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UvVOD

Biologicky monitoring pfedstavuje vyznamny ndstroj genetické
toxikologie slouzici k ur€eni expozice genotoxickym faktorim a k posouzeni
rizika pozdnich nasledkli pro exponované skupiny a jednotlivce. Je realizovan
pomoci standardizovanych metod umoznujicich monitorovani expozice
populace prvkiim a slouc¢enindm s toxickym ¢i ochrannym ucinkem a detekci
mutagenni aktivity ovzdusi a vody.

Pro biologické monitorovani jsou vyuzivany metody cytogeneticke
analyzy lidskych perifernich lymfocytd, kdy zejména molekularné biologické
techniky posunuly moznosti genetické toxikologie k detekci problematickych
typl aberaci jako jsou translokace, inverse, inserce a aneuploidie. Vzhledem
k uzkému vztahu procesu mutageneze a karcinogeneze opakované nélezy
zvySenych hodnot chromozdémovych aberaci u sledovanych osob upozornuji na
riziko vys$i frekvence nadorovych onemocnéni. Z tohoto hlediska ma uvedena
metoda zdsadni vyznam pro primarni prevenci nadorovych onemocnéni, protoze
odrazi vysledek sumdarni expozice populace vystavené smésim latek
s proménlivym kvalitativnim 1 kvantitativnim slozenim a velmi casné
upozoriiuje na jednotlivce snevhodnym metabolickym genotypem a/nebo
s hypofunkénimi ochrannymi mechanismy (reparacni systémy, imunitni
reakce), které jiz nedokazi opravovat a kompenzovat geneticka poSkozeni
vznikla v disledku expozice.

Analyza bunécnych procesii kontrolujicich bunéény cyklus a d€leni bunky,
kde jednim z kli€ovych kontrolnich gent je gen fidici syntézu proteinu p53, je
zaméfena na kontrolu integrity genomu.

Pro monitorovani expozice je dulezitd detekce kovalentnich adukti
tvofenych mezi chemickou latkou a bunéénymi makromolekulami - napt. DNA
adukty, hemoglobinové a albuminové adukty, tvorba specifickych adukth
s etylénem, propylénem, aromatickymi aminy, aflatoxinem B1 apod. Jejich
nalez je spolehlivym dikazem expozice sledované latce a vzajemné interakce
mezi xenobiotikem a biochemickymi strukturami organizmu.

V sou€asné¢ dob¢ je intenzivné studovan problém odliSné vnimavosti
jednotlivel 1 populacnich (etnickych) skupin ke vzniku nadorovych
onemocnéni. Jednd se o genetickou predispozici ovliviiujici vnimavost
k expozici karcinogennim xenobiotikiim. Odlisné polymorfismy enzymi
metabolizujicich karcinogeny tak ovliviuji frekvenci chromozdémovych aberaci
a vysi karcinogenniho rizika.

Tento soubor Standardnich operacnich postupt (SOP) je nabizen vSem
pracovistim, kterd se zabyvaji biologickym monitoringem 1 tém, ktefi se
ztotoziuji s cilem dosahnout co nejvyssi jednotnosti v laboratornich postupech
vedouci k vziajemné srovnatelnym vysledkiim a k objektivnim interpretacim
v ramci zemi byvalého Ceskoslovenska.



Soubor metodik vychézi z Pfiloh AHEM ¢. 20/1989 a €. 5/2000. Metodiky
pouzivané aktualizuje, u ostatnich (asociace satelitnich chromosomt, stanoveni
merkapturati v moci, stanoveni peroxidace lipidi v plasmé) jiz skoncila jejich
prakticka Zivotnost a jsou nahrazovany jinymi laboratornimi postupy na zakladé
novych teoretickych poznatki. Piedlozeny soubor metodik je otevieny systém,
ktery bude podle potfeby dopliiovan a obméiovan. VE&fim, Ze se stane
praktickou pomuckou pro vétSinu z nas.

MUDr. Pavel Rossner, CSc.
vedouci NRL pro genetickou
toxikologii, SZU-Praha
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STANDARDNI OPERACNI POSTUP

1. Cytogeneticka analyza lidskych perifernich lymfocyti
Konvencni technika

Piivod metody: Hungerford, D. A. (1965) Leucocytes cultured from small
inoculla of whole blood and preparation of metaphase

chromosomes by treatment with hypotonic KCI Stain
Technol. 40, 333-338.

Zpracoval: RNDr. Hana Bavorova, RNDr. Danuse Oc¢adlikova



Vychozi zdroj:

Hungerford, D., A.: (1965) Leucocytes cultured from small inoculla of whole
blood and preparation of metaphase chromosomes by treatment with hypotonic
KCl. Stain Technol. 40, 333 - 338

Metody biologického monitorovani genotoxickych ucinkl faktorti prostiedi -
Standardni metodika, Priloha AHEM ¢.20/1989, 3-15

Vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi 251/1998 Sb.(Zména: 208/2001 Sb.)
OECD Guildelines For Chemicals, 22™ January, 2001

1. Predmét a vymezeni pusobnosti

Metoda umoziuje detekei, kvalitativni a kvantitativni analyzu chromo-
zomovych abnormalit - strukturdlnich a numerickych aberaci - v sav€ich
(lidskych) bunikach in vitro pomoci optického mikroskopu.

2. Definice

Poskozeni genetického materidlu  bunky (DNA), analyzované jako
chromozémové aberace, je projevem biologického efektu genotoxickych
faktord.

3. Princip metody

Tento cytogeneticky test in vitro je kratkodoby test pro detekci strukturalnich a
numerickych aberaci v kultivovanych sav¢ich bunkéach. Lze pouzit jak kultur
stabilizovanych bunécnych linii, tak primarnich bunék, napt. buiiky cinského
kiecka nebo lidské lymfocyty. Po expozici testované latce s pouzitim 1 bez
pouziti vhodného metabolického aktivacniho systému se na bunééné kultury
pusobi mitotickym jedem, napft. kolchicinem, ke kumulaci délicich se bunék (C-
metafaze). Bunky jsou ve vhodné dobé zpracovany a pak znich pfipraveny
mikroskopické preparaty. Preparaty jsou obarveny vhodnym barvivem a
metafazické buiiky analyzovany z hlediska chromozoémovych abnormalit.

4. Bezpeclnost prace

Metodika vyZaduje praci s:

a) Ziravinami (kyselina octova konc., chromsirovd smes)

b) ostatnimi jedy (kolchicin)

c) zvlasté nebezpecnymi jedy (metanol)

d) karcinogeny a mutageny (napft.: Thiotepa, cyklofosfamid,
N-Nitrosodimethylamin)

Dodrzovani zasad béznych pro praci v chemické a mikrobiologické laboratofi,
navic kontakt s chemickymi latkami typu mutagent a karcinogentl.
Pouzivani pomiicek osobni ochrany - ochranny odév, rukavice, rousky.



Dbat na zamezeni kontaminace osob i prostiedi pii praci s rozpoustédly,
s nebezpecnymi chemickymi latkami, s infekei, véetné likvidace odpadu.

5. Chemikalie a spoti‘ebni material

Pro pouzité chemikalie je pozadovana kvalita Cistoty p.a. nebo reagent grade.

Zakladni chemikalie
Metanol, p.a.
Kyselina octova, 99 %, p.a.
Chlorid draselny, p.a.
Glutamin, 3 %, p.a.
Colchicin pulv., reagent gr.

Phytohaemagglutinin HA 15, reagent gr.
Kysely uhli¢itan sodny, 7.5 %, reagent gr.

Thiotepa, 15 mg, injekce
Cyklofosfamid, 200 mg, injekce
N-Nitrosodimethylamin, reagent gr.
Deionizovana voda

Heparin 5 000 j., injekce
Chromsirova smés

Kofaktory pro MAS (viz dale):

NaDP Serva
G-6-P  Reanal
MgCl, Lachema
KClI Lachema
Na,PO, Lachema

Roztoky

Médium pro kultivaci bunék
RPMI 1640 - 5x konc. Sevac

Bovinni sérum pro TK

glutamin - 3 %

kysely uhli¢itan sodny 7.5 %

Kulich, Hradec Kralové
Penta Chrudim
Merck

Sevac
Calbiochem,US
Murex , GB
Sevac

Lederle, SRN
Orion, Finland
Merck, USA
SzU, Millipore
Spofa

SzU

uchovavat pti 4 - 10°C

uchovavat pi1 minim. - 20° C,
po rozmrazeni spotifebovat
do 1 mésice

uchovavat pii1 4 - 10° C
po natfedéni spotiebovat
do 1 mé&sice

uchovévat pii 4 - 10°C
otevienou ampuli neuchovavat



PHA - HA 15

zasobni roztok kolchicinu

pracovni roztok kolchicinu

0.55 % roztok chloridu draselného
(hypotonizac¢ni roztok)

H,0: kys. octova: metanol
(fixacni roztok €. 1)

metanol: kys. octova
(fixacni roztok €. 2)

Sorensentv pufr, pH 6.8
SZU

5 % roztok Giemsa-Romanovski
Merck

6. Pristroje a pomocna zarizeni

Pristroje

chladnicka (4az10°C)

mraznicka (od - 20°C)
centrifuga (od 1 000 ot/min)
termostat

pii provozu denné
trepacky
mikroskopy

uchovavat pii 4 - 10° C
po nafedéni spotifebovat
do 1 mésice

10 mg rozpustit v 10 ml fyziol.
roztoku, uchovavat pii 4 - 10° C
do spottebovani

0,05 ml zasobniho roztoku do
10 ml fyziol. roztoku, neuchovavat

0,55 g KCl rozpustit ve 100 ml
deionizované vody, pi1 37°C
uchovavat do spotfebovani

92 ml:5ml:3ml
neuchovavat

3 dily : 1 dilu
neuchovavat

roztok A:
1,376 g KH,PO,
do 400 ml deionizované vody

roztok B:

5,52 g NazHPO4 A2 Hzo

do 600 ml deionizované vody
roztoky slit a uchovavat pii 4~ 10°C

(€511 0 Y: T 5 ml
Sorensenav pufr................ 15 ml
H,O deionizovana... ......... 80 ml

(37°C £ 10) - teplota kontrolovdna kalibrovanym teplomérem

(vysoka rozliSovaci schopnost pii zvétSeni 1.000 x ):

Axiolab (Zeiss); Olympus BX 60 F; Olympus BX 40 F;
Olympus CHS-G-CH-2; Amplival



Pomocna zarizeni

vodni vyvéva

automatické pipety

laboratorni sklo a plast (kultivacni lahve - Falcon, pipety atd.)
plynové kahany

germicidni zativky

analytické vahy

7. Pracovni postup

a) odber krve

- dezinfikovat loketni jamku Septonexem nebo Jodisolem

- do stiikacky s jehlou na jedno pouziti natahnout cca 0.1 ml heparinu/1 ml
krve nebo pouzit vakutainer s heparinem

- odebrat 1 ml krve (ev. podle potfeby vice)

- jehlu na stiikacce kryt sterilnim krytem a stiikacku s krvi ihned nékolikrat

pfevratit, aby se dobfe promichala s heparinem

stiikacku nebo vakutainer ulozit do chladnicky pfi teploté 4° - 10°C

Pozor! Krev nesmi zmrznout.
- pro kazdou osobu je vyplnéna ,,Cytogenetickd pravodka®, kterd je do

laboratote piedana spolu s ptislusnou krvi a dale archivovana.
b) transport krve

je-li tieba krev transportovat z mista odbéru do laboratote, pak je tfeba pouzit
transportnich chlazenych termonadob, kde je krev po dobu mezi odbérem a
pfedanim v laboratofi udrZovéna pfi teploté 4 - 10°C.

Kultivace
Biologické monitorovani

Kultivace za¢ind do 24 hod po odbéru krve, v mimotadnych piipadech Ize krev
pouzit do 3 dni po odbéru. Kultivace probiha v kultivaénich nadobach
v poméru 7,5 ml média a 0,6 = 0,2 ml krve.

Kultivaéni médium pro 1 kulturu: RPMI 1640 1,06 ml
bovinni sérum 1,80 ml
H,O 4,24 ml
glutamin 0,10 ml
NaHCO; 7,5% 0,16 ml
PHA HA 15 0,10 ml
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Lahvic¢ky musi byt pevné uzavieny a obsah dobfe promichdn. Kultury se umisti
do termostatu pfi teploté 37+1°C na 50 hod. Dv¢ hodiny pted koncem kultivace
se pfida 0,8 ml pracovniho roztoku kolchicinu. Kultura se dobfe promiché a
dale kultivuje.

Testovani latek

Lidské periferni lymfocyty jsou exponovany testované latce v pfitomnosti 1 za
absence metabolického aktiva¢niho systému (MAS). MAS je pifipravovan z S9
frakce jaterniho homogenatu potkanti doplnéného smési kofaktort.

Pro kazdy experimentalni bod se pouziji dvé kultury.

Jako negativni kontrola se pouzije:
fedidlo (fyziol. roztok, DMSO)
metabol. aktivacni systém (MAS)
fedidlo + MAS

neovlivnénd kultura

Jako pozitivni kontrola se pouzije: Thiotepa (10° M), piimy klastogen
Cyklofosfamid (10 ~* M), nep¥imy klastogen s MAS a bez MAS

Koncentrace latky: pouziji se nejméné tii koncentrace testované latky. Musi se
liSit neyméné o jeden fad. NejvySsi koncentrace musi inhibovat mitotickou
aktivitu o 50%, nebo vykazovat jiné znamky toxicity. Maximalni koncentrace je
5 mg/ml.

Doba expozice musi pokryvat cely bunécny cyklus. Dobu kultivace je tieba
volit tak, aby byly analyzovdny pouze prvni mitozy (M 1). Pokud expozice
nepokryva celou dobu bunécného cyklu, je tieba volit rizné doby kultivace, aby
se kumulovaly buiiky, které byly béhem expozice v riznych fazich bunééného
cyklu. Testované latky se k buitkam piidavaji obvykle na zacatku kultivace.
Pokud testovana latka méni délku bunécného cyklu, je tfeba piizplsobit dobu
kultivace.

Buiiky se exponuji testované latce v pfitomnosti 1 bez pouziti metabolického
aktivacniho systéemu (MAS). Roztok testované latky a MAS se sterilizuje
filtraci Milliporovym filtrem 0,45 pm.

Zpracovani kultur a priprava mikroskopickych preparati

Centrifugace krve 3 min pii cca 2 000 ot/min

Ptidat cca 10 ml hypotonizacniho roztoku, nechat stat 10 min pii lab.
teploté

3. Centrifugace krve 3 min pii cca 2 000 ot/min

N —
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Ptidat cca 5 ml fixa¢niho roztoku €. 1

Centrifugace krve 3 min pti cca 2 000 ot/min

Ptidat cca 5 ml metanolu

Centrifugace krve 3 min pti cca 2 000 ot/min

Ptidat cca 5 ml fixa¢niho roztoku ¢. 2

Centrifugace krve 3 min pti cca 2 000 ot/min

0. Po sliti supernatantu sediment dobfe promichat a nakapat 4 - 6 kapek na
mokré, vychlazené podlozni sklo. Od kazdé kultury kapeme 2 skla.

— 00N LA

Po kazd¢ centrifugaci supernatant slit a sediment diikladné resuspendovat.

Barveni preparati

Po usuSeni skel volné na vzduchu barvime preparaty 5 % roztokem Giemsa -
Romanovski :

Giemsa 5 ml
dest. H,O 80 ml
Sorensentv pufr 15 ml

Doba barveni je 4 - 5 minut, poté preparaty ditkladné oplachneme pod tekouci
vodou.

Pfedmytd podloZzni skla jsou uchovavana v chromsirové smési. Pied pouzitim
jsou skla jednotlivé promyta pod tekouci vodou , nalozena do destilované vody
a vychlazena v chladnicce.

Mikroskopicka analyza

Chromozémové aberace se hodnoti v mikroskopu pii zvétSeni 1 000x pod
imerznim olejem pro fluorescenci .

gap: jako gap je hodnoceno poruseni kontinuity jedné nebo obou chromatid, je-
i mezera pieruSené chromatidy stejna nebo uZzsi, nez je Sitka (tlouStka) dané
chromatidy.

Riizné intenzivni projasnéni chromatid se objevuji v pripadech sekundarni
konstrikce u chromozomu ¢. 1, 9 a 16. Svétlé prouzky se objevuji pri pouziti
tepleho (vice nez 200°C) Sorensenova pufru.

zlom: jako zlom je hodnoceno poruseni kontinuity jedné nebo obou chromatid,
nastane-li n€ktery z téchto ptipadi:
- mezera preruSené chromatidy je v&tSi nez Sitka chromatidy
analyzovaného chromozomu
- distdlni (koncovy) fragment je dislokovany nebo mimo osu
chromatidy
- kratsi jedna chromatida (delece).

12



fragment: je protahld ¢ast chromatidy bez centromery (del$i, nez je Sitka
chromatidy).

kruhovy fragment: je kulovitd ¢ast chromatidy (o priméru stejném nebo
vetsim, nez je Sitka chromatidy).

minute: je kulovita cast chromatidy (o priméru menSim, nez je Sitka

chromatidy).
dicentricky chromozom: - 44 centromer + DCH + 1-2 fragmenty
- 44 centromer DCH bez fragmentli (Casto se
Ztraci)

- 45 centromer +,,DCH* bez fragmentii =
normalni metafaze + sekund. konstrikce
nebo piekiiZzené chromatidy.

prsténcity (ring) chromozom:

polyploidni bunka: metafdze, kde je vyssi pocet centromer nez 46 o cely naso-
bek haploidni sady - 23 chromozém.

aneuploidni buinika: metafaze, kde je vys§i nebo nizS§i pocet chromozdémi
nez 46.

Neanalyzuji se:

- nedostatecné nebo nestejnomérné obarvené a piebarvené metafaze

- metafaze s nedostateCn¢ oddélenymi chromatidami

- prometafazické chromozémy

- pozdni metafaze (chromatidy jsou v centromete od sebe oddéleny)

- nedostate¢né rozprostiené metafaze (chromozémy se prekryvaji)

- splyvajici metafaze (nelze odliSit, ktery chromozom patii do které
metafaze)

- mechanické poskozeni chromozomi (vzniklé pii zpracovadni nebo
poskrabanim natéru)

- metafaze, které maji jiny pocet centromer nez 46 + 1 (aneuploidie lze
spolehlivé odlisit jen metodou FISH)

Kategorie poSkozeni chromozomi:

G1, 71, V1: chromatidovy gap, zlom, vyména
G2,72,V2: chromozémovy (isochromatidovy) gap, zlom, vyména
(polycentrické chromozémy, ringy)
Aberantni bunky: buinky obsahujici: Z1, Z2, V1, V2
pulverizace, fragmentace, aneuploidie
Gapy: nezapocitavaji se do aberantnich bunck

Zasady pro vypocet poctu zlomi na buiiku (Z/B):
71,72 =1 zlom
V1, V2 =2 zlomy

13



parové fragmenty v bunce s dicentrickym chromozdémem se nezapocitavaji do
Z/B pulverizace; fragmentace se nezapocitavaji do Z/B;
gapy se nezapocitavaji do Z/B

8. Rusivé vlivy

kontaminace vzorkil, médii a laboratorniho nadobi, mozny vypadek el. energie
béhem kultivace, lidsky faktor

9. Validace metody

Pouzivd se standardni metoda odvozena od mezindrodné¢ normované a
pouzivané¢ vice nez 30 let laboratofemi celého svéta a ové&fované
mezilaboratornim porovnavanim.
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Vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi 251/1998 Sb.( Zména: 208/2001 Sb.)

specifi¢nost - metoda je specifickd pro detekci strukturdlnich a numerickych
chromozomovych aberaci v savéich somatickych bunikdch in vitro a neni
ovlivnéna zadnymi ostatnimi slozkami

kladna odchylka - k odliSeni faleSné pozitivniho vysledku slouzi pouziti
pozitivni a negativni kontroly

negativni odchylka - faleSn¢ negativni vysledek hrozi pfi analyze technicky
nekvalitnich preparati, které se vSak podle metodiky nemaji analyzovat (Stand.
metod.)

mez stanovitelnosti - je dana detekci 1 aberace

opakovatelnost - t&snost shody mezi vysledky ziskanymi opakovanym
méfenim za neménnych podminek je variabilni, zplsobend stochastickou
distribuci bunék na mikroskopickém preparatu a nizkou frekvenci
analyzovanych zmén k celkovému poétu bunék (cca 1 : 10%)
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reprodukovatelnost - tésnost shody mezi vysledky ziskanymi opakovanym
méfenim za riaznych podminek je vysoka

10. Vyjadrovani nejistot méreni

Pro vyjadfeni nejistoty méfeni byl pouzit postup podle Suchinka (Kvalimetrie
7) pro vypocet relativni a rozsifené nejistoty pomoci smérodatné odchylky:

Pocet Pocet
analyzovanych nalezenych
bunék aberantnich b.
100 1
100 3
100 2
100 2
100 1
analyzovanych bungk: 500
nalezenych aberantnich b.: 9
rozptyl: 1-3
prumérnd hodnota: 1,80 %

smérodatna odchylka:
relativni sm. odch.:

S=2xk=043x2=086

RSD= 0,86 x 100

=9.6%

9

rozSifena nejistota (chyba metody): =2 x 9,6 = 19,2 %

Procenta aberantnich bunék (% AB.B.) se uvadéji na dvé desetinna Cisla. Pocet
zlomi na bunku (Z/B) se uvadi na tii desetinna ¢isla.

Vypocty se provadéji analyzou variance metodou ANOVA. V piipadé vyznam-
nych rozdili standardnich odchylek (SD) uvedeny program pouziva pro
srovnani praméra Kruskal-Wallisiiv test.

11. Kontrola kvality

Uskute¢iiuje se analyzou v NRL zhotovenych a zakddovanych preparatii. Firma
komer¢né pripravujici standardni mikroskopické preparaty pro analyzu
chromozomi neni zndma.
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PRUVODKA PRO CYTOGENETICKOU ANALYZU MIKROJADER

Potadove CISI0: .. uene e

Jméno: ... Prijmeni: ...

