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Cvi€eni 6 a 7: Metabolicky test a jeho vyhodnoceni

Cilem cvi€eni je provést metabolicky CCK-8 test na pfipravené koncentra¢ni fadé a nasledné
vyhodnoceni testu pomoci spektrofotometru. 24 hodin pfed cvi¢enim, jsou nasazeny burky do
96 jamkové desti¢ky o riznych koncentracich. V ramci cvi¢eni je k bufikam pfidana latka CCK-
8, ktera je burikami zpracovana na jinak barevny formazan. Nasledné je méfena absorbance
produkovaného formazanu, kdy naméfena absorbance odpovida metabolické aktivité bunék.

Spektrofotometr

Spektrofotometrie je analyticka metoda zaloZzena na interakci elektromagnetického zafeni s
meéfenym roztokem molekul. Je to metoda absorpéni, ktera sleduje pohlcovani (absorpci)
zafeni vzorkem. Vyuziva vinové délky (A, nm) - z riznych oblasti spektra elektromagnetického
zafeni (UV/VIS) - kazdé barvé svétla odpovida urcita vinova délka. Méfime tzv. absorbanci (A)
vzorku — ,jak moc svétla bylo pohlceno méfenym vzorkem®. Vysledkem méfeni je absorpéni
spektrum, které zobrazuje zavislost absorbance na vinové délce latky - absorbance je pfimo
umeérna koncentraci absorbuijici latky (Lambert — Beertv zakon).

A = ebC

A .. absorbance
€ .. molarni absorbanéni koeficient
b .. tloustka vrstvy (kyvety)

C .. molarni koncentrace

OTECAN.

Obrazek ¢&. 1: spektrofotometr Tecan
CCK-8

Cell Counting Kit-8 (CCK-8) je metabolicky test, ktery umozriuje testovani s pouZzitim ve vodé
vysoce rozpustné tetrazoliové soli WST-8 [2-(2-methoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-
disulfofenyl)-2H-tetrazolium, monosodna sul] vytvari po redukci v pfitomnosti elektronového
nosi¢e ve vodé rozpustné formazanové barvivo. WST-8 je redukovan dehydrogenazami v
burikach za vzniku Zluté zbarveného produktu (formazanu), ktery je rozpustny v kultivacnim
médiu. Mnozstvi formazanového barviva generovaného aktivitou dehydrogenaz v burikach je
pfimo umérné poctu Zivych bunék. Citlivost detekce CCK-8 je vys8i nez u jinych tetrazoliovych
soli, jako jsou MTT, XTT, MTS nebo WST-1.
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https://lwww.youtube.com/watch?v=7u7cMZyKG9E
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Postup pfipravy:

Pripravte 10% roztok CCK-8 v kompletnim médiu o pozadovaném objemu a nechte ho
cca 5 min nahfat v 37°C lazni.

Vyjméte pfedem pfipravenou 96jamkovou desticku z inkubatoru. V této desti¢ce jsou
v jednotlivych fadcich nasazeny buriky v rdznych poctech na ml.

Odsajte médium v jednotlivych jamkach (postupujte maximalné po fadku) a po odsati
co nejrychleji napipetujte 100 ul roztoku CCK-8.

Takto pfipravenou destiCku nechte alespori 40 min inkubovat.

Po uplynuti ¢asové Ihity viozte destiCku do spektrofotometru a zméfte absorbanci
v jednotlivych jamkach.

Dokument s vysledky ulozte.

Béhem nasledujiciho cvic¢eni zpracujte ziskana data, vyhodnot'te zavislost
absorbance na koncentraci bunék a diskutujte namérené hodnoty.

Vypracovani protokolu (ze cvi¢eni 6 a 7 dohromady)

1) Formalni stranka (Uprava, hlavi¢ka, avod, popis praktické ¢asti, zaver)
Fakticka stranka (potfebné chemikalie, buné¢na linie a Cislo pasaze, potfebny
plastik, zpracovani vysledku do tabulky a grafu)

Uvod — zadani cvigeni, prakticka &ast — popis cviéeni a jednotlivych krok(, zavér
— shrnuti cvi€eni, komentaF a odpovéd na pfipadné otazky

Technicka univerzita v Liberci | Fakulta textilni

Studentska 1402/2, 461 17 Liberec 1 | www.ft.tul.cz

2/2

I\



