LRR/BUBCV
CVICENIi Z BUNECNE BIOLOGIE
3. TESTY ZIVOTASCHOPNOSTI A POCITANi BUNEK

TEORETICKY UVOD:

Pfi praci s buikami je jednim ze zadkladnich sledovanych parametri stanoveni jejich
Zivotaschopnosti (viability). Timto terminem se rozumi ureni poméru Zivych bunék ku
celkovému poctu bunék v populaci. Testovani Zivotaschopnosti je béZné pfi praci s bunéénymi
kulturami a metody studia viability jsou rovnéz nezbytné napfiklad pfi ur¢ovani cytotoxického
ucinku latek.

Prvni skupina metod pouZivanych pro studium viability je zaloZzena na neporusenosti a
selektivni propustnosti plazmatické membrany Zivé buriky. Tyto metody vyuZivaji barviv s nizkou
molekulovou hmotnosti nesoucich kladny nebo zdporny naboj. Tyto slouc¢eniny mohou
prochazet pouze pres porusenou membranu mrtvych bunék, zatimco Zivé bunky zlstavaji
nezbarvené, nebot jejich intaktni membrana barvivo nepropusti. Tuto skupinu metod mlzeme
rozdélit na testy kolorimetrické a fluorescencni. Prikladem barviva vyuzivaného pro
kolorimetrické stanoveni bunécné viability mize byt napfiklad trypanovd nebo methylenova
modt (Obr. 1A, B). Zastupcem barviv vyuzivanych pro fluorescenéni stanoveni Zivotaschopnosti
je propidium jodid (Obr. 1C).
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Obr. 1: Chemicka struktura trypanové modfri (A), methylenové modyii (B) a propidium jodidu (C).



Dalsi skupinu pak mohou tvofit metody studia Zivotaschopnosti bunék zaloZené na
detekci funkéniho metabolismu. Principem téchto metod je schopnost Zivé buriky metabolizovat
urcity substrat na derivat, ktery je ndsledné mozné detekovat. Na tomto principu je postaven
napftiklad testovani Zivotaschopnosti bunék pomoci fluorescein diacetdtu (FDA; Obr. 2A). FDA je
nepolarni latka, ktera snadno prostupuje plazmatickou membranou. V Zivych bunkach je poté
FDA metabolizovdn na vysoce poldrni fluorescein (Obr. 2B), pro ktery je jiz membrana dale
nepropustnd, a proto dochazi k jeho hromadéni uvnitf buriky. Molekula fluoresceinu se
vyznacuje fluorescenci, kterou je mozné nasledné detekovat. Excitacni vinova délka zareni pro
fluorescein je 490 nm, po ozareni svétlem o této vinové délce dochazi k emisi zafeni o vinové

délce 513 nm.
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Obr. 2: Chemickda struktura fluorescein diacetdtu (A) a fluoresceinu (B).

Na podobném principu je zaloZeno také testovani viability za pomoci acetomethoxy
derivatu calceinu (calcein AM). Calcein AM je hydrofobni sloucenina, ktera snadno prochazi pres
membranu Zivych, intaktnich bunék. Hydrolyzou calceinu AM intracelularnimi esterasami vznika
calcein, hydrofilni silné fluorescencni sloucenina (Excitacni/emisni vinova délka calceinu je
495/515 nm).

Dalsi nezbytnou dovednosti pfi praci v biologickych a medicinskych oborech je pfesné stanoveni
po¢tu bunék ve vzorku. Své nezastupitelné misto nachdzi napfriklad v hematologii pfi
stanovovani zastoupeni jednotlivych krevnich elementt ve vzorku krve.

Pro uréeni koncentrace bunék v suspenzi se vyuzivaji dva zdkladni pfistupy. Prvni vyuziva
specialnich pocitacich komurek ve spojeni se svételnou mikroskopii, druhy pfistup vyuziva

automatizovaného pocitani za pomoci specidlnich pfistroji. Pocitaci komUlrky jsou tvoreny



silnym podloZnim sklem se dvéma vyrytymi pocitacimi sitémi s presné danou plochou a
hloubkou. Jednou z nejéastéji vyuzivanych pocitacich komurek je Biirkerova komurka. Pocitaci
sit Burkerovy komurky je tvofena 9 velkymi ¢tverci (kazdy o ploe 1 mm?), které jsou déle
rozdéleny do 16 mensich &tverct (jejich plocha je 0,04 mm?) (Obr. 3 a Tab. 1).

Pti pocitani bunék pomoci pocitaci komurky je nejprve nanesen maly objem testované
suspenze mezi kryci a podloZni sklo. Takto pfipravend pocitaci komurka se vloZi do zorného pole
svételného mikroskopu a po zaostfeni se mlze pfristoupit k samotnému pocitani castic. Pfi
pocitani mikroskopickych ¢astic pomoci pocitacich komUrek se zapocitavaji pouze ty, které se
nachdazeji uvnitf Ctverce a Castice, které se z vnitini nebo vnéjsi strany dotykaji dvou

stanovenych stran (napf. horni a levd). Tim se zabrani dvojimu pocitani ¢astic.

Pro stanoveni koncentrace ¢astic v 1 ml suspenze se pouZiva vypocet:
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X ... koncentrace bunék v 1 ml suspenze

Q

... stanoveny pocet bunék

>

... pocCet opakovani (pocet spocitanych ¢tverct)

V ... objem pocitaného utvaru

Obr. 2. Pocitaci sit Blirkerovy komurky.



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

Rozméry Plocha Hloubka Objem
Velky ¢tverec 1x1mm 1 mm? 0,1 mm 0,1 mm®
Ctverec A 0,2 x0,2 mm 0,04 mm?* 0,1 mm 0,004 mm’
Obdélnik B 0,05 x 0,2 mm 0,01 mm? 0,1 mm 0,001 mm’
Ctverec C 0,05x 0,05 mm | 0,0025 mm’ 0,1 mm 0,00025 mm?