Rok narozeni: .................... Rodné €islo: ...............c.o

BydliSte: .. ..o e

Datum odb@ru: ... ..o

pracovisSté vdobé odbéru: ................

v riziku: ano — ne

virové onemocnéni v poslednich 3 mésicich: ano — ne

jind onemocnéni (JaKA): ... ...
léky pied odbérem: ano — ne

JAK G
pravidelné, dlouhodobé uzivani 1éki: ano — ne
JAKY O Lo e
hormonalni antikoncepce: ano — ne

piti kavy: ano — ne

KOLIK denne: ...
piti alkoholu 24 h pied odbérem: ano — ne

Pivo, VINO, tvidy — KOIIK: ... e
nekurak (jak dlouho): ano — ne

kurak (kolik denné¢): ano — ne

RTG vysetteni v poslednich 3 mésicich: ano — ne
radioterapie ano — ne

50 7
narazova expozice chemickym latkam v zaméstnani: ano — ne

KAy @ K. e
prace s chemikéliemi mimo zaméstnani (barvy, posttiky) ano — ne

KAy @8 JaKYmMI:. ..o
ockovani v poslednich 3 mésicich (jaké): ano — ne
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Vyzkumny tstav veterinarniho Iékarstvi
Hudcova 70, 621 32 Brno

Tel: +420 5 4132 1241; Fax: +420 5 4121 1229;
E-mail:<rubes@vri.cz>

STANDARDNI OPERACNI POSTUP
2. Cytogeneticka analyza lidskych perifernich lymfocytu

Fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH)
s celochromozomovymi sondami

Zpracoval: RNDr. Petra Musilova, Ph.D., Mgr. Olga Rezadova,
Doc. MVDr. Jifi Rubes, CSc.
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1. Predmét a vymezeni pusobnosti

Metoda umoznuje detekci ziskanych strukturdlnich chromozémovych prestaveb
v savCich (lidskych) bunikach, pomoci fluorescencné znafenych malovacich
DNA sond a fluorescen¢ni mikroskopie.

2. Definice

Poskozeni genetického materidlu bunky (DNA), analyzované jako chromo-
zomové aberace, je projevem biologického efektu genotoxickych faktort.

3. Princip metody

Tento cytogeneticky test umoziuje detekci zejména stabilnich strukturdlnich
aberaci, konven¢ni technikou neidentifikovatelnych, v sav¢ich bunkdach,
nejcastéji v perifernich lymfocytech. Stabilni chromozomalni pfestavby
nezpusobuji ztratu chromozomalniho materidlu, mohou se pfendset z buniky na
buniku, kumuluji se v organismu a jsou odrazem dlouhodobé expozice
genotoxickymi  latkami.  Lymfocyty jsou in  vitro  stimulovany
fytohemaglutininem, zastaveny pomoci kolcemidu v metafdzi, zpracovéany
klasickou metodou (air-dry method) a pouzity pro pfipravu mikroskopickych
preparatl. Prepardty jsou hybridizovany s fluorescencné znacenymi
celochromozomovymi sondami (tzv. painting) a podbarveny vhodnym
fluorescencnim  barvivem. Metafazni bunky jsou analyzovany ve
fluorescencnim mikroskopu.

4. Bezpecnost prace

Metodika vyzaduje praci s toxickymi latkami (formamid).

Z hlediska bezpecnosti prace je nutné:

a) dodrzovat zasady bézné pro praci v chemické laboratofi, navic pro kontakt
s toxickymi latkami

b) pouzivat pomiicky osobni ochrany - ochranny odé¢v, rukavice, rousky

c) dbat na zamezeni kontaminace osob 1 prosttedi, likvidovat odpad bezpe¢nym
zpusobem.

5. Chemikalie a spotiebni material

Z.akladni chemikalie

Celochromozomova sonda Cambio — k. €. 1153-1Cy3
pro chromozom 1 (koncentr.) uchovéavat pii -20°C
piimo znacenda Cy3 (10 testil) chranit pted svétlem !
Celochromozomova sonda Cambio - k. ¢. 1083-4F
pro chromozom 4 (koncentr.) uchovavat pii -20°C
ptimo znacend FITC (10 testh) chrénit pted svétlem!
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Hpybridizacni pufr Cambio (doddvan se sondou)
uchovavat pii -20°C
Formamid Fluka - k.¢. 47670
uchovavat pii 4 - 10°C
Vectashield mounting medium Vector H-1000
uchovavat pii 4-10°C
DAPI Sigma D-9542
(4’,6-diamidino-2-phenylindole) uchovéavat pii -20°C

Imerzni olej pro mikroskopii

Ethanol 96%

Roztoky

Denaturacni roztok
(70%formamid/2xSSC)

Vymyvaci roztok
(50% formamid/2xSSC)

Etanolova rada

20x SSC zasobni roztok

2xSSC

0,1xSSC

Olympus
uchovavat pii laboratorni teploté

uchovavat pii laboratorni teploté

mnozstvi na 1 Coplinovu sklenénou nadobku:
28 ml formamidu a 4 ml 20xSSC (pH 5,35)
doplnit do 40 ml deionizovanou vodou,
upravit pH na 7-7,2

uchovavat pii 4 - 10°C max. 1 mésic

mnozstvi na 2 Coplinovy sklenéné nadobky:
40 ml formamidu a 8 ml 20xSSC (pH 5,35)
doplnit do 80 ml deionizovanou vodou,
upravit pH na 7-7,2

uchovavat pii 4 - 10°C max. 1 mésic

70%, 85%, 96% etanol

175,32 g chloridu sodného a 88,23 g citratu
sodného, doplnit do 1 1 destilovanou vodou,
prefiltrovat, autoklavovat,

uchovavat pii 4 - 10°C

mnozstvi na 2 Coplinovy sklenéné nadobky:
10 ml 20xSSC (pH 7),

doplnit do 100 ml destilovanou vodou,
ptipravovat vzdy Cerstvé

mnozstvi na 2 Coplinovy sklenéné nadobky:
0,5 ml 20xSSC (pH 7),

doplnit do 100 ml destilovanou vodou,
pfipravovat vzdy Cerstvé
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DAPI - zasobni roztok 1

DAPI - zasobni roztok 11

Mcllvainay pufr

DAPI v antifade
(0,24 pg/ml)

Spotiebni material:

- automatické pipety (rozsah 0,5-10 pl, 2-20 ul, 20-200 pl) s prisluSnymi

Spickami

fedime v Mcllvainové pufru (1 mg/ml)
skladovat pti -20°C

piipravime zfedénim zas. r. II v Mcllvainové
pufru (6 pg/ml), skladovat pii -20°C

5,86 g Na,HPO, 12H,0 a 0,382 g kyseliny
citronoveé

doplnit do 100 ml deionizovanou vodou,
upravit pH na 7, ptefiltrovat,

uchovavat pii 4 - 10°C.

4 ul zasobniho DAPI II (6 pl/ml)
doplnit do 100 pl antifade
uchovavat pii 4 - 10°C, chranit pted svétlem

- laboratorni sklo a plast (mikrozkumavky, atd.)

- Coplinovy sklenéné a plastové nadobky s kruhovou podstavou na 5 skel,

s vickem

- mikroskopicka podlozni skla Superfrost
- mikroskopicka kryci sklicka (24x24 mm nebo 22x22 mm)

- digitalni minutky
- diamantové pero

- rubber cement (lepidlo) nebo potravinova folie

- vlhka hybridizacni komtrka (plastova krabicka s vickem a navlhéenym

dnem)

6. Pristroje a pomocna zarizeni

- chladnicka (4 az 10°C)
- mraznicka (od -20°C)

- centrifuga na mikrozkumavky

- termostat (37 £ 1°C
- tfepacka na zkumavky

- vodni lazen s regulaci teploty
- topna ploténka (nastavend na teplotu asi 37° C)

- analytické vahy
- pH metr

- mikroskopy: mikroskop s fazovym kontrastem (zvétSeni objektivi 10x a 20x)
fluorescencni mikroskop Olympus BX 60 sobjektivy (zvétSeni 20x,
100x), s fluorescen¢nim filtrem pro FITC/Texas Red a jednoduchymi

fluorescencnimi filtry pro DAPI, FITC a Texas Red
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Pristroje a pocitacové programy, které jsou velmi vhodné, ale ne nezbytné:

- CCD kamera (VC 45, Germany)

- pocitacové analyza obrazu ISIS (META systems GmbH, Germany)

- pocitacovy program Anomaly counter (ps soft, Czech Rep.)

- termocykler (tento ptistroj je nahraditelny vodni 1dzni a termostatem)

7. Pracovni postup

Fluorescen¢ni hybridizace in situ s celochromozémovymi sondami
Piiprava prepardtu

- pro hybridizaci se pouZivaji mikroskopické preparaty metafdznich
chromozomi jeden den staré nebo skladované pii -20°C v dobfe uzaviené
krabicce za ptitomnosti desikantu (silikagel) nebo v atmosféfe dusiku

- preparat prohlédnout v mikroskopu pomoci objektivu pod fazovym
kontrastem, diamantovym perem vyznacit na skle oblast s nejvétsi hustotou
mitoz (velikosti kryciho skla)

- sklo dehydratovat ve vzestupné ethanolové tad¢ (70%, 85%, 96% ethanol
v plastovych Coplinovych nddobkach) - po 2 minutach pfi laboratorni teploté

- sklo nechat dokonale oschnout

Piiprava hybridizacni smési na 1 test

- zasobni mikrozkumavky se sondami a hybridizatnim pufrem nechat
vytemperovat pii laboratorni teploté, po celou dobu manipulace chrénit pred
svétlem

- v mikrozkumavce smichat:
2 ul celochromozomové sondy pro chrom. 1 - Cy3
2 ul celochromozomové sondy pro chrom. 4 - FITC
6 ul hybridiza¢niho pufru

- promichat na tfepacce

- kratce centrifugovat

Denaturace a prehybridizace sondy

- mikrozkumavku s namichanou hybridizacni smési umistit do plovouci
podlozky (napt. kousek polystyrenu s malym otvorem) a na 10 min vlozit do
vodni lazné pfedem vytemperované na 72°C (denaturace)

- mikrozkumavku pfemistit do termostatu s 37°C na dobu 80 minut
(prehybridizace)

Pozn.: Pro denaturaci a prehybridizaci hybridizacni smési je moziné vyuZzit
termocycler, ktery prislusné naprogramujeme.
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Denaturace prepardtu

15-20 minut pfed ukoncenim prehybridizace vlozit piipravené sklo se
vzorkem do denatura¢niho roztoku (70% formamid/2x SSC) vytempe-
rované¢ho na 72°C na dobu 2 minut

pfemistit postupné do 70%, 85% a 96% ethanolu vychlazeného v lednicce -
po 2 min.

vlozit do 96% ethanolu (laboratorni teploty) na 2 min.

nechat dokonale oschnout pfi laboratorni teploté

Hybridizace

kryci sklo a pfipravené podlozni sklo se vzorkem poloZit na topnou ploténku
vyhfatou asi na 37°C

hybridizacni smés napipetovat na kryci sklo, pfilozit podlozni sklo vzorkem
na kryci sklo a ithned otocit, lehce vytla¢it vzduchové bubliny

oramovat kryci sklo rubber cementem, nebo celé¢ sklo zabalit do kousku
potravinové folie (pro oramovani lepidlem je vhodnéj$i pouzit mensi kryci
sklo 22x22 mm)

sklo vlozit do vlhké hybridizaéni komulrky a nechat inkubovat pies noc pii
37°C

Vymyvani nespecificky navazané sondy

vytemperovat vodni ldzei na 42°C s pfipravenymi roztoky (vymyvaci
roztok, 2xSSC, 0,1xSSC v Coplinovych sklenénych nddobkéach)

odstranit lepidlo nebo folii ze skla, sklo vloZit do 2xSSC na 5 min/42°C
(nechat samovolné odplavit kryci sklicko)

piemistit do 2xSSC na 5 min/42°C

vymyt ve 2 vymyvacich roztocich (50% formamid/2xSSC) po 5 min/42°C
vymyt ve 2 roztocich 0,1xSSC po 5 min/42°C

Montovani skla do DAPI/antifade

sklo vyjmout z 0,1xSSC a postavit vertikalné hranou na savy papir, nechat
stéci prebyte¢nou tekutinu, ale nenechat uschnout

na kryci sklo napipetovat 8 ul DAPI/antifade (0,24 pg/ml), ptilozit podlozni
sklo vzorkem na kryci sklo a ihned otocit, lehce vytlacit vzduchové bubliny
sklo ulozit pfed mikroskopickou analyzou na 5 minut do tmy
nahybridizovana skla uchovavat ve tmé pti 4 - 10°C

Mikroskopicka analyza

Chromozomové aberace se hodnoti ve fluorescencnim mikroskopu pfi
zvétSeni 1 000x za pouZiti imerzniho oleje.
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Vyhodnocuje se 1000 metafaznich bun¢k u kazdého vzorku (daného
jedince).

Analyzuji se jen na prvni pohled uplné metafaze s dobrym hybridiza¢nim
signdlem.

Je velmi vhodné snimat aberantni bunky pomoci CCD kamery do
pocitatového programu umoziujiciho analyzu obrazu (napt.: ISIS,
MetaSystems, Altlussheim, Germany), kde mohou podle potieby byt déle
analyzovany a archivovany.

Aberace jsou analyzovany podle ,,Protocol for Aberration Identification
and Nomenclature - PAINT* (Tucker et al. 1995).

Vysledky analyzy se zapisuji do piedtiSténych protokolit (viz. ptiloha).
K pribéznému ukladani dat je mozné pouZzit pocitacovy program Anomaly
Counter.

Popis nomenklatury PAINT

Identifikace a pocet chromozomalnich vymén se omezuje na udalosti, které
jsou vysledkem spojeni chromozoémil riznych barev.

Kazdy abnormalné¢ obarveny chromozdém nebo fragment se popisuje
individualné.

Abnormalni chromozom je nejprve zafazen do jedné nebo vice tiid
prestaveb, které jsou popsany zkratkou: t (translokace), dic (dicentr), ins
(inserce), ace (acentricky fragment) atd. (ISCN, 1995).

Za touto zkratkou bezprostiedné nasleduje par zavorek obsahujici pismena
popisujici usporadani barevnych segmentli. V popisu aberaci mé vyznam
postaveni centroméry. Velkymi pismeny se popisuji ¢asti chromozomi
obsahujici centroméru, malymi pismeny casti bez centromery.

Pismena ,, A%, ,a* jsou pouZivana pro hybridizaci neobarvené (pouze
podbarvené DAPI) centrické a acentrické ¢asti.

Pismena ,,B“, ,,b* (,,C“, ,,c) jsou pouzivana pro hybridizaci obarvené
centrické a acentrické segmenty chromozému 1 (chromozému 4).

Vypocet genomické frekvence (Fg)

Vysledek se udava jako genomickd frekvence (FG) stabilnich

chromozomovych vymén (Lucas et al., 1993). Jedna se o teoreticky vypocet
frekvence vymén pro cely genom odvozeny ze skuteéné vySetiené¢ho podilu
genomu (obarvenych chromozomi).

Fg = Fiy 12,05[f(1-£,)+{,(1-f,)-fif,]
Fs = celkova genomicka frekvence translokaci
F,, = frekvence translokaci zjiSténd po hybridizaci s dv€éma riznymi celo-

chromozémovymi sondami
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f, = podil genomu piedstavovaného jednim hybridizovanym chromozdémem
(oznaCenym cervenou barvou)

f, = podil genomu predstavovaného druhym hybridizovanym chromozémem
(oznaCenym zelenou barvou)

Chromozoém 1 predstavuje 8,4 % lidského genomu—f, = 0,084
Chromozom 4 ptedstavuje 6,3 % lidského genomu—f, = 0,063

Z toho vyplyva, Ze:

2,05[£(1-£;)+o(1-fp)-fif,] =
=2,05[0,084(1-0,084)+0,063(1-0,063)-0,084x0,063] = 0,26790015
Toto ¢islo se neméni, pokud pouzivame sondy pro chromozomy 1 a 4.
Genomicka frekvence translokaci v jedné burice se pak vypocita:

Fg = F,,/0,26790015

t].: (pocet translokaci/pocet vySetfenych bunck)/0,26790015

Vétsinou se jako vysledek udava genomicka frekvence translokaci ve 100
bunkach.

Primérné hodnoty FG/100 bunék ziskané vySetfenim neexponované
populace v Ceské republice jsou:

novorozenci 0,07 (0-04)
dospéli do 50 let 1,0-1,5 (0-4,0)
dospéli nad 50 let 1,5-2,0 (0-5.95)

8. Rusivé vlivy

- Spatna kvalita DNA sondy

- S$patnd kvalita vychoziho hybridizovaného preparatu (predevsim z hlediska
morfologie)

- mozny vypadek el. energie béhem hybridizace v termostatu

- lidsky faktor

9. Validace metody

Pouziva se standardni metoda odvozena od mezinarodné pouzivané metody.
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specifi¢nost - metoda je specificka pro detekci strukturalnich chromozémovych
aberaci, které zahrnuji chromozémy 1 a 4, v lidskych somatickych buiikach in
vitro a neni ovlivnéna zadnymi ostatnimi sloZkami

kladna odchylka - k odliSeni faleSn¢ pozitivniho vysledku slouzi posouzeni
nejasnych aberantnich bunék dalSim vySkolenym pracovnikem (vzhledem
k nestabilit¢ fluorescencniho signalu je velmi vhodné pouzit program pro
analyzy obrazu)

negativni odchylka - faleSn¢ negativni vysledek hrozi pfi analyze technicky
nekvalitnich preparata, které se vSak podle metodiky nemaji analyzovat

mez stanovitelnosti - je dana detekci 1 aberace

opakovatelnost - t&snost shody mezi vysledky ziskanymi opakovanym
méfenim za neménnych podminek je variabilni, zplisobenad stochastickou
distribuci bunék na mikroskopickém preparatu a nizkou frekvenci
analyzovanych zmén k celkovému poétu bunék (cca 1 : 10°)
reprodukovatelnost - tésnost shody mezi vysledky ziskanymi opakovanym
méienim za riaznych podminek je vysoka

10. Kontrola kvality

Uskutecniuje se analyzou v laboratofi zhotovenych a zakddovanych preparéati.
Firma komer¢éné piipravujici standardni mikroskopické preparaty pro analyzu
chromozomi neni zndma.
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Statni zdravotni tstav
Centrum hygieny Zivotniho prostiedi - Laboratofe genetické toxikologie
Srobarova 48, 100 42 Praha 10

Laboratore genetické toxikologie
zkugebni laboratof ¢. 1206.2 akreditovana CIA
tel: 267 082 340; 267 082 585; fax: 267 082 378;
e-mail: hbavorova@szu.cz; ocadlikova@seznam.cz; rossner(@szu.cz

STANDARDNI OPERACNI POSTUP

3. Cytogeneticka analyza lidskych perifernich lymfocytu
Technika FPG
Vymény sesterskych chromatid (SCE)

Pivod metody:  Perry, P.E., Wolf, S. (1974) New Giemsa method for the
differential staining of sister chromatids.
Nature 251, 156 - 158

Zpracoval: ~ RNDr. Hana Bavorova, RNDr. Danuse Ocadlikova
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Vychozi zdroj:

Perry, P.E., Wolf, S.: (1974) New Giemsa method for the differential staining
of sister chromatids. Nature 251, 156-158

Metody biologického monitorovani genotoxickych ucinkli faktorti prostiedi
Standardni metodika, Priloha AHEM ¢.20/1989, 16-17

Vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi 251/1998 Sb.( Zména: 208/2001 Sb.)
OECD Guildelines For Chemicals, 22nd January, 2001

1. PFredmét a vvmezeni pusobnosti

Metoda umoziuje detekci reciproénich vymén DNA mezi dvéma sesterskymi
chromatidami chromozdému - v sav€ich (lidskych) buiikach in vitro pomoci
optického mikroskopu. SCE reprezentuji vymény identickych sekvenci DNA
mezi replika¢nimi produkty v identickych (homolognich) lokusech.

2. Definice

Ovlivnéni genetického materidlu buiikky (DNA), analyzované jako SCE, je
projevem biologického efektu genotoxickych faktord.
3. Princip metody

Tento cytogeneticky test in vitro je kratkodoby test pro detekci recipro¢nich
vymén DNA mezi sesterskymi chromatidami chromozému v kultivovanych
savCich bunkach. Lze pouzit jak kultur stabilizovanych bunécénych linii, tak
primarnich bun¢k, napt. bunky ¢inského kiecka nebo lidské lymfocyty. Bunky
se kultivuji po dobu dvou replikacnich cyklli v médiu obsahujicim BrdU. Ke
konci kultivace se na bunééné kultury phsobi mitotickym jedem, napi.
kolchicinem, k akumulaci d¢licich se bunék (C-metafaze). Bunky jsou ve
vhodné dobé zpracovany a pak znich pfipraveny mikroskopické preparaty.
Preparaty jsou obarveny vhodnym barvivem a metafazické buitky analyzovany
z hlediska poctu SCE.

4. Bezpe¢nost prace

Metodika vyZaduje prdci s:

- ziravinami (kyselina octova konc., chromsirova smés)

- ostatnimi jedy (kolchicin)

- zvlasteé nebezpecnymi jedy (metanol)

- karcinogeny a mutageny (napf.:Thiotepa, Cyklofosfamid, N-Nitrosodimethyl-
amin, BrdU)

DodrZzovani zasad béZznych pro praci v chemické a mikrobiologické laboratofi,
navic kontakt s chemickymi latkami typu mutagent a karcinogend.
Pouzivani pomiicek osobni ochrany - ochranny od¢v, rukavice, rousky.
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Dbat na zamezeni kontaminace osob i prostiedi pii praci s rozpoustédly,

s nebezpecnymi chemickymi latkami, s infekei, véetné likvidace odpadu.

5. Chemikalie a spoti‘ebni material

Pro pouzité chemikalie je pozadovana kvalita Cistoty p.a., nebo reagent grade.

Zakladni chemikalie

Metanol p.a.

Kyselina octova, 99 %, p.a.

Chlorid draselny, p.a.

Glutamin, 3 %, p.a.

