Stanoveni metabolické aktivity bunék MTT testem

MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) 5 g.I"! v izotonickém fosfatovém pufru pH 7,4
(zdravi skodlivé).

Extrakéni pufr (20 % lauroylsiran sodny v 50% dimetylformamidu, pH 4,7, zdravi skodlivé).
Princip
Zluté MTT se mitochondridlnimi enzymy dychaciho fetézce redukuje na fialovy formazanovy derivat, ktery zlstava

uvnitr bunék ve formé nerozpustnych granuli. Po pridani detergentu (lauroylsiran sodny, SDS) a okyseleni se
barvivo z bunék uvolni a rozpusti, takze vznikne Ciry roztok vhodny k fotometrickému stanoveni.

Postup
1. K 0,5 ml promichané bunécné suspenzi se prida 100 pl roztoku MTT a inkubuje se 45 minut pri 37 °C.

2. K suspenzi se prida 0,5 ml extrak¢niho pufru, smés se promicha a inkubuje se 10 minut pfi 37 °C.
3. Zméri se absorbance pri 595 nm proti destilované vodé.
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