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Tipps zum Zahlen von Zellen mit der neuen €Einweg-Zahlkammer C-Chip
Biochrom AG Information

Die Einweg-Zahlkammer C-Chip aus Kunststoff sieht genauso aus wie die bekannte Neu-
bauer ,improved“-Zahlkammer. Zellen der unterschiedlichsten GréBen kénnen damit ausge-
zahlt werden: Leukozyten, Thrombozyten und Erythrozyten, aber auch Bakterien, Pilzsporen
und Pflanzenpollen. Vorteil des C-Chip gegeniber der bekannten Zahlkammer aus Glas:
Das mihsame Aufbringen von Deckglaschen und die Reinigung entfallen. Gleichzeitig ist
eine hdéhere Sicherheit im Umgang gewahrleistet, denn der Kontakt mit infektidsem Material
ist praktisch ausgeschlossen. Die Tiefe der Kammern ist fest vorgegeben, dadurch sind Zah-
lungen jederzeit reproduzierbar.

Kleinste Fehler bei der Zahlung von Zellen resultieren durch Verdinnungsschritte in groBen
Differenzen der Zellzahlen und verfalschen dadurch Versuchsergebnisse. Tipps im Umgang
mit der auf dem C-Chip abgebildeten Neubauer ,improved“-Zahlkammer und zum Z&hlen
von unterschiedlichen Zelltypen mit dem C-Chip finden Sie nachfolgend.

1 Eigenschaften des C-Chip

Der C-Chip ist eine hochprazise Einmal-Zahlkammer aus hochwertigem Kunststoff zur ma-
nuellen Bestimmung der Zellzahl. Er enthédlt zwei getrennte Zahlkammern mit separaten In-
jektionséffnungen fiir jeweils eine Probe. Deckglaschen sind nicht nétig. Die Tiefe der
Kammern ist fest vorgegeben. Dadurch ist die Einweg-Zahlkammer hochprazise und Aus-
zahlungen sind jederzeit reproduzierbar. Die Z&dhlkammern entsprechen der Neubauer ,im-
proved“-Zahlkammer.

Der C-Chip ist fiir den einmaligen Gebrauch konzipiert und sollte direkt nach Offnen der Ver-
packung verwendet werden. Durch einmalige Benutzung besteht keine Notwendigkeit zur
Reinigung des Chip sowie zur Unterbrechung der Arbeitsablaufe. Fir alle gadngigen automa-
tischen Counter ist der C-Chip einsetzbar.

Im Einsatz reduziert der C-Chip das Infektionsrisiko durch minimierte Exposition zu biolo-
gisch aktiven, infektidsen Materialien.

Abb. 1: Separate Verpackung des C-Chips
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2 Neubauer ,improved“-Zahlkammer
2.1 Aufbau der Neubauer ,,improved“-Zahlkammer
Das Zahlnetz der Zahlkammer besteht aus:
» 9 GroBquadraten (3 x 3)
» 4 Eckquadraten L (Késtchen Nr. 1, 3, 7, 9)
Die Eckquadrate (L) sind unterteilt in 16 Quadrate (4 x 4).

Das zentrale Quadrat Nr. 5 ist unterteilt in 5 x 5 Quadrate (E).

Die Quadrate (E) sind in 4 x 4 Unterquadrate unterteilt.

1mm

1mm

1mm

Trnm

- \
/ rmm 1mm

Abb. 2: Aufbau der Neubauer ,,improved“-Zadhlkammer

Angaben zum Volumen in den L-Quadraten:

Die Flache der L-Quadrate ergibt sich aus den Kantenlangen:
1 mmx1mm=1mm?