Colchicin pulv., reagent gr.
Phytohaemagglutinin HA 15, reagent gr.

5-Bromo-2’- deoxyuridine (BrdU), reagent gr.
Bisbenzimide H 33258 ( Hoechst ), reagent gr.

Kysely uhli¢itan sodny, 7.5 %, reagent gr.
Cyklofosfamid, 200 mg, injekce
Thiotepa, 15 mg, injekce

Deionizovana voda

Heparin 5.000 j., injekce

Chromsirova smes

Roztoky

M¢édium pro kultivaci bunék -
RPMI 1640 5x konc. Sevac

Bovinni sérum pro TK

glutamin - 3 %

kysely uhli¢itan sodny 7.5 %

PHA - HA 15 ml

zasobni roztok kolchicinu
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Kulich, Hradec Kralové
Penta, Chrudim

Merck

Sevac
Calbiochem,US
Murex , GB
Serva, US
Serva, US
Sevac

Orion, Finland
Lederle, SRN

Spofa

uchovavat pii4 10 °C

uchovavat pii minim. - 20°C,
po rozmrazeni spotfebovat
do 1 mésice

uchovéavat pii 4 - 10°C
po nafedéni spotifebovat
do 1 mésice

uchovavat pii 4 - 10°C
otevienou ampuli neuchovavat

uchovavat pii 4 - 10°C
po nafedéni spotifebovat
do 1 mésice

10 mg rozpustit v 10 ml fyziol.
roztoku, uchovavat pii 4 - 10°C
do spottebovani



pracovni roztok kolchicinu

0.55% roztok chloridu draselného
(hypotonizacni roztok)

H,O : kys. octova : metanol

(fixa¢ni roztok €. 1)

metanol : kys. octova
(fixacni roztok €. 2)

Sorensentv pufr, pH 6.8
SZU

5 % roztok Giemsa-Romanovski
Merck

zasobni roztok BrdU

zasobni roztok Hoechst

pracovni roztok Hoechst

6. Pristroje a pomocna zarizeni

Pristroje
- chladnicka (4 az 10°C)
- mraznicka  (od - 20°C)
- centrifuga  (od 1 000 ot/min)

- vodni lazen (60 +2° C)
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0,05 ml zasobniho roztoku do
10 ml fyziol. roztoku, neuchovavat

0,55 g KCl rozpustit ve 100 ml
deionizované vody, pii 37° C
uchovavat do spotifebovani

92ml:5ml:3ml
neuchovavat

3 dily : 1 dilu
neuchovavat

roztok A:
1,376 g KH,PO, do 400 ml
deionizované vody

roztok B:
5,52 g Na,HPO, .12 H,0 do 600 ml
deionizované vody

roztoKy slit a uchovavat 4 - 10°C

GIEMSA..eeneeeeeeeeeeeeeeeeennn 5ml
Sorensentv pufr................ 15 ml
H,O deionizovana... ......... 80 ml

10 mg rozpustit v 10 ml sterilni
deionizované vody,

uchovavat pii 4- 10°C v temnu
do spottebovani

0,5 mg rozpustit v 10 ml sterilni
deionizované vody, uchovavat pti
4- 10°C v temnu do spotiebovani

1 dil zasobniho roztoku ptidat do
9 dila destil. vody



-termostat (37 £ 1°C) - teplota kontrolovana kalibrovanym teplomérem pfi
provozu denné

- germicidni trubice (30 W)

- tfepacky

- mikroskopy (vysoka rozliSovaci schopnost pii zvétSeni 1.000 x): Axiolab
(Zeiss); Olympus BX 60 F; Olympus BX 40 F; Olympus CHS-
G-CH-2; Amplival

Pomocna zarizeni

- vodni vyvéva

- automatické pipety

- laboratorni sklo a plast (kultiva¢ni lahve - Falcon, pipety atd.)
- plynové kahany

- germicidni zafivky

- analytické vahy

7. Pracovni postup

a) odbeér krve

- dezinfikovat loketni jamku Septonexem nebo Jodisolem

- do stiikacky s jehlou na jedno pouziti natdhnout cca 0.1 ml heparinu/1 ml
krve, nebo pouzit vakutainer s heparinem

- odebrat 1 ml krve (ev. podle potieby vice)

- jehlu na stiikacce kryt sterilnim krytem a stiikacku s krvi ihned nékolikrat

prevratit, aby se dobie promichala s heparinem

sttikaCku nebo vacutainer ulozit do chladnic¢ky pfi teploté 4 - 10°C

Pozor! Krev nesmi zmrznout.

Pro kazdou osobu je vyplnéna ,,Cytogenetickd privodka®, ktera je do laboratote
pfedana spolu s ptislusnou krvi a dale archivovana.
b) transport krve

Je-li tfeba krev transportovat z mista odbéru do laboratofe, pak je tfeba pouzit
transportnich chlazenych termonadob, kde je krev po dobu mezi odbérem a
piredanim v laboratofi udrZovéna pfi teploté 4 - 10°C.

Kultivace

Biologické monitorovani

Kultivace za¢ind do 24 hod po odbéru krve, v mimotadnych piipadech lze krev
pouzit do 3 dnli po odbéru. Kultivace probiha v kultivacnich nadobach
v poméru 7,5 ml média, 0,6 £ 0,2 ml krve a 0,08 ml zdsobniho roztoku BrdU.
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Kultivacni médium pro 1 kulturu: RPMI 1640 1,06 ml

bovinni sérum 1,80 ml
H,O 4,24 ml
glutamin 0,10 ml
NaHCO; 7,5% 0,16 ml
PHA HA 15 0,10 ml
BrdU 0,008ml

Lahvic¢ky musi byt pevné uzavieny a obsah dobfe promichan. Kultury se umisti
do termostatu pfi teploté 37+1°C na 72 hod. Dvé hodiny pfed koncem kultivace
se prida 0,8 ml pracovniho roztoku kolchicinu. Kultura se dobfe promicha a
dale kultivuje.

Testovani latek

Kultivace probihd v kultivacnich nadobach v poméru 7,5 ml kultiva¢niho média
+ 0,6 £ 0,2 ml plné heparinizovan¢ krve + 0,08 ml roztoku testované latky

+ 0,08 ml zasobniho roztoku BrdU. Nadoby musi byt pevné uzavieny a obsah
dobie promichan. Kultury se umisti do termostatu. Doba kultivace je 72 hod,
dvé hodiny pted koncem kultivace se piidd 0,8 ml pracovniho roztoku
kolchicinu.

- Lidské periferni lymfocyty jsou exponovany testované latce v pfitomnosti i za
absence metabolického aktiva¢niho systému ( MAS). MAS je ptipravovan z S9
frakce jaterniho homogenatu potkanti doplnéného smési kofaktort.

Pro kazdy experimentalni bod se pouziji dv¢ kultury.

Jako negativni kontrola se pouzije: fedidlo (fyziol. roztok, DMSO)
metabol. aktivacni systém (MAS)
fedidlo + MAS
neovlivnénd kultura

Jako pozitivni kontrola se pouzije Thiotepa (10" °® M) piimy klastogen
Cyklofosfamid (10" * M) neptimy klastogen
s MAS a bez MAS

Koncentrace latky: pouziji se nejmén¢ tii koncentrace testované latky. Musi se
liSit neyjméné o jeden fad. Nejvyssi koncentrace musi inhibovat mitotickou
aktivitu o 50%, nebo vykazovat jin¢ znamky toxicity. Maximalni koncentrace je
5 mg/ml.

Doba expozice musi pokryvat cely bunéény cyklus. Pokud expozice nepokryva
celou dobu bunééného cyklu, je tieba volit rizné doby kultivace, aby se
kumulovaly bunky, které byly béhem expozice v raznych fazich bunécéného
cyklu. Testované latky se k buitkam piidavaji obvykle na zacatku kultivace.
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Pokud testovana latka méni délku bunécného cyklu, je tfeba piizptsobit dobu
kultivace.

Bunky se exponuji testované latce v pfitomnosti i bez pouZiti metabolického
aktivacniho systéemu (MAS). Roztok testované latky a MAS se sterilizuje
filtraci Milliporovym filtrem 0,45 pm.

Zpracovani kultur a priprava mikroskopickych preparati
Buné€nou suspenzi je tieba chranit pred intenzivnim svétlem!

1.  Centrifugace krve 3 min pii cca 2 000 ot/min

Ptidat cca 10 ml hypotoniza¢niho roztoku, nechat stdt 10 min pii lab.

teploté

Centrifugace krve 3 min pti cca 2 000 ot/min

Ptidat cca 5 ml fixa¢niho roztoku €. 1

Centrifugace krve 3 min pii cca 2 000 ot/min

Ptidat cca 5 ml metanolu

Centrifugace krve 3 min pii cca 2 000 ot/min

Ptidat cca 5 ml fixa¢niho roztoku €. 2

Centrifugace krve 3 min pti cca 2 000 ot/min

0. Po sliti supernatantu sediment dobie promichat a nakapat 4 - 6 kapek na
mokré, vychlazené podlozni sklo. Od kazd¢ kultury kapeme 2 skla.

0

SO XN R W

Po kazdé centrifugaci supernatant slit a sediment dikladné¢ resuspendovat.

Barveni preparata

Barveni je tfeba provadét na preparatech starych nékolik dni, skla je nutno
chranit pfed intenzivnim svétlem. Sklicka ptelijeme pracovnim roztokem
Hoechst v Petriho misce a exponujeme UV zafeni ve vzdalenosti asi 20 cm od
zdroje po dobu 90 minut. Po ukonceni expozice umistime skla do kyvety
s destilovanou vodou a inkubujeme ve vodni lazni pti 60+ 2°C po dobu 90
minut. Po vychladnuti jsou sklicka obarvena 5% roztokem Giemsa -
Romanovski. Doba barveni je 5 minut, poté preparaty diikladné opladchneme
pod tekouci vodou.

Ptedmytd podlozni skla jsou uchovavédna v chromsirové smési. Pied pouzitim
jsou skla jednotlivé promyta pod tekouci vodou, nalozena do destilované vody a
vychlazena v lednicce.

Cytogeneticka analyza
Hodnoti se mikroskopicky pfi zvétSeni 1 000x pod imerzi.
Analyzuji se pouze 2. mitézy v 50 metafazich pro jednu kulturu a vysledek se
vyjadiuje jako pocet SCE/1 bunku. Vymeény v oblasti centromery se nezapo-

Sitavaji.

32



8. Rusivé vlivy
kontaminace vzorka, médii a laboratorniho nadobi, mozny vypadek el. energie
bcéhem kultivace, lidsky faktor

9. Validace metody

Pouziva se standardni metoda odvozend od mezindrodné normované a pouZzi-
vané vice nez 20 let laboratofemi celého svéta a ovéfované mezilaboratornim
porovnavanim.

Literatura

Perry, P.E., Wolf, S.: (1974) New Giemsa method for the differential staining
of sister chromatids. Nature 251, 156-158.

Carrano, A.V., Moore, D.H.: (1982) The rational methodology for quantifying
sister- chromatid exchange in humans. in: J.A. Hendle (Ed.), New Horizons in
Genetic Toxicology, Academic Press, New York, pp. 267 - 304.

Standardni metodika, Priloha AHEM ¢.20/1989, 16-17.

Vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi 251/1998 Sb.( Zména: 208/2001 Sb.)
OECD Guildelines for Chemicals, 22nd January, 2001

specifiénost - metoda je specifickd pro detekci recipro¢nich vymén DNA mezi
dvémi sesterskymi chromatidami chromozému - v sav¢ich (lidskych) bunkach
in vitro pomoci optického mikroskopu. SCE reprezentuji vymény identickych
sekvenci DNA mezi replikatnimi produkty v identickych (homolognich)
lokusech. Metoda neni ovlivnéna zadnymi ostatnimi slozkami

kladna odchylka - k odliSeni faleSné pozitivniho vysledku slouZi pouziti
pozitivni a negativni kontroly

negativni odchylka - faleSn¢ negativni vysledek hrozi pii analyze technicky
nekvalitnich preparati, které se ale podle metodiky nemaji analyzovat

mez stanovitelnosti - je dana detekci 1 vymény (SCE)

opakovatelnost - t&snost shody mezi vysledky ziskanymi opakovanym
méfenim za neménnych podminek je variabilni, zplsobend stochastickou
distribuci bun€k na mikroskopickém preparatu

reprodukovatelnost - tésnost shody mezi vysledky ziskanymi opakovanym
méfenim za riaznych podminek je vysoka

Pocet SCE na buiiku se uvadi na dvé desetinna mista.

Vypocty se provadéji analyzou variance metodou ANOVA. V piipadé vyznam-
nych rozdill standardnich odchylek (SD) uvedeny program pouziva pro
srovnani praméri Kruskal-Wallisiiv test.

10. Kontrola kvality

Uskutecnuje se analyzou v RL zhotovenych a zakdédovanych preparat. Firma
komer¢né piipravujici standardni  mikroskopické preparaty pro analyzu
chromozomi neni zndma.
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PRUVODKA PRO CYTOGENETICKOU ANALYZU MIKROJADER

Poradové Cislo:

Jméno: ... Piijment: ...
Rok narozeni: .......covvveeiiieiiininnnn... Rodné ¢islo:
By ISt ..o e

Datum odbéru:

PracovisSté v dob€ odbeéru: ... ... ...
v riziku: ano — ne
virové onemocnéni v poslednich 3 mésicich: ano — ne
jind onemocnéni (JaAKA): ........oo i e
léky pied odbérem: ano — ne
JAK G e
pravidelné, dlouhodobé uzivani lékii: ano — ne
JAKY O e,
hormonalni antikoncepce: ano — ne
piti kavy: ano — ne
KOLTK deNn@:. .. ..o e e e
piti alkoholu 24 h ptfed odbérem: ano — ne
pivo, vino, tvrdy — KOliK:. ...
nekurak (jak dlouho): ano — ne
kurak(kolik denné): ano — ne
RTG vysetteni v poslednich 3 mésicich: ano — ne
radioterapie (kdy): ano — ne
narazova expozice chemickym latkam v zaméstnani: ano — ne
KAy @ KM e
prace s chemikéliemi mimo zaméstnani (barvy, posttiky) ano — ne
Kdy @ s JaKYmi:. ..o
ockovani v poslednich 3 mésicich (jaké): ano — ne
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Statni zdravotni tstav
Centrum hygieny Zivotniho prostiedi - Laboratofe genetické toxikologie
Srobarova 48, 100 42 Praha 10

Laboratore genetické toxikologie

zkus$ebni laboratof &. 1206.2 akreditovana CIA
tel: 267 082 340; 267 082 585; fax: 267 082 378;
e-mail: hbavorova@szu.cz; ocadlikova@seznam.cz; rossner(@szu.cz

STANDARDNI OPERACNI POSTUP

Cytogeneticka analyza lidskych perifernich lymfocytu
4. Mikronukleus test - Modifikace s cytochalasinem B

Pivod metody: Fenech, M., Morley, A. A.: Measurement of micronuclei in
lymphocytes.
Mutation Res. 147, 1985, s. 29-36

Zpracoval: RNDr. Hana Bavorova, RNDr. Danuse Oc¢adlikova
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1. Predmét a vymezeni pusobnosti

Metoda umoziuje detekci cytogenetick€ého poSkozeni ve stimulovanych savcich
(lidskych) perifernich lymfocytech in vitro pomoci optického mikroskopu.

2. Definice

Poskozeni genetického materidlu buikky (DNA), analyzované jako mikrojadra,
je projevem biologického efektu genotoxickych faktord.

3. Princip metody

Tento cytogeneticky test in vitro je kratkodoby test, pii kterém se stanovuje
frekvence mikrojader v kultivovanych savéich buiikach. Mikrojadra vznikaji
bud v disledku chromozémovych zloml (pak jsou tvofena centrickym
fragmentem), nebo poruchou funkce dé€liciho vieténka (mikrojadro je tvofeno
celym chromozomem nezaclenénym do nové vytvoreného jadra). Mikrojadra se
analyzuji vyhradné v téch lymfocytech, které proSly pouze jednim bunénym
délenim. K identifikaci takovych lymfocytii se pouziva inhibice cytokinézy
pomoci cytochalasinu B. Lymfocyty jsou pak velké, dvoujaderné. Buiky jsou
ve vhodné dob¢ zpracovany a jsou z nich pfipraveny mikroskopické preparaty.
Preparaty jsou obarveny vhodnym barvivem a analyzuje se frekvence
mikrojader ve dvoujadernych bunkéach.

4. Bezpecnost prace

Metodika vyZaduje prdaci s:

a) ziravinami (kyselina octova konc., chromsirova sm¢s)
b) ostatnimi jedy (cytochalasin B)

c) zvlasté nebezpecnymi jedy (metanol)

Dodrzovani zésad béznych pro praci v chemické a mikrobiologické laboratofi.
Pouzivani pomticek osobni ochrany - ochranny odév, rukavice, rousky.

Dbat na zamezeni kontaminace osob 1 prostiedi pifi praci s rozpoustédly, s ne-
bezpecnymi chemickymi latkami, s infekci, véetné likvidace odpadu.

5. Chemikalie a spotirebni material

Pro pouzité chemikalie je pozadovana kvalita Cistoty p.a. nebo reagent grade.

Z.akladni chemikalie

Metanol, p.a. Kulich, Hradec Kralové
Kyselina octova, 99 %, p.a. Penta Chrudim

Chlorid draselny, p.a. Merck

Glutamin, 3 %, p.a. Sevac
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Cytochalasin B, reagent gr.

Phytohaemaglutinin HA 15, reagent gr.

Sigma - Aldrich
Murex, GB

Kysely uhli¢itan sodny, 7.5 %, reagent gr.  Sevac

Deionizovana voda

Heparin 5 000 j., injekce
Chromsirova sme¢s

Dimethyl sulfoxide (DMSO)

Roztoky

Médium pro kultivaci bunék

RPMI 1640 - 5x konc. Sevapharma

Bovinni sérum pro TK
Bioveta Ivanovice

glutamin - 3 %

kysely uhlic¢itan sodny 7.5 %

PHA - HA 15

zéasobni roztok cytochalasinu B

Spofa

Sigma - Aldrich

uchovavat pii 4 - 10° C

uchovavat pii minim. - 20°C
po rozmrazeni spotifebovat
do 1 mésice

uchovavat pii 4 - 10°C
po natfedéni spotiebovat
do 1 mésice

uchovavat pii 4 - 10°C
otevienou ampuli neuchovavat

uchovéavat pii 4 - 10°C
po natfedéni spotiebovat
do 1 mé&sice

uchovavat pii minim. - 20°C

5 mg cytochalasinu B do 2,5 ml DMSO mozné opakované zmrazovani

0.55% roztok chloridu draselného

(hypotonizacni roztok)

metanol : kys. octova
(fixacni roztok €. 1)

metanol : kys. Octova
(fixacni roztok €. 2)

metanol
(fixacni roztok €. 3)

Sorensentv pufr, pH 6.8
SZU

0,55 g KClI rozpustit ve 100 ml
deionizované vody, pii 37°C
uchovavat do spotfebovani

3 dily : 1 dilu

neuchovavat

3 dily : 1 dilu

neuchovavat

roztok A:
1,376 g KH,PO, do 400 ml
deionizované vody
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roztok B:

5,52 g Na,HPO, .12 H,0

do 600 ml deionizované vody
roztoky slit a uchovavat 4 - 10°C

5 % roztok Giemsa-Romanovski Giemsa. 5 ml
Merck Sorensentuv pufr 15 ml
H,O neionizovana 80 ml

6. Pristroje a pomocna zarizeni

Pristroje

chladnicka (4 az 10°C)

mraznitka  (od - 20 C)

centrifuga (od 800 ot/min)

termostat (37+£0,5°C)

trepacky

mikroskopy  (vysoka rozliSovaci schopnost pii1 zvétSeni 1.000 x):
Axiolab (Zeiss); Olympus BX 60 F; Olympus BX 40 F;
Olympus CHS-G-CH-2; Amplival

Pomocna zarizeni

- vodni vyvéva

- automatickeé pipety

- digitalni pipeta

- laboratorni sklo a plast (kultiva¢ni lahve - Falcon, pipety atd.)
- plynové kahany

- germicidni zafivky

- analytické vahy

7. Pracovni postup

a) odber krve

- dezinfikovat loketni jamku Septonexem nebo Jodisolem

- do stiikacky s jehlou na jedno pouziti natdhnout cca 0.1 ml heparinu/1 ml
krve nebo pouzit vakutainer s heparinem

- odebrat 1 ml krve (ev. podle potieby vice )

- jehlu na stiikacce kryt sterilnim krytem a stfikacku s krvi ihned nékolikrat

prevratit, aby se dobie promichala s heparinem

sttikacku nebo vakutainer ulozit do chladnicky pfi teploté 4 - 10°C

Pozor! Krev nesmi zmrznout.

Pro kazdou osobu je vyplnéna ,,Cytogeneticka privodka®, ktera je do laboratoie
piedana spolu s ptisluSnou krvi a déle archivovana.
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b) transport krve

Je-li tfeba krev transportovat z mista odbéru do laboratote, pak je tfeba pouZit
transportnich chlazenych termonadob, kde je krev po dobu mezi odbérem a
piedanim v laboratofi udrZzovéna pfi teploté 4 - 10°C.

Kultivace

Kultivace zac¢ind do 24 hod po odbéru krve, v mimotadnych ptipadech 1ze krev
pouzit do 72 h. po odbéru. Kultivace probiha v kultiva¢nich nddobach v poméru
7,5 ml média a 0,6 = 0,2 ml krve.

Kultivacni médium pro 1 kulturu:

RPMI 1640 1,06 ml
bovinni sérum 1,80 ml
H,O 4,24 ml
Glutamin 0,10 ml
NaHCO; 7,5% 0,16 ml
PHA HA 15 0,10 ml

Falconky musi byt pevné uzavieny a obsah dobte promichan. Kultury se umisti
do termostatu pii teploté€ 37 + 0,5°C. 44. hodinu od zacatku kultivace se piida
0,02 ml zasobniho roztoku cytochalasinu B (5ug / 1 ml kultury) a obsah dobie
promichame. Celkova doba kultivace je 72 hodin.

