztok methylenové modii; roztok FDA (fluorescein diacetat)
o koncentraci 1 mg/ml; tekuty dusik
Pomiucky: pipeta; svételny mikroskop a mikroskopické potieby; nddoba na tekuty dusik;
kryozkumavka; vodni l4zen; pinzeta
Postup:

1. Na vortexu zhomogenizujte suspenzi kvasinek.

2. Do kryozkumavky napipetujte 0,5 ml suspenze kvasinek. Kryozkumavku uzaviete a
popiste.

3. Kryozkumavku ponoite na 20 minut do nddoby s tekutym dusikem (-196 °C).

4. Po 20 minutich zkumavku pomoci pinzety vytdhnéte z nddoby s tekutym dusikem a
vloZte ji na 5 minut do vodni 1dzn¢ vyhiéaté na 37 °C.

5. Otestujte Zivotnost bunék po hlubokém zmrazeni stejnym zplisobem jako kontrolni
suspenze. Stanoveni zivotnosti methylenovou modii provede opét kazdy sam a
viabilitu pomoci FDA stanovte ve skupindch. Zjisténé hodnoty porovnejte
s hodnotami viability svych spoluziki a srovnani uved'te do protokolu.

Tabulka I: Hodnoceni Zivotaschopnosti bunék

Kontrolni suspenze Saccharomyces cerevisiae naznacena methylenovou modii

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

Pocet Zivych bunck

Pocet mrtvych bun¢k

9% Zivotaschopnosti

Hlubokozmrazend suspenze Saccharomyces cerevisiae naznacend methylenovou modii

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

Pocet Zivych bunck

Pocet mrtvych bunék
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Kontrolni suspenze Saccharomyces cerevisiae naznacena FDA

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

Pocet Zivych bunck

Pocet mrtvych bunck

% Zivotaschopnosti

Hlubokozmrazend suspenze Saccharomyces cerevisiae naznaCenda FDA

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

Pocet Zivych bunck

Pocet mrtvych bunck

9 Zivotaschopnosti

Stanoveni viability bun¢k (%):
% Zivotaschopnost bun¢k = (pocet Zivych bunék / celkovy pocet bun¢k) x 100




Otazky:

1. Vysvétlete rozdily mezi principy pii ur€ovani Zivotnosti bunék pomoci barveni
methylenovou modii a FDA, zaméite se na vztah propustnosti plazmatické membrany
k pouZitym barviviim. Zdtivodnéte, kterd z pouZitych metod barvi Zivé a kterd nezivé
burniky.

2. Zdivodnéte zménu v Zivotnosti bunék po hlubokém zamrazeni.

3. Pokuste se urcit, ktery z pouzitych zpiisobli stanoveni Zivotnosti je presnéjsi a proc.

4. K nizkym teplotdm jsou citlivéjsi rostlinné ¢i Zivocisné bunky? Zduvodnéte.

Pouzita literatura:
http://www 1.1f1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/soubory/fluorofory.htm
http://media.wiley.com/CurrentProtocols/0471161314/0471161314-sampleUnit.pdf