Bei einer Kammertiefe von 0,1 mm ergibt sich ein Volumen in den L-Quadraten von 0,1 mm?®

(Umrechung: 0,1 mm?®entsprechen 0,1 ul oder 10 ml).
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2.2 Zahltechniken

Je nach Zelltyp der auszuz&hlenden Zellen werden jeweils unterschiedliche Gruppen von
Quadraten ausgezahlt und daraus ein Mittelwert gebildet. Das Auszéhlen der Zellen setzt
genaue Kenntnisse zur Z&hltechnik und im Umgang mit den Grenzlinien voraus:

» Um keine Zellen doppelt zu zahlen oder zu vergessen, wird maanderformig gezahilt:

Abb. 3: Maanderférmige Zahltechnik

» Bei der Zahlung mussen die Begrenzungslinien genau beachtet werden:
Vorteil der Neubauer ,improved“-Zahlkammer sind die dreifachen Begrenzungslinien
der Gruppenquadrate (die mittlere Linie ist die tatsachliche Grenzlinie), was die jewei-
lige Entscheidung nach der genauen ,Lage*” einer Zelle vereinfacht. Bitte beachten:
Es werden nur Zellen von zwei Grenzlinien gezéhlt, zum Beispiel oben und links.
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Abb. 4: Zahlung von Zellen
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Beachtet man diese Vorgehensweise nicht, verfalschen sich die tatsachlichen Zellzah-
len im fluinf- oder sogar im sechsstelligen Bereich. Eine Reproduktion der Versuche ist
schwierig, und weitere qualitative Aussagen werden falsch vorgenommen.

2.3 Berechnung der Zellzahl am Beispiel von HeLa-Zellen und Erythrozyten

2.3.1 HelLa-Zellen

In den L-Eckquadraten Nr. 1,3, 7,9

werden zusammen 84 Zellen gezahlt. — == ”i -
Ermittlung der durchschnittlichen Zellzahl Tl R sNE £
je L-Eckquadrat: x L

84:4=21 i
HelLa pro ml = 21 Zellen =

x 10* mI" (Volumenfaktor in einem L-
Eckquadrat)

1rmm

Daraus ergeben sich 210.000 Zellen/ml.

Werden die Zellen mit Trypanblau
gefarbt (Trypanblaufarbung 1:10), muss ein
zusatzlicher Verdinnungsfaktor einberech-

1mirm

net werden: Abb. 5: Zihlen von HeLa-Zellen in den
4 Eckquadraten Erythrozyten im zent-
HelLa pro ml = 21 Zellen ralen Quadrat Nr. 5

x 10 (Verdinnungsfaktor)
x 10* mI"" (Volumenfaktor in einem L-
Eckquadrat)

Daraus ergeben sich 2.100.000 Zellen/ml oder 2,1 x 10° Zellen/ml.

2.3.2 Erythrozyten

Erythrozyten werden im zentralen Quadrat =T

Nr. 5 (Abb. 6) gezahlt, das unterteilt ist in 5 / -
x 5 kleinere Quadrate (E). Die einzelnen E- { =
Quadrate sind in
4 x 4 Kleinstquadrate unterteilt. J -

Abb. 6: 4 x 4 Kleinstquadrate
zum Zahlen der

Erythrozyten
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Berechnungsbeispiel:

Zellzahl in den funf E-Quadraten: 420
Verdinnung der Erythrozyten 1 : 200

Erythrozyten pro ml = 420 Zellen
x 5 (Hochrechnung der Zellzahl auf das gesamte zentrale Quadrat Nr. 5)
x 200 (VerdUnnungsfaktor)

x 10* mI"(Volumenfaktor in einem L-Quadrat)

Daraus ergeben sich 4.200.000.000 Zellen/ml oder 4,2 x 10° Zellen/pl.

In der nachfolgenden Tabelle 1 finden Sie die allgemeinen Berechnungen fiir Leukozyten,
Erythrozyten und eukaryotische Zellen.