Pozor! Nepouzivat kolchicin.

Zpracovani kultur a priprava mikroskopickych preparati

Centrifugace kultury 10 min pti cca 800 ot/min

Ptidat cca 10 ml hypotonizacniho roztoku, nechat stat 5 min pfi lab. teploté
Centrifugace 5 min pii cca 800 ot/min

Ptidat cca 5 ml fixa¢niho roztoku €. 1

Centrifugace 5 min pii cca 800 ot/min

Ptidat cca 5 ml fixa¢niho roztoku €. 2

Centrifugace 5 min pii cca 800 ot/min

Ptidat cca 5 ml metanolu

Centrifugace 5 min pii cca 800 ot/min

0. Po odsati supernatantu sediment dobie promichat a nakapat 4 - 6 kapek na
mokré, vychlazené podlozni sklo. Od kazdé¢ kultury kapat 2 skla.

Po kazd¢ centrifugaci supernatant odsajeme a po kapkach ptiddvame hypotonii
1 fixace. Obsah ve zkumavce jemné protiepeme na tfepalce pii1 nizkych
obratkach.

H.\OW.\‘.@V‘PP’!\)E
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Myti skel

Pfedmyta podloZzni skla jsou uchovavana v chromsirové smési. Pied pouzitim
jsou skla jednotlivé promyta pod tekouci vodou, nalozena do destilované vody a
vychlazena v chladnicce.

Barveni preparatu

Po usuSeni skel volné na vzduchu barvime preparaty 5% roztokem Giemsa:

Giemsa 5 ml
dest. H,O 80 ml
Sorensentv pufr 15 ml

Doba barveni je 4 - 5 minut, poté preparaty dukladné oplachneme pod tekouci
vodou a nechdme uschnout.

Mikroskopicka analyza

Mikrojadra se hodnoti v mikroskopu pti zvétSeni 1 000x pod imersnim olejem
pro fluorescenci. Hodnoti se 1000 dvoujadernych bunék a stanovi se frekvence
bunck s mikrojadry.

Mikrojadro musi byt umisténé v cytoplazmé€ a nesmi byt vétsi nez 1/3 jadra.

S jadrem se nesmi piekryvat a mizZe se ho dotykat maximalné v 1 bodé.
Intenzita zabarveni mikrojadra se musi podobat zabarveni jadra, pfipadné byt
o néco svétlejsi.V jedné bunce muize byt nejvice 6 mikrojader.

8. Rusivé vlivy

kontaminace vzorkl, médii a laboratorniho nadobi, mozny vypadek el. energie
béhem kultivace, lidsky faktor

9. Validace metody

Pouziva se standardni metoda odvozena od mezinarodné normované, pouzivané
laboratofemi celého svéta a ovéfované mezilaboratornim porovnavanim.

Literatura

Carrano A.V., Natarajan A.T.: Considerations for population monitoring
using cytogenetic techniques. Mutation Res., 1988, 204, 379 - 406

Standardni metodika, Priloha AHEM ¢.20/1989, 16-17.

Vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi 251/1998 Sb.( Zména: 208/2001 Sb.)
OECD Guildelines For Chemicals, 22™ J anuary, 2001

specificnost - metoda je specifickd pro detekci mikrojader v savcCich
somatickych bunkach in vitro a neni ovlivnéna zddnymi ostatnimi sloZkami
negativni odchylka - faleSn¢ negativni vysledek hrozi pii analyze technicky
nekvalitnich preparati, které se ale nemaji analyzovat
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mez stanovitelnosti - je dana detekci 1 mikrojadra

opakovatelnost - t&snost shody mezi vysledky ziskanymi opakovanym
méfenim za neménnych podminek je variabilni, zplGsobend stochastickou
distribuci bunék na mikroskopickém preparatu a nizkou frekvenci
analyzovanych zmén k celkovému poétu bunék (cca 1 : 10%)
reprodukovatelnost - tésnost shody mezi vysledky ziskanymi opakovanym
méfenim za riaznych podminek je vysoka

10. Vvjadrovani nejistot méreni

Pro vyjadieni nejistoty méfeni byl pouzit postup pro vypocet relativni a
rozSifené nejistoty pomoci smérodatné odchylky:

Pocet Pocet
analyzovanych nalezenych
bunék mikrojader
1000 7
1000 8
1000 7
1000 6
1000 8
analyzovanych bun¢k: 5000
nalezenych mikrojader: 36
rozptyl: 6-8
pramérnéd hodnota: 7,2 mikrojader na 1000 bunék (0,72%)

smérodatna odchylka: S=2xk=2x 0,43 = 0,86

relativni sm. odch.: RSD = 0,86 x 100 =2,4%
36
rozsitena nejistota: U=2x 2,4 =4,8%

Vysledek je zatizen chybou * 4,8 %

Pti kazdé analyze je hodnoceno 1000 dvoujadernych bunék a v nich je stano-
vena frekvence bun¢k s mikrojadry.

11. Kontrola kvality

- Firma komer¢né pftipravujici standardni mikroskopické preparaty pro
analyzu mikrojader neni znama.
- Mezilaboratornim porovnavanim.
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PRUVODKA PRO CYTOGENETICKOU ANALYZU MIKROJADER

Poradové Cislo:

Piijmeni: ... Jméno: ...
Rok narozeni: ..............ooviiiil. Rodné €islo: ....oooveiiiiii
Byt .o e
Datum odbCIU: ...

PracoviSté v dob€ odberu:....... ...
v riziku: ano — ne

virové onemocnéni v poslednich 3 mésicich: ano — ne

JINA onemocnent (JAKA):. ... ..o .o e
1¢ky pted odbérem: ano — ne

JAK e e,
pravidelné, dlouhodobé uzivani 1ékt: ano — ne

JAKY O L e
hormonalni antikoncepce: ano — ne

piti kavy: ano — ne

KOLIK denne:. .. ..o e
piti alkoholu 24 h pted odbérem: ano — ne

Pivo, vino, tvrdy — KOIIK: ... ...
nekurak (jak dlouho): ano — ne

KuFak (KoLK denne):. ... ..o e e e
RTG vysetteni v poslednich 3 mésicich: ano — ne

radioterapie (kdy): ano — ne

narazova expozice chemickym latkam v zaméstnani: ano — ne

KAy @ JaK I . .o e
prace s chemikaliemi mimo zaméstnani (barvy, postiiky) ano — ne

Kdy @ JaKYmi:. ..o

ockovani v poslednich 3 mésicich (jaké): ano — ne
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Ustav experimentéalnej onkologie SAV,
Vlarska 7, 833 91 Bratislava,
tel.: (+421 2) 59327512, e-mail: exongaba@savba.sk
a
Ustav preventivnej a klinickej mediciny,
Limbova 14, 833 01 Bratislava,
tel.: (+421 2) 59369270, e-mail: dusinska@upkm.sk

STANDARDNY OPERACNY POSTUP

5. Alkalicka jednobunkova gélova elektroforéza

- kométovy test

(the alkaline single cell gel electrophoresis - SCGE

the alkaline comet assay)

Povod metody:

Ostling, O., Johanson, K. J. (1984) Microelectrophoretic study of radiation-
induced DNA damages in individual mammalian cells. Biochem. Biophys. Res.
Comm., 123, 291-298.

Singh, N. P., McCoy, M.T., Tice, R. R. and Schneider, E. L. (1988) A simple
technique for quantitation of low levels of DNA damage in individual cells.
Exp. Cell Res. 175: 184-191.

Collins, A. R., DuSinska, M., Gedik, C. M., Stetina, R.: Oxidative Damage to
DNA: Do We Have a Reliable Biomarker? Environ Health Perspect 104, 1996,

465-469.

Spracovali:

RNDr. Alena Gabelova, CSc.,
Ustav experimentalnej onkoldgie SAV, Vlarska 7,
833 91 Bratislava, SR

RNDr. Maria Dusinska, CSc.,

Ustav preventivnej a klinickej mediciny, Limbova 14,
833 01 Bratislava, SR
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1. Predmet a vvmedzenie posobnosti

Metdéda umoznuje detegovat’ jednoretazcoveé zlomy DNA (t.j. priame zlomy
DNA ako 1 prechodné zlomy, ktoré vznikaji v désledku opravy poskodenia
DNA), alkali-labilné polohy, krizové spojenia DNA-protein ako i oxida¢né a
alkylacné poskodenia DNA v eukaryotnych bunkach in vitro prostrednictvom
fluorescencného mikroskopu. Metdoda umoziuje analyzovat’ poSkodenia DNA
na urovni individualnych buniek vo vsSetkych typoch buniek, t.j. v bunkéach
proliferujacich aj neproliferujucich, v stabilizovanych bunkovych liniach,
primokultarach, lymfocytoch ako i v bunkédch z biopsii. Pre analyzu postacuje
malé mnozstvo buniek (< 50 000).

2. Definicia

Poskodenie genetického materidlu bunky (DNA), ktoré sa manifestuje ako
zlom, je prejavom biologického efektu genotoxickych faktorov.

3. Princip metody

Molekula DNA, ktora ma prirodzene zaporny naboj, migruje v elektrickom poli
smerom k andde (kladny pol). Rychlost’ migracie DNA v elektrickom poli
zavisi od poctu zlomov a vel'kosti molekuly DNA.

Bunky, ktoré su fixované v agar6zovom géli, sa lyzuju. Pocas lyzy dochadza
k destrukcii proteinov a inych bunkovych komponent, ktoré volne difunduju
v agarozovom géli do lyzujuceho roztoku. Po lyze zostava v agar6zovom géli
fixovana DNA, ktora si zachovava organizaciu superstruktary, podobne ako ma
DNA v zivej bunke, spolu so zvySkami jadrovej membrany a matrix. Zlomy,
ktore st pritomné v DNA, navodia pocas alkalického odvijania DNA relaxaciu
superzavitnice DNA. V pritomosti elektrického pol'a je potom relaxovand DNA
tahana smerom ku kladnej -elektréde. Obraz, ktory sa pozoruje vo
fluorescencnom mikroskope po zafarbeni preparatov vhodnym fluorescenénym
farbivom s afinitou k DNA, pripomina tvar kométy - kompaktna (nepoSkodend)
DNA je fixovana v "hlave”, poskodend DNA tvori “chvost” kométy. Podla
tohto mikroskopického obrazu sa metdda Casto oznacuje aj ako kométovy test
(comet assay).

4. Bezpec¢nost prace

Metodika vyZaduje pracu so:

a) zieravinami (konc. roztok hydroxidu sodného)

b) karcinogénmi a mutagénmi (pozitivne kontroly - metylnitrozoguanidin,
MNNG; metylmetansulfonat, MMS; fluorescencné farbicky napr. etidium
bromid, EtB)
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Dodrziavanie zasad, ktoré si bezné pre pracu v chemickom a mikro-
biologickom laboratériu, naviac kontakt s chemickymi latkami typu mutagénov

a karcinogénov.

Pouzivanie pomocok osobnej ochrany - ochranny odev, rukavice, ruska.
Dbat’ na zamedzenie kontaminacie 0sob aj prostredia pri praci s rozpustadlami,
s nebezpecnymi chemickymi latkami, s infekciou, vratane likvidacie odpadu.

5. Chemikalie a spotrebny material

Pre pouzité chemikalie sa vyzaduje kvalita Cistoty p.a..
Pri pouziti reparaénych enzymov na detekciu oxidacnych a alkylacnych posko-
deni DNA sa vyzaduje kvalita chemikalii pre molekulovu biologiu.

Zakladné chemikalie

Etylalkohol

Chlorid sodny (NaCl)
Chlorid draselny (KCI)
Hydroxid sodny (NaOH)
Hydroxid draselny (KOH)

Sodna sol’ kyseliny etyléndiaminotetraoctove]

(Chelaton IIT)

EDTA (etyléndiaminotetraoctova kyselina)

Tris(hydroxymetyl)-aminometan
Triton X-100

(Calbiochem, Svaj¢iarsko)

Kyselina chlorovodikova (HCI)
NMP agaro6za (normal melting point)

LMP agaréza (low melting point)

Etidium bromid (EtBr)
Dimetylsulfoxid (DMSO)
Bovinny sérovy albumin (BSA)
Hepes pre molekulovu biologiu
peroxid vodika

Kofaktory pro MAS (viz ddle):
NaDPH

Gluk6zo-6-fostat

MgCIZ

KCl

NazP 04
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p.a.
p.a.
p.a.
p.a.
p.a.

p.a.
p.a.
p.a.
p.a.

p.a.
pre mol. biologiu

(Sigma, USA)

pre mol. biologiu
(GibcoBRL, USA)
(Sigma, USA)

(Serva, Nemecko)

pre molekulovl biologiu

p.a.

Serva
Reanal
Lachema
Lachema
Lachema



Roztoky

A. Kultivacia bunicek

Lymfocyty
RPMI 1640 (Gibco)uchovéavat pri 4 - 10°C

Stabilizovane bunkove linie

DMEM, MEM atd'. (Gibco) uchovavat pri 4 - 10°C
podla typu buniek
Bovinné fetalne sérum (Gibco) uchovévat pri minim. - 20°C,

Pred pouzitim do kultivacnych médii tepelne inaktivovat - 30 min. pri teplote
56°C. Po inaktivacii rozdavkovat’ a zmrazit'.

glutamin 100x konc. (Gibco) uchovavat pri -20°C
antibiotika :
penicilin 100 U/ml
streptomycin 100 pg/ml
fosfatovy tlmivy roztok PBS firma Oxoid

(bez Ca®", Mg*" ionov)

trypsin Difco, USA
dimetylsulfoxid (DMSO) pre tkanivové kultary (Sigma)
hrubé extrakty repara¢nych enzymov Dr. Karel Angelis, CSc.
Ustav experimentalnej botaniky
AV CR

Zasobny roztok trypsinu
Pripravi sa 0,25% roztok trypsinu v tlmivom fosfatovom pufri PBSa. Roztok sa
sterilizuje filtraciou cez sadu filtrov Milipor s réznou porozitou (predfilter,
0,22 um, 0,45 um, 0,8 um a 1,2 um). Sterilny roztok sa rozdavkuje a udrzuje
pri teplote -20° C.

Zasobny roztok verzénu

Pripravi sa 0,02 % roztok EDTA (Chelaton III) v PBS (pH = 7,2). Na indikéciu
pH sa do roztoku pridava xyz fenolova cervenl (1,5% ). Roztok sa sterilizuje
autokldvovanim 30 min. pri 1 atm (0,101325 Mpa).

Roztok verzén-trypsin

Pozostava zroztoku verzénu a trypsinu, ktoré sa zlievaju na koncentraciu
0,025% trypsin alebo 0,04% trypsin podla typu buniek. Pracovné roztoky sa
udrziavaju v chladnicke pri 4°C.
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B. Jednobunkova gélova elektroforéza (scge)

Lyzujuci roztok

25M  NaCl

0,1M chelaton 111
0,01 M Tris

pH=10

1% Triton X-100

Pri priprave 1 1 lyzujaceho roztoku sa prislusné navazky NaCl, chelatonu III a
Trisu rozpustia v 800 ml destilovanej vody. Za staleho mieSania sa pomaly
pridavaju granulky krystalického NaOH az do rozpustenia ndvaziek (vycirenie
roztoku). Presnd hodnota pH sa upravi koncentrovanym (1 M) roztokom NaOH.
Objem roztoku sa doplni na 1 1. Roztok sa uskladituje v chladnicke pri teplote
4°C. Tesne pred pouzitim sa pridava Triton X-100, ktoré¢ho vysledna kon-
centracia je 1%. (Na 100 ml lyzujtiiceho roztoku sa prida 1 ml Tritonu X-100).

Elektroforeticky roztok

0,30 M NaOH
0,01 M chelaton III

Elektroforeticky roztok sa pripravuje vzdy Cerstvy v den experimentu zo zaso-
bnych roztokov 5 M NaOH a 0,2 M Na,EDTA. Zasobn¢ roztoky sa udrziavaja
v chladnic¢ke. Na pripravu 1 1 elektroforetického roztoku sa zlieva 60 ml 5 M
NaOH, 5 ml 0,2 M Na,EDTA. Objem sa doplni destilovanou vodou do 11.

Neutralizacny roztok

0,4 M Tris pH=17)5

Neutraliza¢ny roztok sa pripravuje zo zdsobného roztoku 1 M Tris riedenim
(2:3) destilovanou vodou. Na tupravu 1 | zasobného roztoku sa rozpusti
121,14 g Trisu v 700 ml destilovanej vody, hodnota pH zdsobného roztoku sa
upravuje 1 M HCI, po tuprave pH sa objem doplni do 1 1. Zasobny roztok sa
uchovava v chladnicke.

TImivy roztok pre repara¢né enzymy na detekciu oxidovanych poskodeni
(endo pufor)

0.04 M Hepes

0.10M chlorid draselny

0.50 mM EDTA (kysla forma)

0.20 mg/ml bovinny sérovy albumin (BSA)
pH=28
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Pripravuje sa 10x konc. roztok bez BSA, ktorého pH sa upravuje kryStalickym
KOH. Koncentrat sa uchovava v mraznicke pri -20°C. Na pracovnu
koncentraciu sa riedi v pomere 1:10. Nariedeny sa uchovava v chladnicke. Pre
riedenie enzymov (iba!) sa tesne pred pouZitim pridava BSA.

6. Pristroje a pomocné zariadenia

Pristroje

- centrifuga (do 3 000 ot/min.)
- termostat (37°C £ 1°)

- mikrovlnna rara

- analytické vahy

- pH meter

- vodny kupel’ v rozpiti 37 - 60°C
- zdroj napdtiado 30 V

- elektroforeticky box

- fluorescencny mikroskop

- digitdlna kamera

- software pre obrazovl analyzu

- pocitac

Pomocné zariadenia

- kyvety pre cytologiu

- krycie sklicka 22x22 mm, no. 1

- podloZné skli¢ka so zdrsnenym okrajom (pre popis vzorky)
- automatické pipety (20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)
- Spicky

- krabice na histologické preparaty

- laboratorne tacky

- laboratorne sklo a plast

- plynové kahany

- germicidni Ziarivky

- vyveva

- chladnicka (4 az 10°C)

- mraznicka (od - 20°C)

7. Pracovny postup

Priprava skliCok pre SCGE

a) odmast’ovanie sklicok

Podlozné mikroskopické sklicka sa oplachnu v destilovanej vode, usuSia sa a
namocia do kyvety s 96% etanolom. Sklicka sa po 15 min. postupne vyberaju
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pinzetou a opaluju nad plameiiom. Po vysuSeni sa ukladaju na tacku
s filtraCnym papierom. Takto odmastené sklicka sa pouzivajii na potiahnutie
agarozou (zdrsnenie skli¢ok). Prva vrstva agardzy sluzi na lepSie prichytenie
gelu.

b) pot’ahovanie sklicok

Pripravi sa 1% roztok NMP agar6zy v destilovanej vode (!). Agaroza sa rozvari
v mikrovlnnej rare. Homogénny roztok sa udrzuje vo vodnom kupeli pri teplote
56-58°C. Do tohto roztoku sa postupne po jednom naméacaju odmastené
mikroskopické sklicka. Povytiahnuti sklicka z agar6zy musi byt celd plocha
sklicka suvisle pokrytd agarézou. Spodna plocha sklicka sa utrie. Takto
potiahnuté sklicka sa ukladaju na tacky s filtranym papierom. Sklicka sa suSia
pri 50°C 1 h alebo pri izbovej teplote cez noc. Po vysuSeni sa sklicka moézu
skladiiovat’ v krabickéch pre cytolégiu.

c¢) priprava spodnych agaroézovych gélov

Pripravi sa 1% roztok NMP agardzy v tlmivom fosfatovom pufri (PBS, bez
Ca®". Mg iénov!). MNP agardza sa rozvari v mikrovlnnej rare a schladi na 56
- 58°C vo vodnom kupeli. Na potiahnuté skli¢ka sa napipetuje 100 ul NMP
agarozy a kvapka sa prikryje krycim sklickom tak, aby nevznikali bubliny. Na
jednom sklicku mo6zu byt 2 agarové gely. Agarovy gel sa nechd stuhnut
v chladnic¢ke (5 - 10 min.). Takto pripravené sklicka (spodné geli) sa skladuju
vo vlhku, aby nedoSlo k vysuSeniu gelu. Sklicka sa pripravuji v den expe-
rimentu, pripadne deii pred pokusom. Na jednu vzorku sa pouzivaju 3 sklicka.

d) priprava vrchnych agarozovych gélov

V dent experimentu sa pripravi sa 0,75% roztok LMP agardzy. Agardza
v timivom fosfaitovom pufri (PBS, bez Ca®’* a Mg*" iénov!) sa rozvari
v mikrovlnném rure. Roztok agar6zy sa udrziava vo vodnom kupeli pri teplote
37 - 38°C.

Priprava biologického materialu
A. LYMFOCYTY
a) Odber krvi

- Dezinfikovat’ laktovl jamku Septonexom nebo Jodisolom.

- Do striekacky sihlou sihlou na jedno pouzitie natiahnut EDTA
(koncentracia EDTA je 1,6 mg/ml krvi) alebo pouzit’ vakutainer s EDTA.

- Odobrat’ 5 ml krvi (minimum 1 ml).

- Ihlu na striekacke kryt sterilnym krytom a strieckacku s krvou ihned’
niekol’kokrat prevratit’, aby sa dobre premieSala s EDTA.

- Striekacku alebo vakutainer uloZzit do chladnicky pri teplote 4 - 10°C.
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Pozor! Krv nesmie zmrznut ani skumavka s krvou sa nesmie dotykat’
priamo Padu!!

Kazda osoba ma vyplneny sprievodny list a kod s ¢islom, ktory je do laboratéria
doneseny spolu s krvou a d’alej archivovany.

b) Transport krvi

Ak je treba krv transportovat’ z miesta odberu do laboratéria, je treba pouzit
transportnych chladenych termonadob, kde je krv po dobu medzi odberom a
spracovanim uchovavana pri teplote 4 - 10°C.

Opiat’ pozor! Krv nesmie zmrznut’ ani skimavka s krvou sa nesmie
dotykat’ priamo Padu!!