Pfi automatizované analyze koncentrace bunék v suspenzi jsou vyuzivany specializované
pfistroje. Princip méfeni bunék se u jednotlivych typU pfistroja lisi. Pfikladem muzZe byt
elektronické pocitani ¢astic, které je zaloZzeno na nasavani presného objemu bunécné suspenze
ve slabém elektrolytu Gzkou Stérbinou mezi dvéma elektrodami. Priichod buriky zpUsobi zvyseni

odporu, coz vyvola elektricky impuls, ktery je pfistrojem zaznamenan.

Ukol €. 1: Stanoveni zivotaschopnosti barvenim trypanovou modFi
Materidl: kultura hmyzich bunék Sf9 (Spodoptera frugiperda)
Chemikalie: 0,4% vodny roztok trypanové modri
Pomlcky: vortex, automatické pipety + Spicky, svételny mikroskop + mikroskopické pomucky
Postup:
1. Na vortexu zhomogenizujte bunécnou kulturu.
2. Na podlozni sklo napipetujte 20 pl bunééné kultury a smichejte ji s 5 ul trypanové modfi.
3. Nechte inkubovat po dobu 2 min a poté prikryjte krycim sklickem.
4. Pozorujte pod mikroskopem. Spocitejte pocet Zivych a mrtvych bunék v 5ti zornych

polich pti zvétSeni objektivu 40x, zapiSte do tabulky a stanovte viabilitu bunék.



Stanoveni procentualni viability bunék:

% Zivotaschopnost = (pocet Zivych bunék/celkovy pocet bunék) x 100

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

protokolu.

Stanoveni Zivotaschopnosti bunék Sf9 za fyziologickych podminek

Zorné pole 1. 2. 3. 4, 5. Celkem

Pocet Zivych b.

Pocet mrtvych b.

Vypocet %

Zivotaschopnosti

Ukol €. 2: Stanoveni vlivu vysokych a nizkych teplot na zivotaschopnost bunék Sf9
Material: kultura hmyzich bunék Sf9 (Spodoptera frugiperda)
Chemikalie: 0,4% vodny roztok trypanové modfi, tekuty dusik
Pomlcky: vortex, automatické pipety + Spicky, svételny mikroskop + mikroskopické pomdcky,
termoblok, kadinka, zkumavky
Postup:
1. Pripravte si 2 zkumavky eppendorf a popiste je svymi inicidlami.
2. Na vortexu zhomogenizujte bunécnou kulturu a do kazdé zkumavky napipetujte 40 ul
bunécné suspenze.
3. Jednu zkumavku ponofte do nddoby s tekutym dusikem po dobu 20 min, druhou
zkumavku do vodni lazné predehfaté na 90 °C po dobu 15 min.
4. Poté napipetujte 20 pl bunécné kultury a smichejte ji s 5 ul trypanové modfi.

5. Nechte inkubovat po dobu 2 min a poté prikryjte krycim sklickem.



6. Pozorujte pod mikroskopem. Spocitejte pocet Zivych a mrtvych bunék v 5ti zornych
polich pfi zvétSeni objektivu 40x, zapiste do tabulky a stanovte viabilitu bunék.
7. Zjisténé hodnoty porovnejte s hodnotami svych spoluzdkli a srovndni uvedte do

protokolu.

Stanoveni Zivotaschopnosti bunék Sf9 po ptisobeni tekutého dusiku

Zorné pole 1. 2. 3. 4, 5. Celkem

Pocet Zivych b.

Pocet mrtvych b.

Vypocet %

zivotaschopnosti

Stanoveni Zivotaschopnosti bunék Sf9 po ptisobeni 90 °C

Zorné pole 1. 2. 3. 4, 5. Celkem

Pocet Zivych b.

Pocet mrtvych b.

Vypocet %

zZivotaschopnosti

Ukol ¢&. 2: Stanoveni poctu bunék v suspenzi

Materidl: kultura hmyzich bunék Sf9 (Spodoptera frugiperda)

Chemikalie: PBS

Pomlcky: vortex, automatické pipety + Spicky, svételny mikroskop + mikroskopické pomdcky,
zkumavky, Blirkerova komUrka

Postup:

1. Na vortexu zhomogenizujte bunécnou kulturu



2. Napipetujte 15 ul suspenze na hranu kryciho skla Blirkerovy komurky tak, aby suspenze
rovnomérné pokryvala celou pocitaci plochu komarky.

3. Nejprve pfi malém zvétseni objektivu (4x) najdéte pocitaci sit a poté pri vétsim zvétseni
objektivu (10x) spocitejte bunky ve 3 velkych ¢tvercich ohrani¢enych trojitou carou, tj.
Ctverec o plose 16x (A+2B+C).

4. Stanovte pocet bunék v 1 ml suspenze a ze tfi hodnot vypocitejte primeér.

5. Poté bunécnou suspenzi ziedte 3x v roztoku PBS a stejnym zplsobem stanovte pocet

bunék v 1 ml suspenze.

neziedéna suspenze zfedéna suspenze

Ctverec Biirkerovy komdirky 1. 2. 3. 1. 2. 3.

Pocet bunék

Pocet bunék v 1 ml suspenze

Pramér

Otazky:
1. Vysvétlete rozdily mezi principy pfi uréovani viability bunék pomoci barveni trypanovou
modfri a FDA. Vysvétlete, ktera z pouzitych metod barvi Zivé a ktera nezivé buriky a proc.

2. Jaké dalsi typy pocitacich komurek znate? Uvedte nékolik prikladd.




