MTT assay — tloha €. 2

MTT assay se pouzivad ke stanoveni cytotoxicity chemoterapeutik a je zaloZzena na detekci barevné
zmény vzorku v disledku aktivity NAD(P)H oxidoreduktaz. Metabolicky aktivni buriky redukuji Zlutou
tetrazoliovou sl na fialovy formazan a vysledna zména je detekovana mérenim absorbance pfi vinové
délce 570 nm. Pro lepsi vysvétleni si mlZete pustit toto video, kde uvidite i prakticky postup pfi eseji:
https://www.youtube.com/watch?v=ZkW626SJ3X4.

My bychom v praxi postupovali takto: Sféroidy, které jste si v pondéli naindukovali v klasickém
schématu: EtOH kontrola = kontrola pro pH 7.4, 20 uM perifosin v pH 7.4, 80 mM NaHCO3 = kontrola
pro pH 8.1 a 20 uM perifosin v kombinaci s 80 mM NaHCO3, byste prenesli do eppinek, stocili na
centrifuze a sféroid rozdisociovali na bunécnou suspenzi plsobenim trypsinu. Trypsin byste
inaktivovali pomoci média s FBS a stodili (je to stejné, jako jste délali v pondéli pfi pfipravé lyzatl a
paralelné byste takto sklizeli vzorky i pro ulohu €. 3 — pritokova cytometrie, akorat byste v zavéru
pridali sytox green). K peletu bunék byste poté pridali 10 % MTT (5 mg/ml) v DMEM médiu (v této fazi
jednoduse pridavate Zluty roztok k burikdm) a nechali byste v termoboxu inkubovat asi 60 min. Béhem
této doby by v eppinkach doslo ke zméné Zlutych soli na fialovou v zavislosti na tom, jak moc by byly
vase bunky mrtvé po treatmentu. Z kazdé eppinky byste pipetovali 100 ul vzorku na 96 well, ktery byste
vloZili do Elisa readeru a zméfili byste absorbanci jednotlivych vzorkl. Vysledek znazornite pomoci
sloupcového grafu.
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https://www.youtube.com/watch?v=ZkW6z6SJ3X4

Zavér: Pokles absorbance nam zaroven dava informaci o snizené metabolické aktivité bunék potazmo
nizsi viabilité bunék. V kontrolnich vzorcich (EtOH a samotny naHCO3) jsou burnky nejvice Zivé, po
plsobeni perifosinu dochazi k ¢asteénému snizeni viability a po plsobeni perifosinu v alkalickém pH
umird nejvice bunék.