¢) [Izolacia vitalnych periférnych lymfocytov z Pudskej venoznej krvi.
Podmienky zmrazenia a rozmrazenia lymfocytov

Princip metddy
Separécia buniek podl'a hustoty gradientovou centrifugéciou.

Pouzity material
- 4 ml l'udskej krvi v EDTA (koncentracia EDTA je 1,6 mg/ml krvi)
- médium RPMI 1640 (Sigma alebo Biocom)
- Lymphoprep (Nycomed)
- fetdlne sérum (FCS) (Boicom)
- DMSO (Merck)
- rukavice
- stojany na: skamavky, eppendorfky, falconky
- eppendorfky 1,5 ml
- sterilné skumavky 10 ml
- sterilné skimavky Falcon 50 ml
- Pasteur pipety
- sklené pipety - objemy 2, 5, 10 ml
- automatické nastaviteI'né pipety
- polystyrénové krabice na zmrazovanie
- papierové krabice na uskladnenie v mraziacom boxe

Tlmivy roztok PBSa (Dubbeco’s PBSa)

Na(Cl 8¢g

KCl 02¢g

Na,HPO, 1,15 g (alebo Na,HPO,.12 H,0 2,89 g)
KH2P04 O,2g
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Pouzité pristroje

laminarny box
centrifliga
mikroskop

mraziaci box - 80°C
vodny kupel

Metodicky postup

4 ml krvi odobratej do skimaviek s EDTA prenesieme do kadi¢ky a
zmieSame s rovnakym objemom média RPMI.

Zmes krvi opatrne navrstvime na 2,5 ml Lymphoprepu v 10 ml sterilne;j
skimavke (na 8 ml zmesi krvi s médiom RPMI potrebujeme 2 skumavky).
Centrifugujeme 20 min. pri 1800 rpm a izbovej teplote. Pasteurovou
pipetou odsajeme prstenec lymfocytov z oboch skumaviek do 50 Falcon
skiimavky. Spolu je to asi 7,5 ml lymfocytov.

Priddme RPMI médium do objemu 40 ml. Jemne premieSame.
Centrifugujeme 10 min. pri 1600 rpm a izbovej teplote.

Odsajeme supernatant a k sedimentu priddme 5 ml RPMI média,
lymfocyty rozsuspendujeme a spocitame v Biirkerove; komorke. Potom
odoberieme pozadované mnozstvo lymfocytov pre Comet assay podla
podtu vzoriek 1x10° ne gel.

Zmrazovanie lymfocytov

Po odobrati lymfocytos na Comet essay zvySok zmesi centrifugujeme
10 min. pri 1600 rpm a izbovej teplote.

Supernatant odsajeme a k sedimentu po kvapkach a za stdleho mieSania
pomaly priddvame zmrazovacie médium, 0.5 ml na 3 miliény lymfocytov.
Zmes jemne prefukame a dame do eppendorfiek, uzatvorime a prelepime
parafilmom. Zmrazovacie médium: 10% DMSO vo fetdlnom sére (FCS -
fetal calf serum).

Eppendorfky s lymfocytmi v zmrazovacom médiu ddme na 20-30 min. do
I'adu a do chladnicky. Potom ich ulozime do polystyrénovej krabice, ktort
vloZime eSte do jednej polystyrénovej krabice, dobre utesnime (lepiacou
paskou) a uloZzime do mraznic¢ky na -80°C. Lymfocyty sa Setrne zmrazia a
po 24 hodinach prelozime zmrazené lymfocyty do papierovej krabice,
v ktorej budu uskladnené mraznicke.

Rozmrazovanie lymfocytov

Eppendorfku so zmrazenymi lymfocytmi dame do vodného kupela 37°C.
Po rozpusteni prenesieme cely obsah do 50 ml Falconky a pridame 10 ml
média RPMI resuspendujeme.
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Urc¢ime viabilitu lymfocytov trypanovou modrou. Pre Comet assay musi
byt viabilita lymfocytov v rozmedzi 90-100%.

Lymfocyty scentrifugujeme 10 min pri 1600 rpm a izbovej teplote.
Supernatant odsajeme, k sedimentu priddme 5 ml fosfatového roztoku,
rozsuspendujeme, spocitame v Biirkerovej komorke a poZadované
mnozstvo lymfocytov odoberieme na Comet assay.

Izolovanie lymfocytov z krvi 7 prsta
Pouzity material

NaCl (M.h.= 58,45; 99,9%)

KCI (M.h.=74,55; 98,5%)
Na,HPO,.12 H,O (M.h.=358,141; 99%)
KH,PO, (M.h.=136,086; 99%)
médium RPMI 1640

Histopaque 1077

eppendorfky

automatické pipety + Spicky
stojany na eppendorfky

Pasteurove pipety
FCS

Tlmivy roztok PBSa (Dubbeco’s PBSa)

NaCl 8¢g
KCl 02¢g
Na,HPO, 1,15 g (alebo Na,HPO,.12 H,O 2,89 g)
KH2P04 O,2g
Pouzité pristroje
Centrifuiga
Metodicky postup

Z prsta odoberieme 30ul krvi (mozno pouzit aj vendznu krv s anti-
koagulantom) a priddme do 1 ml RPMI + 10% FCS v 1,5 ml eppendortke.
Zmes dobre premieSame a nechdme stat’ na l'ade asi 10 min.

Potom ju opatrne podvrstvime 100ul Histopaque 1077, pouZitim auto-
matickej pipety.

Centrifugujeme pri 200 x g, 3 min, 4°C.

Opatrne odoberieme lymfocyty (100ul), ktoré sa nachadzaji na rozhrani
medzi RPMI a Histopaque (bledozlta priesvitnd vrstva) a prenesieme ich
do novej eppendorfky. Lymfocyty odoberame vzdy z dvoch eppendorfiek
do jednej (t.J. v novej eppendorfke bude 200ul lymfocytov).

Pridame 800pul roztoku PBSa.
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- Centrifugujeme pri 200 x g, 3 min, 4°C.

- Supernatant odoberieme pomocou 1 ml pasteurovej pipety. Takto
izolované lymfocytu su pripravené pre pouzitie v Comet assay, pri¢om
mnozstvo buniek v jednej eppendorfke mozno rozdelit na 2 gely (tj. pre
paralelné stanovenie).

Duthie, S. J., Ross, M.,Collins, A. R.: (1995) Mutat. Res 331: 55-64

Viabilita buniek
Princip metody

Metoda je zalozena na schopnosti trypanovej modrej preniknit’ do mftvych
buniek, zivé bunky zostanll nezafarbené.

Material
- automatické pipety, Spicky
- eppendorfky
- NaCl (M.h.=58,45; 99,9 %)
- KCl (M.h.=74,55; 98,5 %)
- Na,HPO, .12 H,0 (M.h.=358,141; 99 %)
- KH,PO, (M.h.=136,086; 99 %)
- trypanova modrd (M.h.=960,8); 0,8 %-ny roztok trypanove;j
modrej v PBSa

PBSa (Dubbeco’s PBSa)

NaCl 8g

KCl 02¢g

Na,HPO, 1,15 g (alebo Na,HPO,.12 H,O 2,89 g)
H2P04 0,2g

Pouzité pristroje
- svetelny mikroskop
- Biirkerova komorka

Metodicky postup

Suspenziu buniek (20ul) zmieSame v pomere 1:1 s 0,8%-nym roztokom
trypanove] modrej v PBSa. Bunky spocitame v Biirkerovej komdrke a ur€ime
ich viabilitu podl'a vzorca:

pocet mrtvych bunicek

V=100 - ( ) x 100 [%]

celkovy pocet bunicek

pricom mrftve bunky su tie, do ktorych prenikla farbicka, t.j. modré.
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UPOZORNENIE: Po pridani trypanovej modrej k suspenzii, treba bunky
spocitat’ najneskor do 3 min. (trypanova modra je toxickd)!

Ekwal, B., Silano, V., Paganuzzi - Stammati, A., Zucco: Toxicity tests with
mammalian cell culturas: Short-term toxicity tests for non-genotoxic effects,
1990, 75-95.

B. TKANIVOVE KULTURY

Bunky sa kultivuji v prisluSnom kultivacnom médiu. Pred experimentom sa
rozpasazuju na viaceré kultivacné nadoby podla poctu testovanych latok a
koncentracii.

Testovanie genotoxicity

Ludské periférnne lymfocyty alebo bunkové kultiry sa exponuju testovanou
latkou v pritomnosti aj nepritomnosti externého metabolického aktivacného
systému (MAS).

MAS sa pripravuje z mikrozomalnej frakce (S9 frakcia) pecetiového
homogenatu potkanov, ktory je doplneny zmesou kofaktorov.
Pre kazdy experimentalny bod se pouzivaju kultary:

- negativna kontrola - riedidlo (fyziol. roztok, DMSO)
- metabol. aktiva¢ny systém (MAS)
- riedidlo + MAS
- neovplyvnena kultara

- pozitivha kontrola - priamo podsobiaci klastogén (MNNG, peroxid
vodika)
- nepiimo posobiaci klastogén (benzo(a)pyrén)
s MAS a bez MAS

- koncentracia latky: pouziji sa nejmenej tri koncentracie testovanej latky.
Pouzité koncentracie sa musia lisit’ nejmej o jeden rad. Najvyssia koncentracia
musi vykazovat’ maximalne 20% cytotoxicitu.

- doba expozice: bunky sa exponuju testovanou latkou kratkodobo - pocas 1

- 3 h (pri pouziti S9 frakcie) alebo dlhodobo (24 h). V pripade peroxidu vodika
5 min. Na lade.
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Zpracovanie kultur a priprava jednobunkovej suspenzie pre SCGE
(comet assay)

Stabilizované bunkové kultury

Po ukonceni ovplyviiovania sa bunky trypsinizuji (stabilizované bunkové
kultary), ich pocet sa stanovi v Burkerovej komdérke. Bunky z jednotlivych
vzoriek sa nariedia tak, aby sa v 1 ml nachadzalo 1,5x10° buniek. Z kazdej
vzorky sa odoberie do eppendorfky 1 ml suspenzie. Vzorky sa centrifuguju
5 min. pri 1000 ot./min.

Poznamka!
Pocas manipulacie s bunkami treba robit’ opatrne, treba sa vyhnut prudkému
pretrepavaniu buniek, otrasom (moZznost’ navodenia sekundarnych poskodeni).
Po sto¢eni sa eppendorfky ulozia do I'adu. Dal§ia manipulacia s bunkami s deje
v bez priameho osvetlenia (v pritmi).
V pripade lymfocytov krok trypsinizacie odpada. Ostatné kroky (riedenie) su tie
isté.

Fixacia buniek v agarozovom géli

Vzorky sa sparcuvaji postupne. Z eppendorfky sa zleje supernatant, k peletu sa
pridd 0,5 ml LMP agarozy (0,75%), ktord bola pripravena pred ukoncenim
ovplyvnenia, a suspenzia sa premiesa, aby vznikla homogénna suspenzia. Aby
sa zabranilo stuhnutiu agardzy, eppendorfka sa d4 do vodného kupela
vyhriateho na 37°C. Z troch sklicok so spodnym gélom sa stiahnu krycie sklicka
a na kazdé sa napipetuje 85 ul bunkovej suspenzie v agardze. Po kvapnuti
suspenzie sa kvapka okamzite prikryje krycim sklickom. Vytvori sa druha
vrstva gélu. Vzorky sa na zdrsnenej ploche oznacia. Rozkvapkané vzorky sa
daji na laboratérnu tacku s navlhéenym filtraénym papierom a ulozia sa na
chvil'u do chladu (3 - 5 min.), aby gel ztuhol.

Lyza buniek

Po stuhnuti sa krycie sklicka stiahnu z gélov a naukladaju do kyvety. Kyvety sa
opatrne naplnia lyzjacim roztokom schladenym na 4° C, do ktorého bol pridany
kratko pred lyzou Triton X-100. Findlna koncentracia Tritonu X-100 je 1%
roztok (1 ml Tritonu X-100 do 100 ml lyzujuceho roztoku). Lyza prebicha
v tme, pri 4°C, 60 min.

Alkalické odvijanie DNA

Sklicka sa vyberu z lyzujaceho roztoku, nechaju chvilu odkvapkat’. Potom sa
poukladaju na horizontalny elektroforeticky box. Medzi sklickami nesmu zostat’
medzery. Pripadné vol'né miesta na tanku sa doplnia prdzdnymi sklickami.
Sklicka sa wukladaji vzdy <o najblizS§ie k anode. Sklicka sa zaleja
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elektroforetickym pufrom, ktory bol pripraveny cerstvy v dent experimentu.
Z elektroforetického boxu treba odstranit’ vSetky bubliny. Alkalické odvijanie
prebieha v tme, pri 4°C (chladni¢ka alebo chladny box), 40 min.

Elektroforéza

Elektroforéza prebieha v tom istom roztoku, v tme, pri 4° C, 30 min. Napitie je
25V (0,7 - 1 V/ecm) a prad 0,3 A. Presné nastavenie prudu sa dosiahne odo-
beranim alebo priddvanim elektrolytu.

Neutralizacia

Po ukonceni elektroforézy sa sklicka vybertl z tanku a nechaji sa odkvapkat.
Potom sa naukladaji do kyviet a opatrne zaleju neutralizaénym roztokom.
Sklicka sa neutralizuja 3x5 mintt.

Farbenie preparatov

Po poslednej neutralizacii sa nechaju sklicka odkvapkat. Sklicka sa potom
farbia fluorescennou farbickou - etidium bromidom. Na kazdé sklicko sa
kvapne 20 pl EtBr (10pug/ml). Sklicko sa prikryje krycim sklickom, uloZia na
tacku s vlhkym filtranym papierom a zakryji alobalom. Preparaty sa mézu
hned’ vyhodnocovat’. Lepsie je hodnotit’ zafarbené preparaty na druhy den kvoli
nizSiemu pozadiu.

VysuSenie preparatov
Preparaty sa mézu po neutralizacii vysu$it a uskladnit’ v krabiciach pre
histologické preparaty.
Obnovenie preparatov
VysuSené preparaty sa pred farbenim potiahnu novou vrstvou LMP agarédzy
(0,75%). Po stuhnuti gélu sa zafarbia EtBr ako v pripade Cerstvych preparatov.
Analyza preparatov

Preparaty sa hodnotia vo fluorescencnom mikroskope pri zviacSeni 25x alebo
40x. Na zafarbenie preparatov sa mozu pouzit’ rozne fluorescencné farbicky
s afinitou k DNA. Kazdy fluorochrom vyZaduje vlastné excitatné a emisné
filtre.

a) Vizualne hodnotenie preparatov

Pri vizuadlnom hodnoteni sa analyzuje 100 komet na jeden gel (celkovo 300
hodndt). Kométy su zaraduji do 5 kategérii podla tvaru kométy. Jednotlivé
kategorie komét su na obr. 1.
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b) Hodnotenie preparatov obrazovou analyzou

Existuja viaceré systémy pre obrazovu analyzu. Jednym z nich je aj Kome
analysis system, vyvinuty Kinetic Imaging, Ltd. (Liverpool, UK). Pre obrazovi
analyzu je potrebnd monochromatickd CCD kamera a pocitac. Pri tejto analyza
sa hodnoti min. 25-50 komét na sklicko. Ako parameter poSkodenia sa
najcastejSie pouziva:

“% DNA v chvoste kométy” (%tail DNA)

Grafické spracovanie dat

Déata, ktoré sa ziskali z analyzy preparatov, sa mézu vyhodnotit formou
histogramov alebo priemernou hodnotou.

i) histogramy - reprezentuju distribiciu poSkodenia v analyzovanej populécii
buniek. Pri visualnim hodnoteni, histogramy reprezentuji pocet komét v jed-
notlivych kategoriach (triedach) poskodenia (0-4). Zarad’ovanie komét do tried
zavisi od dizky chvosta a intenzity jeho zafarbenia (obr. 1). Pri obrazovej
analyze su kométy rozdelené do kategorii podl'a % DNA v chvoste.

ii) davka-efekt - poskodenie je vyjadrené ako priemernd hodnota. Pri obrazove;j
analyze dany program vypocitava priemernid hodnotu automaticky
z analyzovanych dat. Pri vizualnom hodnoteni sa poskodenie vyjadruje
v arbitrarnych jednotkéach nasledovne: jednotlivé "kométy” sa zarad’'uju do tried
poskodenia podl'a dizky chvosta a jeho intenzity (obr. 1). priemerna hodnota
poskodenia sa vypocitava podl'a vzorca:

P=X@xa)+(1xb)+2xc)+Bxd)+@xe)

kde:

P = priemerné poskodenie

0 = kategoria poSkodenia 0
1 = kategoria poskodenia 1
2 = kategoria poskodenia 2
3 = kategoria poSkodenia 3
4 = kategoria poskodenia 4
a = pocCet buniek kategorie 0
b = pocet buniek kategorie 1
¢ = pocCet buniek kategorie 2
d = pocet buniek kategorie 3
e = pocet buniek kategorie 4

Extrémne hodnoty poSkodenia pri vizudlnom hodnoteni su : 0 - Ziadne
posSkodenie alebo 400 - vSetky kométy patria do triedy 4.
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Na Statistické spracovanie udajov sa vyuziva f-test, pri epidemiologickych
Studiach Standardné Statistické programy, napr. ANOVA.

C. MODIFIKOVANA JEDNOBUNKOVA GELOVA ELEKTROFOREZA

Detekcia oxida¢nych poSkodeni DNA s vyuzitim repara¢nych enzymov
Schéma experimentu je ta istd ako uz bolo popisané az po krok lyzy.

Sklicka sa po lyze vyberu zlyzujiceho roztoku a nechaji sa odkvapkat.
Naukladaja sa do kyviet a 2x po 10 min. sa premyvaju endo pufrom (bez BSA).
Po poslednom premyti sa opdt nechaju odkvapkat. Na agarézové gely sa
kvapkaji reparacné enzymy, ktoré sa nariedie na pracovnu koncentraciu tesne
pre aplikaciou v endo pufri s BSA. Pri zaktipeni enzymov sposob riedenia byva
prilozeny. Oxidacné poskodenia pyrimidinov sa detekuju endonukledzou III
(endo III) , oxidacné posSkodenia purinov - formamidopyrimidin DNA
glykozyldzou (Fpg protein).

Inkubacie s reparaénymi enzymami:

Na prislusné agarézové gély (3 pararelky/enzym/vzorka) sa napipetuje 40 pl
pracovnej koncentracie enzymu, gél sa prikryje krycim sklickom. Sklicka sa
ulozia do uzatvoritelnej nadoby s navlhéenym filtranym papierom a daju sa
inkubovat’ s endo III 45 min a Fpg 30 min do termostatu na 37°C. Po ukonceni
inkubdcie sa krycie sklicka stiahnu a preparaty sa ulozia na elektroforetického
boxu.

Dalsie kroky nasleduji ako uz bolo popisané - alkalické odvijanie,
elektroforéza, neutralizacia, farbenie, hodnotenie.

Collins, A. R., DuSinska, M., Gedik, C. M., Stetina, R.: Oxidative Damage to
DNA: Do We Have a Reliable Biomarker? Environ Health Perspect 104, 1996,
465-469

Interny Standard

V epidemiologickych Stadiach sa odporuca pouzivat’ tzv. interny Standard (IS),
ktory sluzi na kontrolu "stability" podmienok analyzy vSetkych vzoriek pocas
dlhodobych (mesiace, roky) stadii alebo opakovanom biomonitoringu v pravi-
delnych casovych intervaloch. Ako IS sa m6zu pouzivat' zmrazene lymfocyty
v aliquotach z jedného jedinca alebo stabilizovana bunkova linia. V celej stadii
sa pouzivaju v previdelnych intervaloch tie isté lymfocyty/bunky. IS by sa mal
robit’ minimalne raz do tyZzdia ak st odbery dlhodobé.
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De Boeck M, Touil N, De Visscher G, Vande PA, Kirsch-Volders M. (2000)
Validation and implementation of an internal standard in comet assay analysis.
Mutat Res., 469,181-97

9. Validacia metody

Pouziva sa Standardnda metdéda odvodend z pdvodnej metdody zavedenej
Singhom et al. (1988). Metdda sa pouZziva viac ako 10 rokov v laboratériach na
celom svete. Jej validita bola overovana medzilaboratornymi porovnavaniami
ako 1 vymenou a analyzou kodovanych vzorieck. Vroku 1999 na
medzindrodnom podujati: International Workshop on Genotoxicity Test
Procedures (IWGTP), Comet Assay Working Group 1999 vo Washingtone,
vypracovala skupina expertov pre komet assay navrh pracovného postupu pre
SCGE/comet assay pre geneticku toxikologiu na jej zaradenie medzi Standardné
metody OECD.

Od roku 1999, po Comet Assay Workshope v Smoleniciach, Slovenska
republika, existuje webova stranka Comet Assay Interest Group:

www.cometassay.com

Pristup na tuto web stranku je volny, kazdy zdujemca méa moZnost’ diskutovat
svoje problémy ad hoc prostrednictvom e-mailu.
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Statni zdravotni ustav
Centrum hygieny zivotniho prostfedi Laboratotfe genetické toxikologie
Srobarova 48, 100 42 Praha 10

Laboratore genetické toxikologie
zkusebni laboratof &. 1206.2 akreditovana CIA
tel: 267 082 354; 267 082 378; fax: 267 082 378;
e-mail: apastor(@szu.cz; mcerna@szu.cz

STANDARDNI OPERACNI POSTUP

6. Amesuv miskovy test
(plate incorporation assay)

Piivod metody: Maron D.M., Ames B.N.: Revised methods for the Salmonella
mutagenicity test. Mutat. Res. 113, 173 - 215, 1983

Zpracoval: MUDr. Anna Pastorkova, CSc.; Prof. MUDr. Milena Cerna, DrSc.
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1. Predmét a vvmezeni pusobnosti

Metoda umoziiuje stanovit mutagenni aktivitu individualnich chemickych latek
i komplexnich smési (voda, vzduch, mo¢, aj.) pomoci bakteridlnich
indikatorovych kmena Salmonella typhimurium.

