MEDETOX

Inovativni metody monitorovani emisi z naftovych motorti v redlném méstském provozu
(LIFE10 ENV/CZ/651)

HODNOCENI VIABILITY BUNEK TRYPANOVOU MODRI

Zivé a mrtvé buiiky je moZno rozlisit barvenim. U bunék s naruienou plazmatickou
membranou dochazi k hromadéni barviva a tim k obarveni buiiky, neposkozené zivé bunky
zlustavaji neobarvené. NejCasteji pouzivanymi metodami jsou barveni trypanovou modii a
barveni fluoreskujicim propidium jodidem. Test vylu¢ovani trypanové modii je pouzivan pro
urceni poruseni strukturdlni integrity bunééné membrany. Barvivo nemuze vstoupit do bunék
s neporusenou buné¢nou membranou (zivych bungk), proto tyto bunky ziistavaji neobarvené.
Pro prostup barvy musi byt bunééna membrana jiz zna¢né poskozenda (mrtvé bunky),

makromolekuly barviva témito mezerami prochézi a buniku obarvi modte.

Roztoky

Phosphate-buffered saline (Ix PBS)

NaCl 8g
KCl 02¢g
NazHPO4 142 g
KH,PO, 024¢g
Upravit pH na 7.4

Pridat dH,O do 1 litr

Trypanovda modry
0.2% roztok v PBS

Poti‘ebné pristroje
Mikroskop Olympus CKX41

Material

Birkerova komurka

Postup hodnoceni viability

1)  Smichame 50 pl vzorku s 50 pl 0.2% roztoku trypanové modii.

2)  Képneme 50 ul obarvené suspenze na sklicko s miizkou.

3) Piikryjeme krycim sklickem a hodnotime pod mikroskopem.

4)  Zhodnotime pomér zivych bun€k (neobarvené, siln¢ svétlolomné) a mrtvych bunek (modré)

z celkového poctu 100 hodnocenych bunék na vzorek.
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HODNOCENI BUNECNE PROLIFERACE, VIABILITY A
CYTOTOXICITY KOLORIMETRICKOU METODOU WST-1

Kolorimetrickd metoda WST-1 je metoda, pfi které jsou tetrazoliové soli zivych bunck
metabolizovany mitochondrialnimi dehydrogendzami na formazan. Bunky inkubujeme s
roztokem WST-1 (4-[3-(4-lodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen) 2h pfii
37°C na 96-jamkovych destickéach a poté zmétime absorbanci na spektrofotometru pti 440 nm
a pii referencni vlnové délce 620 nm (referen¢ni délka ma byt vice neZ 600 nm - tam mayji

WST-1 i formazan stejnou absorpci).

Chemikalie a roztoky

Cell proliferation reagent WST-1 (ROCHE Cat. No. 05015944001) (Colorimetric
assay for the quantification of cell proliferation, cell viability, and cytotoxicity)
Neoteviena lahvicka vydrzi skladovana pfi -15 az -25 °C chranéna pied svétlem do
data expirace. Po rozmrazeni skladujeme pii +2 az +8 °C, chranéné ptred svétlem.
Takto vydrzi n€kolik tydnl. Pro delsi skladovani je 1épe skladovat alikvoty zamraZené
pii-15az-25 °C.

Etoposid (M,=588.6)
Ptipravit zasobni 20 mM roztok v DMSO: 11.8 mg/ml DMSO. Pro test cytotoxicity
pouzit 2.5 pl, resp. 5 ul zdsobniho roztoku.

EOM (extractable organic mass) pro aplikaci

EOM natedime na zésobni roztok 10 pg/ul v DMSO, zasobni roztok pak dale fedime
pomoci DMSO na pracovni roztoky:2.5 pg/ul, 1 pg/ul, 0.1 pg/ul.

Pro test cytotoxicity pouzijeme vzdy 10 pl pfislusného pracovniho roztoku.

Potiebné pristroje a material

Inkubator Jouan IG150 (37 °C)

Centrifuga Eppendorf 5810 R

Spektrofotometr na mikrotitraéni desticky Spectra Max M5°¢
Mikroskop Olympus CKX41

Biirkerova komirka

Multikanalova pipeta Eppendorf (10, 50, 100 ul)
96-jamkové desticky, sterilni Spicky
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Postup hodnoceni cytotoxicity
1. Napéstujeme buiiky na 96-jamkové desti¢ce v koncentraci 1 x 10* / jamku ve 100 ul
media.

2. Ptidame 10 pl / jamku reagentu WST-1.
3. Inkubujeme buniky 2 h v inkubatoru 37 °C.
4. Radné protiepeme na tiepadce 1 min.

5. Zmé&fime absorbanci vzorki pii 440 nm. Poté zméfime absorbanci pti 620 nm (referen¢ni
vlnova délka, kterd by méla byt vice nez 600 nm - tam maji WST-1 i formazan stejnou
absorpci).
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