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TEORETICKY UVOD

Pocitdani bunék

Jednou z nezbytnych dovednosti pfi praci s biologickym materidlemk je stanoveni
poctu bunék ve vzorku. V soucasné dobé se v praxi k pocitani bunék vyuzivaji prfedevsim
specialni pfistroje zajistujici rychlé a automatizované pocitani bunék ve vzorku, ale v ramci
vyzkumu se muiZeme jesté stdle setkat i svyuZitim pocitacich komlrek ve spojeni se
svételnym mikroskopem. Pocitaci komUrky jsou tvoreny silnym podloznim sklem se dvéma
vyrytymi pocitacimi sitémi s presné danou plochou a hloubkou, kdy nejéastéji vyuzivanou
pocitaci komuUrkou je Burkerova komurka. Pocitaci sit této komUrky je tvorena 9 velkymi
¢tverci (kazdy o plode 1 mm? ), které jsou dale rozdéleny do 16 mensich &tverch (jejich

plocha je 0,04 mm?) (Obrazek 1).

Aby se v rdmci pocitani bunék pomoci pocitacich komurek zabranilo dvojimu pocitani
bunék, zapocitavaji se pouze ty bunky, které se nachazeji uvnitf ¢tverce a bunky, které se z
vnitfni nebo vnéjsi strany dotykaji dvou stanovenych stran (napf. horni a leva) (Obrazek 1).

Pro stanoveni mnozstvi bunék v 1 ml suspenze se pouziva vypocet:

Y = a.1000
T nv

.. koncentrace bunék v 1 ml suspenze

.. stanoveny pocet bunék

.. poet opakovani (pocet spocitanych ¢tvercl — alespor deset)
.. objem pocitaného Utvaru
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Obrazek 1. Pocitaci sit Blirkerovy komUrky a pravidlo pro pocitani ¢astic v pocitaci komurce.

i

Do celkového poctu Castic se zapocitavaji pouze ty, které lezi nebo se dotykaji dvou
zvolenych stran, v tomto pripadé horni a leva (oznaceny ¢erné).

Stanoveni Zivotaschopnosti bunék

Jednim se zakladnich parametr( pfi praci s bunkami je stanoveni jejich Zivotaschopnosti
(viability) vyjadiené pomérem Zivych a mrtvych bunék v populaci. Test Zivotaschopnosti ma v
praxi znacny vyznam pfi kontrole Zivotaschopnosti mikroorganismt béhem kultivace, kdy
sledujeme jejich odpovéd (zménu poctu) na pridavek ¢i ubytek rliznych latek ¢i na fyzikalni
proces. Jedna skupina metod pro analyzu viability je zaloZena na neporusenosti a selektivni
propustnosti plazmatické membrdny Zivé bunky a vyuZiva barviv s nizkou molekulovou
hmotnosti nesoucich kladny nebo zdporny naboj. Zivé buriky se praniku barviva ,brani“
svymi kandlky v membrdné; nepropusti jej tedy nebo jej odbouraji. K barveni se vyuZiva

netoxickych barviv. Tyto sloueniny mohou prochazet pouze pres porusenou membranu
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mrtvych bunék, zatimco Zivé bunky je nepropusti a zUstavaji nezbarvené. Prikladem barviva
vyuzivaného pro kolorimetrické stanoveni bunécné viability mGze byt naptiklad trypanova
modi (Obrazek 2A) a zastupcem barviva vyuZivaného pro fluorescencni stanoveni

Zivotaschopnosti propidium jodid (Obrazek 2B).

Obrazek 2. Chemicka struktura trypanové modfti (A) a propidium jodidu (B).

Pichia pastoris

Vramci cviceni pouzijeme kvasinku Pichia pastoris pattici mezi eukaryontni
kvasinkové organismy hojné vyuzivané pfi heterologni expresi proteinU v bioreaktorech a
slouzici spolecné se Saccharomyces cerevisiae jako modelovy eukaryontni organismus.
Botanicky je fadime mezi houby — vzhledem k jejich velikosti mezi mikromycety spolu s
plisnémi. Kvasinky jsou vétSinou jednobunécné organismy rozmnoZzujici se pucenim nebo
délenim tvofici na pevnych médiich kolonie a askospory. Vétsina kvasinek ma nizkou teplotni

odolnost.
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PRAKTICKA CAST

A. Stanoveni koncentrace bunék v suspenzi

Postup prdce:

1. Dobre zhomogenizujte bunécnou suspenzi pomoci vortexu.

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

3. Birkerovu komurku viozte do zorného pole mikroskopu a pti zvétseni objektivu (4x)
najdéte poditaci sit. Pfi vétsim zvétseni objektivu (40x) potom spocitejte buriky v 10
pocitacich Ctvrecich.

5. Vypoditejte pramérny pocet bunék v 10 ¢tvercich.

6. Stanovte koncentraci bunék v 1 ml suspenze.

7. Poté bunécnou suspenzi 10 x zfedte pridanim PBS pufru a stejnym zplsobem
napipetujte 15 pl bunééné suspenze i do prostoru druhé pocitaci sité.

8. Spoditejte buriky v 10 ctvercich, stanovte koncentraci bunék v 1 ml suspenze.

Vysledky:

Pocet bunék P. pastoris

Ctverec

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Pramér

1 x redéné

10 x redéné
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Zhodnotte vysledky obou poéitani bunék P. pastoris.

B. Hodnoceni viability bunék trypanovou modri

Postup prdce:

1. Na vortexu zhomogenizujte suspenzi kvasinek a pfipravte si dvé 1.5 ml zkumavky

2. Do kazdé napipetujte 200 ul kvasinkové suspenze.

3. Jednu zkumavku ponorte na 2 minuty do tekutého dusikem a druhou na 10 minut do
vodni lazné predehraté na 80 °C.

4. Po uplynuti doby inkubace smichdme 100 pl jednotlivych vzork( kvasinek (bez
inkubace, po inkubaci v dusiku a po inkubaci pfi 80°C) se 100 ul 0.4% roztoku

trypanové modfri.

Laboratorni technika 5



SISVl

N P NERSy
* S 2.
** ** ... _’Q (y&'
. * * °

socialni n MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdlavani 4 S
fondvCR EVROPSKA UNIE MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost ANA®

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

VeNsis

Uloha &5
Pocitdni bunék a test Zivotaschopnosti

5. Kapneme 50 ul obarvené suspenze na sklicko s mfizkou.
6. Prikryjeme krycim sklickem a hodnotime pod mikroskopem.
7. Zhodnotime pomér Zivych bunék (neobarvené, silné svétlolomné) a mrtvych bunék

(modré) z celkového poctu 10 pocitacich ¢tvercl na vzorek.

Vysledky:

Stanoveni viability suspenze P. pastoris

Ctverec 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Primér

Zivé bunky

Mrtvé buriky

Viabilita (%)

Stanoveni viability suspenze P. pastoris po inkubaci v tekutém dusiku

Ctverec 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Primér

Zivé buriky

Mrtvé buriky

Viabilita (%)

Stanoveni viability suspenze P. pastoris po inkubaci pfi 80°C

Ctverec 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Primér

Zivé buriky

Mrtvé buriky

Viabilita (%)
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Zhodnotte vliv teploty na viabilitu kvasinky P. pastoris.
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