2. Definice

Test je zaloZzen na indukci zpétnych mutaci (reversi) u pivodné auxotrofnich
indikatorovych bakteridlnich kment, které ke svému ristu vyZzaduji externi
pfidavek histidinu. Revertanty (bakteridlni bunky zménéné mutaci) jsou pak

schopny rustu i1 v nepfitomnosti histidinu.

3. Princip metody

Pouzivané indikatorové kmeny se vyznacCuji definovanou zmeénou
v histidinovém operonu syntetizujicim histidin. Po expozici bun¢k individudlni
chemické latce nebo vhodné upravené komplexni smési prostiedi (sorpce,
extrakce, koncentrace, filtrace apod.) ve zvolenych dédvkach se mutované bunky
detekuji rastem na miskach s minimalnim obsahem histidinu, na nichz bézné
builky vytvareji pouze tzv. pozadi. K modelovani savéiho metabolického
systému se pouziva aktivaéni smés (S9-smés) obsahujici enzymy a jaterni
homogenat.

4. Bezpe¢nost prace

Metodika vyZzaduje praci s mutageny a karcinogeny (napi. benzo(a)pyren, 1-
nitropyren, cyklofosfamid).

Je tieba:
- dodrzovat zasady bézné pro praci v chemické a mikrobiologické laboratofi,
- pouzivat pomticky osobni ochrany - ochranny odév, rukavice, rousky,
- dbat na zamezeni kontaminace osob 1 prosttedi - pti praci s rozpoustédly, s ne-
bezpecnymi chemickymi latkami (mutageny, karcinogeny), s infekci, véetné
likvidace odpadu.

5. Chemikalie, spotirebni material, ¢inidla

Pro pouzité chemikalie je pozadovana kvalita Cistoty p.a. nebo reagent grade.

Zakladni chemikalie a kultiva¢ni pidy:

dimethylsulfoxid (DMSO)
etanol 96%
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sterilni deionizovana voda
K,HPO,

KH,PO,

(NH4),SO,

citronan sodny

Kultivaéni média:

Nutrient broth Oxoid II (pro ptipravu tekutého kultivatniho média)
Noble agar Difco (pro ptipravu vrchniho agaru)

Agar bacteriological Oxoid 1 (pro pfipravu minimalniho agaru)

Antibiotika pro piipravu roztoki pridavanych do kultivaéniho média:
Ampicilin sodnd stl (napt. Merck)

Tetracyklin substance

Kanamycin monosulfat (napt. Sigma)

Referencni mutageny:

Daunomycin hydrochlorid, m.v. 563,99 (napf. Sigma)
Azid sodny (napft. Fluka, Merck)

2-Aminofluoren

2-Aminoanthracen, m.v. 193,2 (napt. Sigma)
1-Nitropyren, m.v. 247,26 (napt. Aldrich)

Mutageny pro optimalizaci S9:

Benzo(a)pyren, (napt. Koch-Light, Aldrich)

9,10-dimetylbenzantracen, m.v. 256,3 (napt. Sigma)

2- Nitrofluoren, m.v. 211,22 (napft. Aldrich)

event. dalsi dle predpokladaného charakteru testovanych latek ¢i smeési.

Chemikalie pro pFipravu roztoku kofaktorii pro metabolickou aktivaci
(smés S9):

MgC12

KCl

NazHPO4 + 2H20

NaH,PO,+ 2H,0

NADP (B-Nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate, Monosodium Salt)
G-6-P (glucoso-6-phosphate)

Biologické faktory:
Indikatorové kmeny Salmonella typhimurium.

Jaterni homogenat S9 ptipraveny nejcastéji z jater krysich samct po indukci
enzymu (napt. Arochlorem, Delorem).
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Roztoky:

Roztok histidinu a biotinu (0,5 mM) (dale HisBio):
L-histidin (0,078 g) a D-biotin (0,122 g) rozpustit v 1000 ml deionizované
vody, rozplnit po 200 ml do Erlenmeyerovych bunck a sterilizovat v autoklavu
20 min. pti 121°C. Skladovat v chladni¢ce max. 3 mésice

Roztoky antibiotik: (1ze uchovavat v chladni¢ce max. 4 tydny)
Ampicilin o koncentraci 2,5 mg v I ml sterilni deionizované vody
Tetracyklin o koncentraci 0,625 mg v 1 ml 0,02N HCl
Kanamycin o koncentraci 2,5 mg v 1 ml sterilni deionizované vody

Roztoky referenénich mutagenii:
- Daunomycin - pro kontrolu reakce kmene TA98 bez metabolické aktivace.
Aplikace v mnozstvi 1 - 10 pg/misku, vzdy v objemu 100 ul/misku.
- Azid sodny - pro kontrolu kmene TA100 bez metabolické aktivace. Aplikace
v mnozstvi 1 - 3 pug/misku, vzdy v objemu 100 ul/misku
- l-nitropyren - pro kontrolu kmenii fady YG bez metabolické aktivace.
Aplikace 0,5 pg/misku, vzdy v objemu 100 pl/misku.
- 2-aminofluoren - pro kontrolu funkcénosti metabolické aktivace. Aplikace
5 pg/misku (pro kmeny fady TA) nebo 0,1 pug/misku (pro kmeny fady YGQG),
vzdy v objemu 100 pl/misku.
- 2-aminoantracen - pro kontrolu funk¢nosti metabolické aktivace. Aplikace
0,5 ng/misku, vzdy v objemu 100 pl/misku.

Fosfatovy pufr (0,2 M PO, pH 7,4) pro metabolickou aktivaci:
NaH,PO, + 2H,0 (17,4 g) a Na,HPO, + 2H,0O (44,4 g) rozpustit v 1000 ml
deionizované vody. Upravit pH na 7,4. Sterilizovat v autoklavu 20 min. pii
121°C. Skladovat pii pokojové teploté.

Roztok MgCly/KCI pro metabolickou aktivaci:
KCl (61,5 g) a MgCl, . 6H,0 (40,7 g) rozpustit v 500 ml deionizované vody.
Rozplnit po 200 ml do Erlenmeyerovych bun¢k a sterilizovat v autoklavu 20
min. pii 121°C. Skladovat v chladnicce max. 2 mésice

Smés §9 pro metabolickou aktivaci na objem 10 ml:
NADP, m.v. 765,5 = 30,64 mg
G-6-P, m.v. 304,1 = 15,20 mg
(pozn.. v pripadé jiné m.v. nutno navazku prepocitat)
voda* =4,61 ml
MgCly/KCl = 0,20 ml
fostatovy pufr (0,2 M = 5,00 ml)
jaterni homogenat® v objemu 0,19 ml.

63



* Objem jaterniho homogenatu je pro kazdou Sarzi stanoven na zakladé
vysledku optimalizace. Spolu s vodou piedstavuji objem 4,8 ml. Pii vy$sim ¢i
niz§im objemu homogenatu se méni 1 objem vody.

Média

Vrchni agar:
Do 1000 ml deionizované vody ptidat 6,4 g Noble agar Difco a 5 g NaCl. Agar
rozpustit v horké pate, upravit pH na 7,0 - 7,2, rozplnit do lahvi Pyrex po 200
ml, sterilizovat v autoklavu 20 min. pii 121°C. Skladovat v chladnicce az 2
mesice.

Tekuté kultivacni médium:
V 1000 ml deionizované vody rozpustit 25 g Nutrient Oxoid Broth II. Upravit
pH na 7,5 £ 0,2 (pouzit 2% NaOH nebo 3% HCI). Rozplnit do lahvi Pyrex po
200 ml, sterilizovat v autoklavu 20 min. pii 121°C. Skladovat v chladni¢ce az 2
mesice.

Minimalni médium (VBME):
Roztok I (sole):
Navazit K;HPO, (25,0 g), Na(NH4)-SO,4 + 4H,0 (8,75 g), kys. citronovou (5,0
g) a MgS0,4 + 7H,0 (0,5 g), objem doplnit teplou deionizovanou vodou do 50
ml. Sterilizovat v autokldvu 20 min. pi1 121°C.

Roztok II (agar):

Agar Oxoid Bacteriological 1 (20,0 g) ptidat k 910 ml deionizované vody a
rozpustit v horké pare. Upravit pH na 7,0, sterilizovat 15 min. pti 121°C,
ochladit na teplotu pod 60°C.

Ptidat: 20 ml roztoku soli, 40 ml 50% glukézy.

Vylévat do sterilnich Petriho misek. Misky skladovat v chladnicce.

Spotiebni material:
Sterilni laboratorni sklo (event. vhodny plast) - zkumavky, pipety atd.
Petriho misky

6. Pristroje a pomocna zarizeni

analytické vahy

mikropipety elektronické a digitalni

davkovac¢ Eppendorf Multipette event. Nichiryo

trepaci vodni lazen

vodni lazen

vodni termostat

piistroj na pocitani bakterialnich kolonii ( ,,Counter/Analyser model 982 B*)
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mikrovlnnd trouba
chladnicka (4 - 10°C)
mraznicka (- 18° - 20°C)
mrazici box (od - 60°C)
laboratorni tfepacka (vortex)
germicidni zativka

plynovy kahan

inokulacni klicky

7. Pracovni postupy

Obecneé

Ovéteni vlastnosti kmenti Salmonella typhimurium:

K testovani lze pouZzit pouze kmeny s ovéfenymi vlastnostmi. Testuje se:
Ptitomnost rfa mutace citlivosti ke krystalové violeti (0,1 ml bakterialni kultury
rozetfit na misku s zivnym agarem, na povrch misky vlozit 5 mm sterilni disk
filtracniho papiru, na ktery se umisti 10 pl vodného roztoku krystalové violeti
o koncentraci 1 mg/ml. Pfitomnost rfa mutace se projevi inhibi¢ni zénou kolem
disku po celono¢ni inkubaci pti 37°C).

Ptitomnost delece uvrB (0,1 ml bakteridlni kultury rozettit na misku s Zivoym
agarem, polovinu misky zakryt alobalem, misku neuzavienou vickem vystavit
UV svétlu o vykonu 121 mW/cm?, vlnové délky 254 nm ve vzdalenosti 33 cm
po dobu 8 vtefin. Pfitomnost delece uvrB se projevi absenci rlistu na ozarené
¢asti misky po celono¢ni inkubaci pii 37°C).

Rezistence k ptislusSnym antibiotikim (0,1 ml bakterialni kultury rozetfit na
misku s zivnym agarem, nékolika minutach umistit na povrch misky komercni
disk ptislusného antibiotika. Pfitomnost plasmidu s resistenci na antibiotikum
se projevi absenci inhibice riistu kolem disku po celono¢ni inkubaci pii 37°C).

Piiprava zasobnich kultur a jejich uchovavani:

Bakteridlni builky jsou pasdzovany pies misky s minimdlnim médiem
obohacenym histidinem a biotinem a pfislusSnym antibiotikem. Izolované
kolonie se pfenesou do tekutého média Nutrient Broth Oxoid No.II s pfidavkem
ptislusnych antibiotik. malé mnozstvi kultury se pouzije pro ovefeni vlastnosti.
Zasobni kultura se ptipravi smichdnim 1 ml narostlé kultury s 0,09 ml DMSO,
rozplni do sterilnich mikrozkumavek, postupné zmrazi a umisti v mraznicce pii
—80°C. Pro pfipravu celonocni pracovni kultury se pouzije vzdy nova
mikrozkumavka se zasobni kulturou.

Postup prace pri vlastnim experimentu
Piiprava - den pied experimentem:
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- Spocitat potfebné mnozstvi misek, vrchniho agaru a roztoku HisBio (vrchni
agar: 2ml/misku, HisBio: 10ml/100ml vrchniho agaru)
- Misky s minimalnim médiem vytemperovat na pokojovou teplotu a popsat
(lihovymi popisovaci na bo¢ni stranu misky): oznalit Cislo vzorku, davku,
kmen, metabolicka aktivace:

misky pro experiment - minimalné po 2 miskach

kontrolni misky (s rozpoustédlem) po 3 miskach

misky pro pozitivni kontrolu (s referenénim mutagenem) po 3 miskach

kontrolni misky(bez rozpoustédla) po 2 miskach
- Spocitat mnozstvi S9 smés (0,5ml/misku) a podle tabulky navazit potiebné
mnozstvi latek NADP a G-6-P.
- Naockovat vybrané kmeny S.typhimurium do tekutého média Nutrient Broth
Oxoid No.Il s pfidavkem pftislusnych antibiotik. Pro kmeny TA97, TA98 a
TA100 se ptidava roztok ampicilinu v mnozstvi 100 ul/10 ml média, pro kmeny
YG 1020, 1021, 1024, 1025, 1026, 1029 roztoky ampicilinu a tetracyklinu
(kazdy v mnozstvi 100 ul/10 ml média) a pro kmeny YG1041 a 1042 roztoky
ampicilinu a kanamycinu (kazdy v mnozstvi 100 pl/10 ml média). Kultivovat
v Erlenmeyerovych  banikdch  pokrytych alobalem, event. plastovych
kultiva¢nich naddobkach, v tfepaci vodni 1dzni pii 37+1°C a cca 100 kmitech za
min. Spotieba narostlé kultury je 0,1 ml/misku. Délka kultivace je 16 hod. (ptes
noc), u YG kmeni maze byt delsi, az 24 hod.
- Ptipravit roztoky referen¢nich mutagent .
- Vytemperovat vzorky na pokojovou teplotu a nafedit jednotlivé davky
testovanych vzorki tak, aby kazd4 davka byla aplikovana v jednotném objemu
100 pl/misku. Nafedéné vzorky, fadné oznacené, ulozit do chladnicky. (Vzorky
1ze fedit 1 bezprostiedné pied testovanim.)
- Zkontrolovat, zda je dostatek sterilnich Spicek, led v mraznicce.
- Sterilizovat davkovace - parami persterilu, pfes noc nechat odvétrat pod UV
lampou.
- Uklidit box s jeho naslednym vysvicenim UV lampou - pies noc.

Den experimentu - piiprava

- Vytemperovat vodni lazeii na 45+1°C

- Vizuéln€ zkontrolovat nartst bakterialni kultury (zdkal kultivatniho média) a
umistit ji do chladnicky.

- Vyndat z chladni¢ky pfedem piipravené vzorky a vytemperovat pii pokojové
teploté.

- Ptipravit smé&s S9: K navazenym substancim (NADP a G-6-P) ptidavat
postupné tekuté slozky, nejdiive vodu. Po jejich rozpusténi smeés prefiltrovat
pies sterilni milliporovy filtr (Millex HV 0,45um) a po filtraci sterilné piidat
jaterni homogenat. Smés musi byt stdle umisténa v 1azni s ledovou tiisti.
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- V mikrovlnné troub& dokonale rozehtat vrchni agar. Po mirném ochlazeni (na
cca 60°C) k agaru pridat 0,5mM roztok HisBio (10ml na 100 ml vrchni agaru) a
umistit do vytemperované vodni lazné.

Den experimentu - vlastni experiment

- Do sterilnich zkumavek ve vodnildzni nadédvkovat 2 ml vrchniho agaru
s HisBio

- Pridat 100ul bakterialni kultury po celono¢ni kultivaci

- Ptidat 100ul vzorku pftislusné koncentrace

- Pridat 0,5 ml fosfatového pufru nebo S9 smési (misky oznacené -S9 nebo
+S9).

- Po promichani na vortexu obsah zkumavek pfevrstvit na misky s minimalnim
médiem. Agar se rozléva tak, aby povrch misky byl hladky.

POZOR! S9 smés se teplem rychle inaktivuje, nesmi byt ve vodni 1azni dlouho
(jen desitky vtetin)! proto se ptidava naposledy.

- Ke kontrolnim miskam ptidat misto testovaného vzorku 100 pl rozpoustédla
(obvykle DMSO). Dalsi negativni kontroly jsou bez rozpoustédla, obsahuji
vrchni agar s HisBio, bakterialni kulturu, S9 smés nebo pufr.

- K pozitivni kontrolam pfidat ptislusné referenéni mutageny, v objemu
100pl/zkumavku.

- Po zatuhnuti (cca 20 minut) misky obratit dnem vzhlru a umistit na 72 hod do
termostatu pi1 37+1°C.

- Pi1 zahgjeni a ukonceni prace provést kontrolu sterility vrchniho agaru, S9
smési a pufru.

- Nastavce do davkovach po pouziti umyt kartaCkem pod tekouci vodou. Po
oschnuti  vyplachnout etanolem a suché umistit do par persterilu (do uzaviené
sklenéné dozy s nékolika kapkami persterilu).

- Pouzité sklo odkladat do roztoku neodisher GK (konc. 2 - 5 g/l vody). Pouzity
plast a spalitelny material ukladat v oznacenych plastovych obalech na
vyhrazené misto. Nepouzit¢ zbytky vzorkd (mutagenl) pfenést do urcené
nadoby s kyselinou chromsirovou.

Odecitani vysledkii kultivace (po 72 hod.)

Po 72 hodinach kultivace se misky vyjmou z termostatu a spoctou se bakterialni
kolonie na miskach. Soucasné¢ se zkontroluje rist pozadi, aby se vyloucila
moznost faleSné positivity v duasledku toxického uCinku testované latky.
Kolonie se pocitaji nejlépe automaticky pomoci pocitace kolonii (napi. Colony
analyzer/counter model 982B nebo jiného zafizené tohoto typu). Lze zvolit i
rucni poc€itani nebo jiny ovefeny zplsob.
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Zpracovani a archivace vysledkii

Odectené pocty kolonii je vhodné evidovat a archivovat v databazich. K tomuto
ucelu byla vytvorena napt. databaze GeneTox Manager (U.S.EPA) obsahujici i
vhodné statistické modely pro dalsi zpracovani vysledkt jednotlivych vzorkd.
Vypocet

U testovanych vzorkd se hodnoti narlist poctu revertant oproti kontrole a
zejména davkova zavislost mutagenniho efektu. Za mutagenni je povaZovan
vzorek s negméné dvojnasobnym naristem revertant oproti kontrole (kvalitativni
hodnoceni). Davkova zavislost - po€et revertant/jednotku davky - je pocitana
pievazné podle Bernsteinova modelu linedrni regrese v databazi GeneTox
Manager (US EPA). Je-li zjisténa statisticky vyznamna zavislost poc¢tu revertant
na davce, je vysledek udavan jako maximalni mutagenni potence dané latky ¢i
smési (pocet revertant na zvolenou jednotku hmotnosti nebo objemu).

8. Rusivé vlivy

Stabilita a standardnost rustu bakterialnich kmenu,
moznost kontaminace vzorku, médii, laboratorniho nadobi,
nepiesnost pouzivanych odmérnych nadob, pipet,
nepiesnost pouzivanych ptistroja,

lidsky faktor.

9. Validace metody

Pouziva se standardni metoda odvozena od mezinarodné¢ normované, kterd je
opakované ovéfovana mezilaboratornim porovndvanim a pouzivdna celosvétove
jiz po cca 30 let.

Vyjadiovani nejistot méreni

Ke stanoveni nejistot 1ze vyuZit regulaCnich diagrami - odezvy jednotlivych
kmeni na referenni mutageny.

10. Kontrola kvality

Interni: Uroveti spontannich revertant a odezva indikatorovych kment na
referenéni mutageny (v ramci kazdého experimentu). Kontrola resistence na
antibiotika (pfitomnost plasmidl), rfa mutace, uvrB mutace. Testovani
referencnich vzorka (Standard Reference Material 1649, Urban Dust/Organic).

Externi:
Okruzni vzorky v rdmci mezilaboratornich kontrol.
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STANDARDNI OPERACNI POSTUP

7. Mikrosuspenzni test dle Kado

Pivod metody: Kado N.Y., D: Langley, E. FEisenstadt: A simple
modification of the Salmonella liquid-incubation assay. Increased sensitivity for
detecting mutagens in humane urine, Mutat Res,121,25-32,1983
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1. Predmét a vvmezeni pusobnosti

Metoda umoziiuje stanovit mutagenni aktivitu individualnich chemickych latek
1 komplexnich smési (voda, vzduch, mo¢, aj.) pomoci bakteridlnich
indikatorovych kmend Salmonella typhimurium. V porovnani s klasickym
Amesovym testem se vyuzivd zejména v piipadech, kdy je omezené mnozstvi
vzorku a kde se pfedpoklada nizka koncentrace latek s mutagennimi ucinky.
Vhodny je zejména pro stanoveni mutagenity komunalniho ovzdusi, ovzdusi
odebrané¢ho osobnimi odbérovymi soupravami, pitné vody a moce.

2. Definice

Test je zalozen na indukci zpétnych mutaci (reverzi) u piivodné auxotrofnich
indikatorovych bakteridlnich kment, které ke svému ristu vyZzaduji externi
piidavek histidinu. Revertanty (bakteridlni bunky zménéné mutaci) jsou pak
schopny rastu i1 v nepfitomnosti histidinu.

Mikrosuspenzni test (Kado test) je modifikace standardniho Amesova testu,

naron¢j$i na provedeni. ZvySuje citlivost metody a sniZuje spotiebu
testovaného vzorku, chemikalii a jaterniho homogenatu.

3. Princip metody

Zakladni udaje viz Amestiv miskovy test.

Stejné jako u standardniho Amesova testu se zjiStuje nartist zpétnych mutaci
(revertant) v davkové zavislosti. ZvySeni citlivosti testu dle Kado spociva
v preinkubaci testované latky, zkoncentrované do malého objemu rozpoustédla,
se zkoncentrovanou kulturou Salmonelly typhimurium a aktivacni smési (smési
S9), ktera se pouziva k modelovani sav¢iho metabolického systému.

4. Bezpec¢nost prace

Metodika vyzaduje praci s mutageny a karcinogeny (napt. benzo(a)pyren,
I-nitropyren, cyklofosfamid).

Je tieba:

Dodrzovat zasady bézné pro praci v chemické a mikrobiologické laboratofi,
Pouzivat pomiicky osobni ochrany - ochranny odév, rukavice, rousky,

Dbat na zamezeni kontaminace osob 1 prostiedi - pii praci s rozpoustédly,
s nebezpecnymi chemickymi latkami (mutageny, karcinogeny), s infekci, véetné
likvidace odpadu.

