Stanoveni poctu bunék, jejich viability a
metabolické aktivity

Rada postupl pfi praci s tkanovymi kulturami vyZaduje pfesné stanoveni po¢tu bunék ve vzorku. V praxi se b&zné
pouzivaji dvé metody pfimého stanoveni poétu bunék: ru¢ni pocitani v kalibrované komirce pod svételnym
mikroskopem a poloautomatické pocitani pomoci pritokového pocitace ¢astic.

Poéitani bunék v komiurce
Pocitani bunék v komUrce je nejjednodussi a mnohdy i nejpresnéjsi metoda. U nas se obvykle pouziva Burkerova

komurka. Na jednom mikroskopickém skli¢ku jsou vybrousend dvé pole hluboka pfesné 0,1 mm, na jejichZ dné je
sitovity obrazec (vzdalenosti jednotlivych Car jsou uvedeny na obrazku).
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bunécnou membranou, nebo je z intracelularniho prostoru aktivné a0 sopa Ha0,S 50

transportovéno ven. Nej¢ast&ji se pouziva roztoku trypanové modfi. Zivé

bunky zlstanou bezbarvé, zatimco mrtvé buriky, u nichz je porusena

integrita buné¢né membrany a jejich transportnich mechanism{, se rychle 11551004 modr
zbarvi na modro.

Pouziti prutokového poéitaée

Pri pouziti pratokového poéitaée Castic Ize pfistroj doplnit dalsimi ¢idly, kterd blize ur¢i charakter bunék.
Nejcastéji se méri elektrické vlastnosti ¢astic nebo se sleduje jejich interakce s laserovym paprskem. Tyto techniky
se oznacuji jako priitokova cytometrie a rutinné se pouzivaji v klinické biochemii a hematologii napf. ke
stanoveni krevniho obrazu, vySetfeni kostni dfené nebo mocového sedimentu.

Pouzivaji se i dalsi metody urceni poctu bunék:

denzitometrie obarvené bunécné kultury (barviva uzivana v histologii, metylénovd modr, Janusova zelen);
stanoveni DNA ve vzorku;

stanoveni celkové bilkoviny ve vzorku.

stanoveni aktivity nékterych enzym@ (hexézaaminidaza).

Zvlastni postaveni mezi témito technikami zaujima MTT test. MTT (3-[4,5-

dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) je mitochondridlnimi ]
dehydrogendzami redukovano na barevny formazan. Rychlost tvorby R
formazanu odpovida aktivité dychaciho fetézce, a odrazi tak metabolickou [~ | w7
aktivitu bunky. R Ve

MTT - oxidovana forma
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MTT - formazan (barevnda forma)
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