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Durchfuihren zellkulturtechnischer Arbeiten |

Zellzahlung und Vitalitatstest mit Trypanblau

Betrieb @ Berufsschule
Ausbildungsrahmenplan Nr. 8 M Rahmenlehrplan Lernfeld 5

Testprinzip:

Vitalitatstests werden verwendet, um den Anteil vitaler Zellen innerhalb einer Zell-
suspension angeben zu kénnen. Die meisten Vitalitatstests stltzen sich auf die veranderte
Membrandurchlassigkeit abgestorbener Zellen, bei der Farbstoffe, fur die die Zellmembran
normalerweise nicht durchlassig ist, aufgenommen werden. Vitale Zellen nehmen der-
artige Farbstoffe, wie z.B. Trypanblau nicht auf.

Substanzbeschreibung:

Trypanblau ist ein saurer Farbstoff mit einer molaren Masse von 960,83 g/mol. Trypanblau
kann sich als Anion mit vier Sulfonatgruppen leicht an Proteine binden; eine Anlagerung
an Cellulose und Proteine kann aber ebenso durch Van der Waals-Krafte sowie durch
Wasserstoffbriuckenbindungen erfolgen. Dass Trypanblau durch phagozytierende Zellen
wie Makrophagen und Fibrozyten auch aktiv aufgenommen werden kann, sei am Rande
erwahnt, hat jedoch fur die tagliche Routine in der Zellkultur keine Bedeutung.

Testbedingungen:

Die Farbstoffaufnahme ist stark pH-abhangig. Am besten eignet sich ein Bereich von
pH 6,6-7,6. Die maximale Farbstoffaufnahme findet bei einem pH-Wert von 7,5 statt. Von
grol3er praktischer Bedeutung ist zudem die Tatsache, dass sich Trypanblau sehr leicht an
|6sliche Proteine, z.B. an die Proteine des Serums anlagert. Aus diesem Grunde sollte im
Testansatz maoglichst kein Serum enthalten sein. Die ubrigen Bedingungen sind sorgfaltig
zu standardisieren, wenn reproduzierbare Ergebnisse erhalten werden sollen. Dies betrifft
insbesondere die Farbstoffkonzentration, den pH-Wert, die Temperatur und die Farbedauer.

Produktbeschreibung:

Trypanblau-Lésung (0,59/100mL) in Natriumchlorid-Lésung (0,99/100mL) steril filtriert.
Lagerung bei Raumtemperatur (RT).
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Durchfiihrung:

Die Zellen nach dem Ablésen mit Trypsin-EDTA fur 5 min bei 900 rpm
abzentrifugieren.

Das serumhaltige Medium durch vorsichtiges Absaugen entfernen.

Die Zellen in PBS-Puffer resuspendieren (das Resuspensionsvolumen richtet sich nach
der Zelldichte: mindestens 2 x 10° — héchstens 4 x 107 Zellen/mL).

Ein sauberes, fettfreies Hamozytometer (Neubauer Zahlkammer) wird mit einem sau-
beren, fettfreien Deckglas versehen. Das Erscheinen der sogenannten Newton’schen
Ringe zeigt an, dass das Deckglas richtig angebracht ist.

20 pL der Zellsuspension werden mit 80 pL einer Trypanblaulésung (w=0,5%)
zusammengegeben, gemischt und bei RT fur 2-3 min (nicht Ianger!) inkubiert. Nach der
Inkubationszeit werden die Zellen nochmals vorsichtig resuspendiert.

Mit einer 20 pL Pipette wird die angefarbte Suspension in die Zahlkammer gegeben bis
diese vollstandig gefullt ist. Ein Uber- bzw. Unterfullen sollte vermieden werden.

Bis zur Auszahlung 1-2 min warten, damit sich die Zellen am Boden absetzen konnen.

Zur Auszahlung wird die Zahlkammer unter ein Mikroskop mit 10-40fach
vergroRerndem Objektiv gelegt und die Einteilungslinien der Kammer ins Blickfeld
geschoben.

Es wird die Gesamtzahl der Zellen sowie die Anzahl der blau gefarbten (toten) Zellen
bestimmt. Alle Zellen, deren Kern bzw. Cytoplasma eine Blaufarbung zeigen, werden
als angefarbt und damit als tot oder defekt betrachtet. Auch diejenigen Zellen, die nur
eine schwache Blaufarbung des Zellkerns aufweisen werden als tot gezahlt.

Die Neubauerzahlkammer besteht aus neun groRen Quadraten. Jedes Quadrat hat
eine Flache von 1 mm?. Da die Hohe zwischen dem Deckglas und dem Objekttriager
genau 0,1mm betragt, befindet sich ein Volumen von 1 mm x 1 mm x 0,1 mm, das
heilt 0,1 mm?® (oder 0,1 pL) Uber jedem dieser Quadrate. Es sollten immer die vier
grolRen Eckquadrate ausgezahlt und der Mittelwert errechnet werden (bei einer
Gesamtzellzahl kleiner als 100, das zentrale finfte Quadrat mit zahlen und
entsprechend den Mittelwert bestimmen!). Die ermittelte Zellzahl wird mit 10* sowie mit
dem Verdinnungsfaktor der Zellsuspension multipliziert. Dies ergibt die Zellzahl pro ml.

Es muss darauf geachtet werden, dass Zellen, die auf den Linien liegen, nicht zweimal
gezahlt werden. Das kann vermieden werden, indem man z.B. nur solche Zellen zahlt,
die oben und links auf den Linien liegen.

Den prozentualen Anteil der lebenden Zellen in einem Ansatz kann man nach folgen-
der Gleichung errechnen:

ungefdirbteZellen 100
gefirbte + ungefirbteZellen

Y%lebendeZellen =

Soll eine Zellzahlung wiederholt werden, muss der Testansatz neu gemischt werden,
da sich bei mehr als 5 min Inkubationsdauer die Zahl der angefarbten Zellen stark
erhdhen kann (Trypanblau ist auf Dauer cytotoxisch).



	Zellzählung und Vitalitätstest mit Trypanblau
	Testprinzip:
	Substanzbeschreibung:
	Testbedingungen:
	Produktbeschreibung:
	Durchführung:



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