5. Chemikalie, spotiebni material, ¢inidla, pristroje a pomocna zarizeni

jsou shodna s pozadavky na provadéni Amesova miskového testu.
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PoZadavky specifické pro mikrosuspenzni test dle Kado:

parafilm na ptikryti stojanu se zkumavkami

pipeta na davkovani malych objemu (5 ul)
chlazena centrifuga (10 000 otac¢ek/min)

stojan k odpafovani obsahu zkumavek pod dusikem

6. Pracovni postup

Pti veskeré praci je tteba dodrzovat zasady sterility a ochrany zdravi!

Priprava vzorkii

- Vysterilizovat stojan pro odpafovani zkumavek pod dusikem parami persterilu
(min. 2 hod) s naslednym odvétranim pod UV lampou (cca 0,5 hod).

- Sterilni zkumavky se popisi (¢islo vzorku, koncentrace, kmen) a do kazdé se
odpipetuje Sul DMSO.

- Extrakty vzorkl v kalibrovanych zabrusovych zkumavkach se vytemperu;ji pii
pokojové teploté (chranéné pred svétlem), zkontroluje se objem (popiipadé se
doplni ptislusnym rozpoustédlem) a vzorek se promicha.

- Do zkumavky sS5ul DMSO se ptfida mnozstvi extraktu odpovidajici
pozadované koncentraci testovaného vzorku. Jednd se o extrakty dosud
nepievedené do DMSO - v dichlormetanu, metanolu, acetonu - obvykle se
rychle odpatuji pii pokojové teploté. Je tieba pracovat rychle, pii zapnutém
odsavani, extrakty musi byt ve zkumavkach se zabrusovou zatkou. Nejnizsi
koncentrace vzorku je pipetovana v objemu minimalné 20pul.

- Zkumavky s pfipravenymi koncentracemi testovanych vzorki se po protiepani
umisti do vodni 1azné cca 37°C pod proud dusiku. Extrakt vzorku se po
odpareni ptivodniho rozpoustédla pirevede do Sul DMSO. Zkumavky se prekryji
parafilmem a umisti az do doby zpracovani v mraznicce.

Pozn.: Pii prevadéni rozpoustédel se vzorek nesmi odpatit tplné dosucha, musi
tam zastat Sul!! ZvIast pozor davat pfi odpafovani dichlormetanu, je pro
indikatorové kmeny toxicky jiz pfi nizkych koncentracich !!

Den pied vilastnim experimentem:

Misky s minimalnim médiem vytemperovat na pokojovou teplotu a popsat
(lithovymi popisovaci na bocni stranu misky): c¢islo vzorku, davka, kmen
misky pro experiment - minimalné po 2 miskach (Iépe 3)
kontrolni misky (s rozpoustédlem) po 3 miskach
misky pro pozitivni kontrolu (s referenénim mutagenem) po 3 miskach
kontrolni misky (bez rozpoustédla) po 2 miskach

- Spocitat potfebné mnozstvi misek, vrchniho agaru a roztoku HisBio (vrchni
agar: 2ml/miska, HisBio: 10ml/100ml vrchniho agaru,)
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- spocitat potfebné mnozstvi smési S9 a navazit suché substance (NADP a G-6-
P).

- Naockovat vybrané kmeny S.typhimurium do tekutého média Nutrient Broth
Oxoid No.II s ptidavkem pftisluSnych antibiotik. Kultivovat v Erlenmeyerovych
banikach pokrytych alobalem, event. plastovych kultivacnich nadobkéach,
v tfepaci vodni lazni pii 37£1°C a cca 100 kmitech za min. Délka kultivace je
16 hod, u YG kment mtize byt delsi (az 24 hod).

- Ptipravit roztoky referencnich mutagent.

- Sterilizovat plastové nastavce do davkovacl parami persterilu, pfes noc
nechat odvétrat pod UV lampou.

- Uklidit box s jeho naslednym vysvicenim UV lampou - pies noc.

Den experimentu

- Vizuélné zkontrolovat nartst bakteridlni kultury (zdkal kultivacniho média) a
malé mnozstvi (50ul) odebrat a umistit do chladnic¢ky pro stanoveni titru.

- Titr narostlé bakteridlni kultury slouzi k ovéfeni nartstu indikatorovych bunék
po celono¢ni kultivaci. Vzorek kultury se postupné fedi 0,015 M fosfatovym
pufrem o pH 7,4, vzdy 2 ml pufru a 20 ul bakteridlni kultury (kazdé fedéni
pecliveé protiepat a pouzit novou Spicku), fedéni 10-6, 10-7 a 10-8 v objemu 100
ul dat do 2 ml vrchniho agaru s HisBio a vylit na misku s zivhym agarem.
Kultivovat 24 h v termostatu pii 37+1°C. Optimalni hustota vychozi bakterialni
kultury je 1-2 x 109/ml.

- Ptipravit 5x koncentrovanou suspenzi kmene. Narostlou kulturu centrifugovat
10 min pii 10000 otdCkach/min a chlazeni. Supernatant slit a sediment
resuspendovat ve vychlazeném 0,015 M fosfatovém pufru tak, aby se doséahlo
5x mensiho objemu oproti vychozimu mnozstvi kultury.

- Vytemperovat pifedem pfipravené vzorky umisténé ve stojanu na teplotu
laboratofe.

- Pfipravit smés S9: K navazenym substancim (NADP a G-6-P) ptidavat
postupné tekuté slozky, nejdiive vodu. Po jejich rozpusténi smeés piefiltrovat
ptes sterilni milliporovy filtr (Millex HV 0,45um) a po filtraci sterilné piidat
jaterni homogenat. Smés musi byt stale umisténa v 1dzni s ledovou tfisti.

- Okraje zkumavek s vytemperovanymi vzorky lehce ozehnout nad plamenem a
ke kazdé zkumavce ptidat 50ul 5x konc. bakteriadlni kultury a 50ul smési S9
(+S9) nebo 0,015M fosfatovém pufru (-S9). Po nadadvkovani oznafeny stojan
protiepat, prekryt parafilmem, zaznamenat Cas a na 90 minut umistit do
termostatu pti 37£1°C. Stejnym zplisobem se postupuje 1 u kontrolnich misek -
misto vzorka se preinkubace provadi s Sul rozpoustédla (negativni kontrola),
s Sul referen¢niho mutagenu (positivni kontrola) a s pouhou bakterialni kulturou
se smési S9 nebo pufrem.

- Po 90 minutach se inkubace vzorku pterusi vlozenim stojanti do vody s ledem.
- Vodni lazen se vytemperuje na 45+1°C
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- K preinkubovanym vzorkim se pifidd 2 ml rozehfatého vrchniho agaru
s HisBio a vylije na popsané misky.

- Po zatuhnuti agaru se misky obrati vicky dolt a inkubuji 72 hod v termostatu
pti 37+1°C.

- Zkontroluje se sterilita vrchniho agaru, smési S9 a pufru.

Dalsi postup véetné odecitani vysledkii kultivace, zpracovani a archivace
dat - je shodny se standardnim miskovym testem podle Amese. Shodné jsou
také mozné rusivé vlivy a kontrola kvality.
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Statni zdravotni tstav
Centrum hygieny Zivotniho prostiedi - Laboratofe genetické toxikologie
Srobarova 48, 100 42 Praha 10

Laboratore genetické toxikologie
zkusebni laboratof &. 1206.2 akreditovana CIA
tel: 267 082 372; 267 082 378; 267 082 354; fax: 267 082 378;
e-mail: jiri.smid@seznam.cz; mcerna(@szu.cz; apastor(@szu.cz

STANDARDNI OPERACNI POSTUP

8. Zpracovani vzorkii moce pro stanoveni mutagenity
pomoci Amesova miskového testu
(plate incorporation assay)
nebo
pomoci mikrosuspenzniho testu dle Kado

Pivod metody: R.W.Williams a kol., Comparative yields of mutagens from
cigarette smokers urine obtainedby using solid-phase
extraction technigues, Environ. Mol. Mutagen. 14 (1989)
20-26

Norma: Firemni metodika J.T.Baker (Bakerbond SPE - Aplication Notes)

Zpracoval: Ing. Jifi Smid; Prof. MUDr. Milena Cern4, DrSc.;
MUDr. Anna Pastorkova, CSc.
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1. Predmét a vvmezeni pusobnosti

Postup umoznuje pfipravit a extrahovat vzorek moce pro stanoveni mutagenni
aktivity pomoci bakterialnich indikatorovych kmenti Salmonella typhimurium.

2. Definice

Pii expozici clovéka genotoxickym latkdm v pracovnim ¢i komunalnim
prostfedi mohou byt tyto latky nebo jejich metabolity s genotoxickym ucinkem
vylu¢ovany moci. Pfitomnost mutagenni aktivity v moc¢i (signifikantné vyssi
neZ u neexponovanych osob) signalizuje aktualni expozici osoby nebo skupiny
osob latkam s mutagennim U¢inkem.

3. Princip metody

Pro extrakci se pouziva metoda SPE (extrakce na pevné fazi) po inkubaci moce
s B-glukuronidazou-arylsulfatazou. MnozZstvi moce je zvoleno tak, aby absolutni
mnozstvi kreatininu ve vzorcich bylo konstantni. Organické latky obsazené
vmoc¢i jsou zachyceny na kolonce sndplni C18 a extrakci metanolem

ptevedeny do roztoku. Po odpafeni metanolu je organicky extrakt rozpusStén
v DMSO.

Definice pojmi

SPE - extrakce na pevné fazi
C18 - SPE kolonky reverzni faze C18 (oktadecyl) firmy Baker - hmotnost
naplné 1g

4. Bezpec¢nost prace

Je nutno dodrzovat CSN 018003 (Zasady pro praci v chemickych laboratofich).
Metodika vyzaduje praci s organickymi rozpoustédly, s latkami mutagenniho a
karcinogenniho uc¢inku a s biologickym materialem (moc).

Je tieba:

- Dodrzovat zésady bézné pro préaci v chemické laboratofi,

- pouzivat pomiicky osobni ochrany - ochranny odév, rukavice, rousky,

- dbat na zamezeni kontaminace osob 1 prostiedi - pii praci s rozpoustédly,
s nebezpeCnymi chemickymi latkami (mutageny, karcinogeny), vcetné
likvidace odpadu.

5. Chemikalie, materialy, ¢inidla

Pro pouzité chemikalie je poZadovana kvalita Cistoty p.a. nebo reagent
grade.
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Chemikalie
Metanol p.a.
Dimetylsulfoxid - DMSO (p.a.)
sterilni destilovana voda
B-glukuronidaza/arylsulfataza (Sigma)
fosfatovy pufr o pH 6,8
tlakova lahev s dusikem (Cistota 4.0)

Chemikalie ke stanoveni kreatininu:

Materidaly

SPE kolonky reverzni faze C,g (oktadecyl) firmy Baker - hmotnost napIné 1g
laboratorni sklo - kalibrované zkumavky, pipety atd.

6. Pristroje a pomocna zarizeni

ultrazvukova lazen

zdroj vakua (napft. vodni vyvéva)

vakuové extrakéni zatizeni fy J. T. Baker (spe - 12G)
stojan na odpafovani v dusikové atmosféte
mraznicka (- 18 - 20°C)

magnetickd michacka

7. Pracovni postup

Odbér vzorku

Vzorek moce se odebird do uzaviratelnych polyetylenovych kontejnert. Zptisob
odbéru se tidi charakterem studie:

profesiondlni expozice - odbér na konci pracovni smény ve druhé poloviné
pracovniho cyklu,

24hodinova moc¢ - sbér moce béhem celého dne,

ranni moc€ - prvni vzorek moce po probuzeni.

Pokud neni moZno vzorky zpracovat okamzité, skladuji se v mraznicce pii
-18°C.

Stanoveni kreatininu

Podle standardniho operac¢niho postupu

Vypocet objemu moce

Na zaklad¢ hodnot kreatininu zjisténych u jednotlivych vzorkli moc¢e se objem
moce pouzity pro extrakci standardizuje tak, aby absolutni mnozstvi kreatininu
u kazdého vzorku bylo konstantni. Pi1 stanoveni mutagenity se pak vzorek moce
aplikuje vzdy jednotné, a to minimalné 4 davky udané v mg kreatininu/misku.
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Priklad:

Pro otestovani vzorku na 3 kmenech klasickym miskovym testem je potieba cca
90 mg kreatininu. Objem moce, ktery toto mnozstvi kreatininu obsahuje, se
vypocte podle vzorce:

V =(1000 x 90)/kreat [mg/l]

Postup:

Odmeétené mnoZzstvi moce se doplni na minimalni objem 100 ml 0,9% roztokem
NaCl a pH upravi na 4,5 - 5,0. V pripad¢ nedostatecného mnozstvi moce se
zpracuje 1 mensi objem moce a davky kreatininu se piizpiisobi.

Inkubace moce s [(-glukuroniddzou

Vzorek moce se inkubuje s B-glukuronidazou-arylsulfatdzou o aktivité 50 j/ml
moce po dobu 3 hodin pi1 37°C. B-glukuroniddza se fedi na poZadovanou
koncentraci fosfatovym pufrem o pH 6,8 (S6rrensen).

Priprava pracovniho roztoku:

0,275 ml B-glu (orig.Sigma 91 000j/ml) + 0,725 ml pufru nebo: 0,184 ml B-glu
(orig.Sigma 136 000j/ml) + 0,816 ml pufru
Aplikace: 2ul pracovniho roztoku/1 ml moce

Priprava separacni kolonky a extrakce:

SPE kolonky se umisti do odsavaciho syst¢ému BAKER a pfes pojistnou
lahev se pfipoji vakuum. Na kazdou kolonku je nasazen 150 ml rezervoar.
Kolonka se promyje nejdiive 20 ml metanolu p.a. a pak 20 ml sterilni
destilované vody (kolona nesmi vyschnout!). Vypoctené mnozstvi natedéného a
inkubovaného vzorku moce se ptefiltruje ptes filtracni papir a prosaje takto
piipravenou SPE kolonkou. KaZzda kolonka se pak promyje 20 ml destilované
vody a susi asi 10 minut prosdvanim vzduchu.

Desorpce

Vnittek odsavaciho SPE systému se vytie dosucha, kolonky se zevnitt
vysusi vatou. Pod SPE kolonky se nasadi kalibrované zkumavky a sorbované
latky se vymyji 10 ml metanolu.

Priprava vzorku pro standardni Amesiiv miskovy test

Pro standardni miskovy test je tfeba takto ptipraveny extrakt prevést do DMSO
- v koncentraci 30 mg kreatininu/ml DMSO. Vyména rozpoustédel se provadi
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v dusikové atmosféfe pfi 37°C. Metanol se odpaii téméf dosucha, piida
potiebny objem DMSO a vzorek se homogenizuje v ultrazvukové 14zni.

Vypocet objemu DMSO: celkové mnoZstvi kreatininu ve vzorku
poZadovana koncentrace kreatininu

Hotovy extrakt 1ze uchovavat v mraznicce az do zpracovani.

Priprava vzorku pro mikrosuspensni test dle Kado
Pro ptipravu jednotlivych davek se pouZzije pfimo metanolovy extrakt.

Vypocty
Jsou uvedeny v textu.

8. Rusivé vlivy

Nedostatec¢né Cista rozpoustédla, kontaminace vzorku, lidsky faktor.

9. Kontrola kvality

Ke kazdému pokusu je ptidan slepy vzorek (misto moce se pouzije sterilni
destilovana voda, inkubuje se, extrahuje na SPE a desorbuje metanolem).
Kontrola SPE kolonky pfi otevieni nové Sarze se provadi extrakci metanolem.

Literatura
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Statni zdravotni tstav
Centrum hygieny Zivotniho prostiedi - Laboratofe genetické toxikologie
Srobarova 48, 100 42 Praha 10

Laboratore genetické toxikologie
zkugebni laboratof ¢. 1206.2 akreditovana CIA
tel: 267 082 372; 267 082 378; fax: 267 082 378,
e-mail: jirt.smid@seznam.cz; mcerna@szu.cz

STANDARDNI OPERACNI POSTUP

9. Priprava vzorku pitné vody pro testovani jeho
mutagenity pomoci Amesova miskového testu
(plate incorporation assay)
nebo
pomoci mikrosuspenzniho testu dle Kado

Pivod metody: Monarca, S., Hongslo, J.K., Kringstand, A., Carlberg, G.E.:
Microscale fluctuation assay coupled with Sep-Pak
concentration as a rapid and sensitive method for screening
mutagens in drinking water.

Water Res., 10, 1985, 1209-1216.

Norma: Firemni metodika J.T.Baker (Bakerbond SPE - Aplication Notes)

Zpracoval: Ing. Jifi Smid; Prof. MUDr. Milena Cerna, DrSc.
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1. Predmét a vvmezeni pusobnosti

Postup umoziuje ptipravit vzorek pitné vody pro stanoveni mutagenni aktivity
pomoci bakteridlnich indikatorovych kment Salmonella typhimurium.

2. Definice:

Voda je ptikladem komplexni smési prostfedi obsahujici stovky nejriznéjSich
chemickych latek, které se mohou podilet na mutagenni potenci smeési. Pro
detekci mutagenity vzorku vody pomoci indikatorovych kmenti Salmonella
typhimurium je nezbytné ptipravit organicky extrakt téchto latek. Podle
piredpoklddaného charakteru kontaminujicich latek ve vodé lze obecné volit
rizné extrakéni postupy. Jeden z nich, pouzivany v NRL genetické toxikologie
SZU, je zde uveden.

Definice pojmi
SPE - extrakce na pevné fazi
C18 - SPE kolonky reverzni faze C18 (oktadecyl) firmy Baker - hmotnost
naplné 1g

3. Princip metody

Pro extrakci se pouziva metoda SPE (extrakce na pevné fazi). Organické latky
obsazené ve vodé se zachyti na kolonce s naplni C18 a extrakci acetonem jsou
ptevedeny do roztoku. Po odpaieni acetonu je zbytek rozpustén v DMSO.

4. Bezpe¢nost prace

Je nutno dodrzovat CSN 018003 (Zasady pro praci v chemickych laboratofich)
Metodika vyZaduje praci s organickymi rozpoustédly a s latkami mutagenniho a
karcinogenniho uc¢inku.

Je tieba:

- DodrZzovat zasady béZzné pro praci v chemické laboratofi,

- pouzivat pomucky osobni ochrany - ochranny odév, rukavice, rousky,

- dbat na zamezeni kontaminace osob 1 prostfedi - pf1 praci s rozpoustédly,
s nebezpetnymi chemickymi latkami (mutageny, karcinogeny), vcetné
likvidace odpadu.

5. Chemikalie, materialy, ¢inidla

Pro pouzité chemikalie je pozadovéna kvalita Cistoty p.a. nebo reagent grade.

Chemikalie

Aceton p.a. - piedestilovany
Dimetylsulfoxid - DMSO (p.a.)
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destilovana voda

tlakova lahev s dusikem (Cistota 4.0)
kyselina chlorovodikova 36%

aqua pro injectione

Materialy
SPE kolonky reverzni tize C18 (oktadecyl) firmy Baker - hmotnost napln¢ 1g
Laboratorni sklo - kalibrované zkumavky, pipety atd.

6. Pristroje a pomocna zarizeni

ultrazvukova lazen

zdroj vakua (napf. vodni vyvéva)

vakuové extrakeéni zatizeni fy J. T. Baker (spe - 12G)
stojan na odpafovani v dusikové atmosfére
mraznicka (- 18 - 20°C)

7. Pracovni postup

Priprava separacni kolonky a extrakce

Pozadovany pocet SPE kolonek s nastavcem se upevni na extrakéni
zafizeni. Kolonky se promyji 5 ml acetonu bez pouziti vakua. 1 1 odebraného
vzorku pitné vody se okyseli 1 ml koncentrované HCIl a vytemperuje na
laboratorni teplotu. Po zapnuti vakua se vzorek vody prosaje kolonkou. Obsah
kolonky se pak vysusi prosavanim dusiku ptes kolonky pomoci vakua po dobu
cca 0,5 hod. Jako slepy pokus se pouzije 1 1 injekéni vody (aqua pro injectione),
Zpracovany stejnym postupem.

Desorpce

Po vysuSeni se vypne vakuum a podtlakova nadoba a SPE kolonky se
vytfou vatou do sucha. Do nadoby se vlozi stojanek s kalibrovanymi
oznaCenymi 10 ml zkumavkami. Do kazdé kolonky se pfidd 5 ml acetonu a
nechd gravitatné protéct. Pokud je odpor sorbentu piili§ velky, je opatrné
zapojeno vakuum. Ve chvili, kdy aceton zac¢ne protékat, vakuum je nutno
vypnout. Takto ziskany vzorek lze skladovat po omezenou dobu pii teploté min.
-18°C pted vlastnim provedenim testu.

Priprava vzorku pro standardni Amesiiv test

Acetonovy extrakt se odpati pod proudem dusiku ve vodni lazni pii 37°C
dosucha. Pipetou se ptidd DMSO v objemu 1 ml na 1 1 extrahované vody a
obsah se promichd v ultrazvukové lazni (pozn.: pro ziskani vétSiho objemu
extraktu nutného pro testovani na vice kmenech je mozno paralelné pouzit vice
kolonek, ptes kazdou projde 1 1 vody). Extrakt v DMSO lze uchovavat pfti
teploté min. -18°C po dobu nékolika tydni.
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Priprava vzorku pro mikrosuspensni test dle Kado

Extrakt vacetonu se vyndd zmraznicky a nechid vytemperovat na
laboratorni teplotu. Déle se postupuje podle Standardniho opera¢niho postupu
pro mikrosuspensni test dle Kado.
Pozn.: Pro stanoveni bakteridlni mutagenity organického extraktu pitné vody se
nejcastéji pouzivaji kmeny TA100, TA98 a YG1041.

Vypocty

Pro vlastni extrakci se Zadné vypocty nepouzivaji. Pfi ddvkovéni extraktu pro
stanoveni mutagenity se vychdzi zcelkového objemu vzorku pouzitého pro
extrakci tak, aby byly standardné testovany alespon 4 koncentrace vzorku
v patficném davkovém rozmezi.

