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Cviceni 3: Pocitani bunék

Pfesné stanoveni po¢tu bunék ve vzorku je v biologickych a medicinskych oborech pro fadu
postupu nezbytné. Své nezastupitelné misto nachazi napfiklad v hematologii pfi stanovovani
zastoupeni jednotlivych krevnich elementl ve vzorku krve. PoCet bunék je nutné znat i pfi
nasazovani experimentu in vitro, napriklad pfi zjiStovani cytotoxicity nebo adheze a proliferace
bunék na materialech. Pro ureni koncentrace bunék v suspenzi se vyuzivaji dva zakladni
pFistupy. Prvni vyuziva specialnich pocitacich komurek ve spojeni se svételnou mikroskopii,
druhy pfistup vyuziva automatizovaného pocitani za pomoci specialnich pfistroju.

Cilem cviceni je pocitani bunék v suspenzi za pouZiti Burkerovy komurky s naslednym
ovéfenim pomoci automatického pocitae bunék.

Biirkerova komurka

Pocitaci komurky jsou tvofeny silnym podloznim sklem se dvéma vyrytymi pocitacimi sitémi s
pfesné danou plochou a hloubkou. Jednou z nej¢astéji vyuzivanych pocitacich komurek je
Burkerova komurka. Pocitaci sit Burkerovy komarky je tvofena 9 velkymi ¢tverci (kazdy o ploSe
1 mm?), které jsou dale rozdéleny do 16 mensich &tvercu (jejich plocha je 0,04 mm?) (obrazek
¢. 1 a tabulka &. 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 muze pristoupit k samotnému
pocitani €astic. Pfi pocitani mikroskopickych ¢astic pomoci pocitacich komUrek se zapocitavaji
pouze ty, které se nachazeji uvniti Ctverce a Castice, které se z vnitini nebo vnéjsi strany
dotykaji dvou stanovenych stran (napf. horni a leva) (obrazek €. 2). Tim se zabrani dvojimu
pocitani ¢astic.

Pro stanoveni koncentrace ¢astic v 1 ml suspenze se pouziva vypocet:

X... koncentrace bunék v suspenzi
a... stanoveny pocet bunék
n... pocet opakovani (pocet spocitanych ¢tvercu)

(10* v pFipadé vypoétu z velkého &tverce, kde: 1 mm*= 0,001 ml a 0,1 mm? = 0,0001 ml)
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Obrazek ¢. 1: pocitaci sit’ Biirkerovy komurky
Tabulka ¢. 1: velikost utvard v pocitaci siti Blirkerovy komurky
Rozméry Plocha Hloubka Objem
Velky ¢tverec 1 x I mm 1 mm- 0,1 mm 0,1 mm’
Ctverec A 02x02mm | 004mm° | 0.lmm | 0,004 mm’
Obdélnik B 005x02mm [ 00lmm~ | 0.lmm | 0001 mm’
Ctverec C 0,05 x 0,05 mm | 0,0025 mm" | 0, mm | 0,00025 mm’

Obréazek ¢. 2: pocitani ¢astic v obrazci

Do celkoveho poCtu Castic se zapoCitavaji pouze ty, které lezi nebo se dotykaji 2 zvolenych
stran, v tomto pfipadé horni a leva (oznaCeny ¢erné). Castice dotykajici se pravé a spodni
strany nezapocitavame (oznaceny Sedé).

Postup vypoctu:

1)
2)
3)
4)

5)

Opatrné odistéte kryci sklicka a plochu B. komarky hadfikem se 70% ethanolem.
Dobfe zhomogenizujte buné&nou suspenzi pomoci vortexu.
Odeberte 10 yl bunécné suspenze a smichejte ji s 10 pl trypanové modfi. Odeberte 10

pl vzniklé smési.

Smés napipetujte na hranu kryciho sklicka Blrkerovy komurky tak, aby suspenze
rovhomérné pokryvala celou pocitaci plochu komurky.
Burkerovu komurku vlozte do zorného pole mikroskopu a pfi malém zvétSeni (10x)
nejprve najdéte pocitaci sit.
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6) Poté spocitejte bunky alesporn ve 3 utvarech (vzdy vynasobte pocet 2x — Fe@/f//ﬂ\\%\Q
mod). /[1\
7) Vypocitejte pramérny pocet bunék.
8) Stanovte koncentraci bunék v 1 ml suspenze.

I\

Luna - automaticky pocita¢ bunék

Pfi automatizované analyze koncentrace bunék v suspenzi jsou vyuzZivany specializované
pfFistroje. Princip méfeni bunék se u jednotlivych typl pfistroji lisi.

Obréazek ¢. 3: automaticky pocita¢ bunék Luna

Postup vypoctu:

1) Pripravte 10 yl zhomogenizované buné&né suspenze, kterou chcete spocitat a nafedte
ji 10 pl trypanové modfi.

2) Napipetujte 10 pl takto pfipravené smési do komUrky plastové desticky.

3) Desticku vlozte do pfistroje do druhé polohy.

4) Na pfistroji zapnéte automatické pocitani a opiste si po€et zivych i mrtvych bunék a
celkovou viabilitu.

5) Toto pocitani zopakujte minimalné dvakrat pro rizna mista a spoctéte prameér.

6) Porovnejte pocCet bunék zjistény pomoci Blrkerovy komurky s poétem bunék zjisténym
pomoci automatického pocitace.

Vypracovani protokolu

1) Formalni stranka (Uprava, hlavi¢ka, avod, popis praktické ¢asti, zaveér)

2) Fakticka stranka (vypocCet pomoci B. komurky, vypoCet pomoci automatického
pocitace)

3) Uvod — zadani cvigeni, prakticka &ast — popis cviéeni a jednotlivych krokd, zavér —
shrnuti cvi€eni, komentar a odpovéd na pfipadné otazky
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