Tab. 1: Allgemeine Berechnung der Zellzahl fiir verschiedene Zelltypen und Vorgehen

—_

Leukozyten (Verdiinnung 1 : 20)

. Blut mit laboriiblichen Methoden verdiinnen
. 10 pl der Probe in die Injektionséffnung pipettieren
. Zellen in den 4 groBen Eck-Quadraten unter dem Mikroskop

auszéahlen

Eukaryotische Zellen

. Adhérente Zellen mit Trypsin-EDTA l6sen und pelletieren,

Suspensionszellen pelletieren

. Uberstand vorsichtig abpipettieren (ohne Pellet zu zerstéren),

Zellen in einem entsprechenden Vqumen Medlum bzw. PBS
auf die ungeféhre Dichte von 5x10° bis zu 5x10° einstellen
(optimaler Bereich fur verlassliche Zellzdhlungen)

. Zellen durch Pipettieren sorgféltig resuspendieren (bis keine

Klumpen oder Zellverbande mehr sichtbar sind)

. 10 pl der Probe in die Injektionséffnung pipettieren
. Zellen in 4 groBen Quadraten unter dem Mikroskop auszéhlen

Erythrozyten (Verdiinnung 1 : 200)

. Blut mit labortblichen Methoden verdiinnen
. 10 yl der Probe in die Injektionséffnung pipettieren
. Zellen in 5 kleinen Quadraten des zentralen Quadrats unter dem

Mikroskop auszahlen (diagonal wie in Abb. 5)

Zellzahl Leukozyten

Leukozyten pro ml =
(Zellzahl in 4 groBen Quadra-
ten/4) x

20 (Verdunnungsfaktor)

10* (Volumenfaktor)

Zellzahl eukaryotische Zellen

Zellen pro ml =
(Zellzahl in 4 Quadraten/4) x
Verdunnungsfaktor X

0* (Volumenfaktor)

Zellzahl Erythrozyten

Erythrozyten pro ml =
Zellzahl in 5 kleinen Quadraten x
5 x 200 (Verdinnungsfaktor) x

0* (Volumenfaktor)
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3 Anwendung

3.1 Aufbau des C-Chip

Injektionsflachen fur zwei getrennte Zahlungen

Abb. 6: Aufbau des C-Chip und Injektion einer zweiten Probe

3.2 Vorgehen
Der C-Chip ist einfach anwendbar. Im Allgemeinen gilt folgender Ansatz:

1. Probe gut mischen und eventuell verdiinnen
2. 10 pl vorsichtig in die Injektionséffnung pipettieren
3. Kapillarkrafte saugen Probe in die Zahlkammer
4. Zellen wie gewohnt auszahlen (Mikroskop)
Tipp: Vor der Auszahlung die gesamte Zahlkammer mit einer geringen VergréBerung
betrachten und Uberprifen, ob die Zellen gleichmaBig verteilt sind. Andernfalls die
Probe erneut mischen.

Fir das Zahlen spezieller Zelltypen empfiehlt die Biochrom AG die Z&hlung gem. Tab. 1,
Seite 5.

4 Fehleranalyse

Probe vorsichtig injizieren und die Bildung von Luftblasen vermeiden

Eventuell vorhandene Staubpartikel entfernen

Einstellung und Fokussierung des Mikroskops prifen

Bei zu hoher Zelldichte: Verdiinnen und den neuen Verdinnungsfaktor in der Be-
rechnung berlcksichtigen

Die Differenz der Zellzahlen in den einzelnen Quadraten sollte nicht mehr als 10
betragen, ansonsten die Probe durchmischen und erneut zéhlen

YV VVVYVY
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5 Produktdetails des C-Chip

Parameter Einwegzéhlkammer C-Chip
Kat. Nr. P DHC-NO1

Einheiten 1 Box enthélt 50 C-Chip mit jeweils 2 Tests
Lagerung Raumtemperatur (RT)

Rohmaterial Kunststoff

Anwendung Zum Zahlen von allen Zelltypen geeignet
Hinweis » ,ready to use”

» Zum Produkt im Online-Shop: http://www.biochrom.de/produkte/zellkultur-
plastik/zaehlkammer/
> Ein kostenloses Muster erhalten Sie unter dieser E-Mail: info@biochrom.de
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