8. Rusivé vlivy:

Nedostatecné Cista rozpoustédla (s primésemi potencidlné mutagennich latek)
mohou mit za nasledek faleSnou pozitivitu testu.

Nizké koncentrace potencidlnich mutagenti ve sledovaném vzorku muaze mit za
nasledek faleSnou negativitu.

9. Kontrola kvality:

Ptedestilovany aceton je nutno pribézné kontrolovat zatfazenim do pokusu (1 x
mé&sicng).

Kontrola SPE kolonky se provadi extrakci acetonem pfi otevieni nové Sarze.
Jako slepy vzorek se pouziva injek¢éni voda.
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Statni zdravotni tstav
Centrum hygieny Zivotniho prostiedi - Laboratofe genetické toxikologie
Srobarova 48, 100 42 Praha 10

Laboratore genetické toxikologie
zkusebni laboratof &. 1206.2 akreditovana CIA
tel: 267 082 372; 267 082 378; fax: 267 082 378;
e-mail: jiri.smid@seznam.cz; mcerna(@szu.cz

STANDARDNI OPERACNI POSTUP

10. Priprava vzorku ovzdusi
(prachové casticePM10, PM2,5)
pro testovani jeho mutagenity pomoci Amesova
miskového testu (plate incorporation assay)
nebo
pomoci mikrosuspenzniho testu dle Kado

Pivod metody: Federal register, Volume 52, No.52, July 1, 1987, 40 CFR
PARTS 50, 51, 52, 53 and 54. Reference Method for the
Determination of Particulate Matter as PM 10 in the

Atmosphere.

Watts, R. R., Hoffman, A. J., Wilkins, M. C., House, D. E.,
Burton, R. M., Brooks, L. R., Warren, S. H.: Evaluation of
high volume particle sampling and sample handling
protocols for ambient urban air mutagenicity determination.

J. Air Waste Manage Assoc. 42, 1992, 49-55.

Zpracoval: Ing. Jifi Smid; Prof. MUDr. Milena Cerna, DrSc.
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1. Predmét a vvmezeni pusobnosti

Postup umoziuje odbér pevnych castic ovzdusi libovolného komunalniho a
pracovniho prostfedi a ptipravu organického extraktu pro stanoveni mutagenni
aktivity pomoci bakterialnich indikatorovych kmenti Salmonella typhimurium.

2. Definice pojmu

Primarni standard kvality ovzdusi podle velikosti praSného aerosolu je stanoven
pro Castice, jejichz aerodynamicky primér je mensi nebo roven 10 pum (frakce
PM 10). Tato frakce se pouziva i pro stanoveni mutagenni aktivity.

Koncentrace acrosolu se udava v mg/m’, koncentrace EOM (extrahovatelné
organické latky) v mg/m’ nebo v mg/ml extraktu.

3. Princip metody

K odbéru prachového aerosolu se pouziva velkoobjemové odbérové zafizeni
HVPM 10. Pii konstantnim a znamém priatoku vzduchu zatfizenim se
v cyklonech oddéluji cCastice vétSi nez 10 um a zachycuji se na vrstvé
silikonového oleje. Castice mensi nez 10 pm se zachycuji na teflonovy filtr. Po
odbéru se filtr zvazi, extrahuje dichlormetanem a po jeho odpafeni je extrakt
pieveden do vhodného rozpoustédla, zpravidla DMSO.

4. Bezpec¢nost prace

Pti udrzbé HVPM 10 je zapotiebi odpojit zdroj elektrického proudu. Pfi odbéru
musi byt odb&rové zatizeni pro velké rozméry odbérové hlavice stabilizovano a
ukotveno.

Pii piipravé organického extraktu je nutno dodrzovat CSN 018003 (Zasady pro
praci v chemickych laboratotich).

Metodika vyZaduje praci s organickymi rozpoustédly a s latkami mutagenniho a
karcinogenniho ucinku.

Je tieba:

- Dodrzovat zésady bézné pro praci v chemické laboratofi,

- pouzivat pomiicky osobni ochrany - ochranny odév, rukavice, rousky,

- dbat na zamezeni kontaminace osob 1 prostiedi - pii praci s rozpoustédly,
s nebezpecnymi chemickymi latkami (mutageny, karcinogeny), vcetné
likvidace odpadu.

5. Chemikalie, materialy, ¢inidla

Pro pouzité chemikalie je pozadovana kvalita Cistoty p.a. nebo reagent grade.
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Chemikalie

silikonovy olej - Dimetylsiloxanum 350
dichlormetan (HPLC nebo p.a.) - dale jen DCM
dimetylsulfoxid - DMSO (p.a.)

destilovana voda

tlakova lahev s dusikem (Cistota 4.0)

Materialy

exsikator s naplni silikagelu s indikatorem

pinzeta s plochymi teflonovymi hroty

vazici kelimek z PE

StéteCek k natieni zachytné desky silikonovym olejem
laboratorni sklo borosilikdtové nebo teflonové
kalibrované zkumavky o objemu 10 ml se zdbrusovou zéatkou z borosilikdtového
skla

aluminiova folie

aluminiové misky

filtry Pallflex 20 x 20 cm pro odbér prachovych ¢astic
teflonové inertni filtry o velikosti port 0.45 pm
stojan na odpafovani v dusikové atmosfére

6. Pristroje a pomocna zarizeni

analytické vahy s ptesnosti min = 0,05 mg

odbérové zatizeni HVPM 10 s regulatorem pritoku a ¢asovacim zatfizenim
kalibrator pritoku

vakuova odparka

ultrazvukova lazen (vykon min. 100 w)

mraznicka (-18 - 20°C)

7. Pracovni postup

Vzorkovani

Pti odbéru je nutno dodrzet néasledujici pozadavky:

Odbérovy systém umistit minimalné 20 m od stromd, budov ¢i jinych velkych
piekazek. Obecnou zéasadou je, Ze odbérové zatizeni by mélo byt vzdaleno od
piekazky o minimaln¢ dvojnasobek jeho vysky.

Vstup vzduchu do odbérového systému musi byt ve vysce 2 - 7 m nad zemi.
Vstup vzduchu nesmi byt omezovan.

Odberovy systém nesmi byt v blizkosti ventilatorti ¢i zdroja Skodlivin.

Pti paralelnich odbérech musi byt vzdalenost vstupli minimalné 4 m.
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Odbér vzorku

Zpusob manipulace s velkoobjemovym odbérovym zatizenim HVPM 10
(kalibrace, Cisténi a doprava) je urCen vyrobcem a je popsan v Operatorské a
referencni prirucce dodavané s ptistrojem.

Filtr se vyjme z krabice (nesmi byt poSkozen) a spolu s vazicim kelimkem se
suSi pred vazenim 48 hodin v exikatoru s naplni Si0O,. Filtr se vazi opatrné
stoCeny do rulicky ve vazicim kelimku. Hmotnost filtru se zaznamena do
protokolu. Pak se filtr vlozi na otfenou sitku filtraéniho rdmecku a upne.
Ramecek s filtrem se k pfistroji pfepravuje v ochranném hlinikovém krytu
(dodava vyrobce). Zachytnd deska vétSich Castic (je soucasti HVPMI10) se
omyje etanolem nebo lihobenzinem, natie silikonovym olejem a vlozi do
cyklonu. Ramecek s filtrem se vlozi do HVPM 10 a pfistroj se zavie. Ptistroj se
zapne, prutok vzduchu nastavi na 1,13 m’/min a provede se kalibrace piistroje
dle popisu vyrobce. Casovy spina¢ se nastavi na pozadovanou dobu odbéru (24
hodin). Po odbéru se ramecek s filtrem vyjme a piekryje ochrannym krytem.
Takto zabezpeceny filtr se dopravuje na misto zpracovani. Pokud neni mozné
filtr okamzit¢ zpracovat, skladuje se v aluminiovém obalu pifi -18°C
v mrazni¢ce. Chceme - li stanovit pouze prasnost, neni zmrazeni nutné.
Exponovany filtr se susi v exsikatoru 48 hodin a poté vazi ve vazicim kelimku.
Hmotnost filtru se opét zaznamena do protokolu.

Extrakce

Veskeré laboratorni sklo a pomucky je nutno pfed pouzitim oplachnout
dichlormetanem (DCM). Rozsttihany filtr (cca 2cm prouzky) se vlozi do
teflonové Erlenmeyerovy banky a extrahuje 3 x 150 ml DCM. B&hem extrakce
v ultrazvukové lazni musi byt filtr zcela ponofen v extrakénim médiu.
Jednotlivé frakce se pak spoji, spojeny extrakt se piefiltruje pres teflonovy filtr
s velikosti port 0,45um a kvantitativné prevede do banky s kulatym dnem.
Obsah banky se odpafuje ve vakuu vodni vyvévy pii teploté cca 35°C do
objemu cca 5 ml. Koncentrovany extrakt se kvantitativné pienese do
kalibrované odmérné zkumavky, baiika se nékolikrat vyplachne 1 - 2 ml DCM,
ty se piidaji do zkumavky a objem se doplni DCM do 10 ml.

Stanoveni EOM

Ptedem je nutno si pfipravit vaZzenky z aluminiové folie, které musi byt co
nejlehéi (o hmotnosti do 0,15 g) a zkontrolovat jejich nepropustnost. Vazenky
se vyplachnou destilovanou vodou, metanolem, DCM, popisi lihovym fixem, a
umisti do exsikatoru. Pied pouZzitim se zvazi, hmotnost se zaznamena.
Z ptesného objemu extraktu (10 ml) se do dvou vadzenek umisti po 0,5 ml
extraktu a nechd odpaftit do sucha pii pokojové teploté. Zbyly extrakt (9 ml) se
umisti do mrazniCky. Véazenky s odpafenym extraktem se vlozi na 24 hodin do
exsikatoru. Poté se vazenky s odparenym extraktem (bezprostiedné po vyjmuti
z exsikatoru) zvazi na analytickych vahéch. Stanovi se primérna hodnota EOM
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vmg/ml extraktu, celkové mnozstvi EOM vmg, EOM vmg/m’ a %
extrahovatelnosti.

Priprava vzorku pro standardni Amesiiv miskovy test

Kalibrovand zkumavka s 9 ml extraktu v DCM se vyjme z mraznicky a
necha vytemperovat na teplotu mistnosti. Extrakt se odpati pod proudem dusiku
ve vodni lazni pii cca 35°C téméf do sucha. Extrahované latky se ptfevedou do
DMSO tak, Ze se piidda mnozstvi DMSO v takovém objemu, aby kone¢na
koncentrace EOM/ml DMSO byla 1 - 4 mg/ml.

Priprava vzorku pro Kado test

Kalibrovana zkumavka s 9 ml extraktu v DCM se vyjme z mrazni¢ky a
necha vytemperovat na teplotu mistnosti. Déle se postupuje podle Standardniho
operacniho postupu pro mikrosuspenzni test dle Kado.

Vypocty
EOM celkem [mg] = & EOM [mg/ml] x 10 [ml]
EOM [mg/m’] = EOM celkem [mg] / Prosaté mnozstvi vzduchu [m’]
Extrahovatelnost [%] = 100 x EOM celkem [mg] / Navazka na filtru [mg]

8. Rusivé vlivy:

Po vlastnim odbéru je nutno zkontrolovat, zda béhem odbéru nedoslo
k vypadku elektrického proudu, pokud ano, je zapotiebi ¢as vypadku odecist.
Pii ptipravé vazenek z aluminiové folie mize dojit poruseni nepropustnosti
vazenky, tu pak je nutno vyhodit a pouzit jinou. Kontrola se provede ozna¢enim
dna (zevné) fixem a ptidanim 0,5 ml DCM.
Nedostatecné Cistd rozpoustédla: pokud obsahuji pfimési potencidlné
mutagennich latek, mohou mit za nasledek faleSnou positivitu testu, pokud
obsahuji inertni latky, mohou zkreslovat hodnotu EOM a tedy i dal$i vypocty
vedouci ke stanoveni mutagenity.

9. Kontrola kvality:

Pribézné provedeni slepého pokusu - stanoveni mutagenni aktivity extraktu
prazdného filtru a samotného DCM.

Pozn.:

Uplné pozadavky na zajistovani validnich udajd, jejich spravnosti a piesnosti
jsou uvedeny v ,,Quality Assurance Handbook of Air Monitoring systems,
Volume 11, Section 11.3 and 11.7%,
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Zdravotni ustav se sidlem v Ostravé
odd¢leni genetické toxikologie
e-mail; jaromira.kusova@khsova.cz

STANDARDNI OPERACNI POSTUP

11. SOS chromotest

Pivod metody: P. Quillardet, M. Hofnung: The SOS Chromotest, a
colorimetric bacterial assay for genotoxins: procedures,
Mutation Research, 147 (1985), 65 - 78

Upozornéni:
Test zahrnuje pouziti geneticky modifikovanych organismii. Jejich pouZiti
podléha ucinnosti Zakona 153/2000 Sb.

Zpracoval: RNDr. Jaromira Klisova
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1. Predmét a vvmezeni pusobnosti

Jde o alternativni test, ktery je schopen pomoci bakteridlnich kmenti indikovat,
zda zkoumana chemicka latka nebo skupina (smeés) rtiznych latek projevuje
v tomto systému genotoxické vlastnosti na zdklad¢ indukce reparace DNA.

2. Definice

Test je zaloZen na zjisténi pozitivity (genotoxicity) nebo negativity (latka neni
v systému genotoxicka) v testovaném vzorku, a to prostfednictvim indukce
SOS repara¢niho genu sfiA ve srovnani s konstitutivnim PHOc¢ markerem.

3. Molekularné geneticka podstata testu (princip metody)

Indikdtorovym kmenem dané¢ho systému je Escherichia coli PQ 37. Tento
bakterialni kmen nese operonovou fizi sfid::lacZ a deleci v normalni oblasti lac
(= strukturni gen pro enzym B-galaktoziddazu). Timto se produkce enzymu B-
galaktozidazy dostava striktné pod kontrolu sfi4 exprese (sfid patfi mezi tzv.
SOS geny). Latky genotoxické méni nebo poskozuji geneticky materidl buiiky.
Takovyto zdsah ma u Zivych organizmi za nasledek indukci SOS-reparacniho
systému, jehoZz tkolem je opravit poskozenou DNA. V indikatorovém systému
SOS chromotestu vede exprese genti SOS-reparacniho systému, a pouze ona,
k syntéze de novo enzymu B-galaktozidazy, jejiz enzymaticka aktivita mize byt
zmgétena. Pro kontrolu celkové proteinové syntézy béhem inkubace je paralelné
sledovana enzymatickéd aktivita alkalické fosfatdzy (vyjadieni konstitutivniho
markeru PHO®). Pomér aktivit B-galaktozidazy a alkalické fosfatazy je
povazovan za miru specifické aktivity B-galaktozidazy, a tudiz za kvantitativni
parametr charakterizujici genotoxicitu latky (jeji schopnost indukovat SOS
reparacni systém bunky).

4. Bezpec¢nost prace

Metodika zahrnuje praci s biologickymi Ciniteli (bakterialni indikacni kmen),
chemickymi rozpoustédly, B—merkaptoetanolem, kyselinou chlorovodikovou a
latkami klasifikovanymi jako mutageny, karcinogeny a latky poskozujici
reprodukci (standardy pro testovaci systém).

Proto je tieba dodrZzovat bézné zasady pro praci v chemické a mikrobiologické
laboratofi, dbat na zabranéni uniku bakterialniho kmene z laboratore. Pri
pouzivani chemickych karcinogenii a mutagenti a chemickych latek ozna-
c¢enych jako nebezpecné pro zdravi 1 zivotni prostiedi dbat na zamezeni
kontaminace prostiedi (pouziti polopropustné podlozky) 1 pracovnikl (pouziti
ochrannych odévii a pomicek). Zachazet s odpady dle platnych natizeni.
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Materialné technické vybaveni laboratore
Pro provedeni SOS chromotestu lze pouzit standardné¢ vybavenou bakteriolo-
gickou laboratof.

5. Pristroje

spektrofotometr (méfeni v oblasti viditelného svétla) s kyvetami
rotacni tfepacka s moznosti termostatovani, tfepaci vodni lazen
automatické pipety

analytické vahy

chladnicka

mrazniCka

Pomocna zarizeni
pH-metr
termostat
plynovy kahan
laboratorni sklo
kryozkumavky
germicidni zafice

5. Chemikalie a roztoky

Poznamka: Pouzivané chemikdlie Cistoty p.a. nebo vyssi.

Média pro kultivaci bakterialnich kmenu
Poznamka: Tato média musi byt sterilni.

L-médium
Rozpustit 5 g Bacto yeast extrakt,10 g Bacto tryptone a 10 g NaCl v 1000 + 2
ml destilované vody. Kratce autokldvovat. Kone¢né médium musi byt pouze
nazloutlé, nikoli nahnédlé.

La-médium
Ptipravuje se pted pouzitim pfidanim 20 pg ampicilinu do 1 ml L-média.

L-plotny
Rozpustit 15 g Bacto agaru, 5 g Bacto yeast extraktu, 10 g Bacto tryptone a5 g
NaCl v 1000 £ 2 ml destilované vody. Autoklavovat (20 min. pii 121°C), vylit
na Petriho misky, nechat utuhnout.

La-plotny
Maji stejné slozeni jako L-plotny. Po vyautoklavovani a ¢aste€ném zchladnuti
se do 1000 = 2 ml média piidda 20 mg ampicilinu (2 ml roztoku ampicilinu
10mg/1ml) pted vylitim na misky.
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Top-agar
Rozpustit 8 g Bacto agaru a 5 g NaCl v 1000 £ 2 ml destilované vody.
Autoklavovat (20 min. pii 121°C), rozplnit po objemech cca 200 ml, nechat
ztuhnout pifi pokojové teploté. Skladovat v chladnu a temnu, pfed pouzitim
rozvafit (teplem rozpustit v celém objemu).

Média pro SOS spot test
Poznamka: Tato média musi byt sterilni.

M6 médium

18,0 g Difco minimal agar, 13,6 g KH,PO,, 2,0 g (NH,),SO,

a 2,0 g MgS0O, . 7 H,0 rozpustit v 900 £ 2 ml destilované vody a upravit pH na
hodnotu 7,0 £ 0,2 pomoci KOH. Vyautoklavovat (20 min. pti 121 °C).

0,5¢ FeSO, . 7 H,O rozpustit ve 100 = 1 ml sterilni destilované vody a
vysterilizovat v Arnoldové pfistroji (jinak se srazi). Poté spojit s 900 ml vyse
uvedeného agaru na 1000 ml M6 média.

STA-plotny (pro test —S9)

Ptipravit médium obsahujici nasledujici vodné roztoky: 2,0 ml 20% laktozy, 2,0
ml 1% tryptofanu, 2,0 ml 1% threoninu, 2,0 ml 1% histidinu, 2,0 ml 1% uracilu,
2,0 ml 1% thiaminu, 0,5 ml 20% glukézy a 2,0 ml roztoku ampicilinu
(10mg/1ml). Dale ptidat 2,0 ml roztoku X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-f3-
D-galaktozidu) (20mg/Iml DMSO) a vSe smichat s 1 litrem vyautokldvovaného
zchladlého M6 média a vylévat na plotny.

Vsechny roztoky pfipravovat ve sterilnich podminkach (kromé roztoka cukri
nelze autokldvovat). Uchovavat v lednici lze pouze roztoky cukrii a roztok
histidinu (po dobu 1 meésice). Ostatni roztoky ptipravovat vzdy Cerstvé.

STB-plotny (pro test +S9)
Plotny pfipravit stejné jako STA-plotny, pouze se nepiidava 0,5 ml 20%
glukozy.

Roztoky pro standardni SOS chromotest
Poznamka: Neni pozadavek na sterilitu, nybrz na chemickou cistotu.

Pufry

T-pufr
Rozpustit 24,2 g tris(hydroxymetyl)aminometanu (C4H;;NO;) asi ve 100 ml
sterilni destilované vody, upravit pH pomoci HCI na hodnotu 8,8 + 0,2. Pfidat
0,2 g dodecylsulfatu sodného (SDS) a objem doplnit sterilni destilovanou vodou
na kone¢nych 200 ml. Skladovat v temnu pii pokojové teploté.
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P-pufr
Rozpustit ve sterilni destilované vodé 5,08 g Na,HPO, . 2 H,O (nebo 10,15 g
Na,HPO, .12 H,0), 1,56 g NaH,PO, .2 H,0, 0,19 g KCI, 0,06 g MgSO, .7H,0.
Nastavit pH pufru na 7,0 £ 0,2. Dale ptidat 0,25 g SDS a 0,7 ml B-
merkaptoetanolu. Doplnit destilovanou vodou na 250 ml. Skladovat v temnu pii
pokojové teploté.
0,1M fosfatovy pufr (pH 7,0 = 0,2)

Roztoky substrati enzymatickych reakci
Poznamka: Oba roztoky uchovavat v chladnu, chradnit pred svétlem, pripra-
vovat v den pouziti. Pozor na cistotu chemického skla.

Roztok p-nitrofenylfosfatu (PNPP)

Rozpustit 4,0 mg PNPP na 1 ml T-pufru /nebo 6,8 mg dvojsodné soli 4-
nitrofenylfosfatu (hexahydrat) na 1 ml T-pufru/.

Roztok o-nitrofenyl-f-D-galaktopyranozidu (ONPG)
Rozpustit 4,0 mg ONPG na 1 ml 0,1M fosfatového pufru.

Roztoky pro zastaveni enzymatickych reakei
2M roztok HC1
2M roztok trisu / tris(hydroxymetyl)aminometan (C4H;;NO3)/
IM roztok Na,CO;

Roztoky pro S9 mix
Poznamka: Roztoky musi byt sterilni. Doporucuje se filtrace hotového S9 mixu
pres bakterialni filtr (0,22um).

0,4M roztok trisu /tris(hydroxymetyl)aminometan (C,H;;NO;)/
Roztok soli: 1,65M KCI + 0,4M Mg2+C12 .Mozno autoklavovat.

0,1M roztok NADP v 0,4M roztoku trisu. Uchovévat pouze né¢kolik hodin v le-
dové ttisti. MozZnost pouziti zmrazeného roztoku.

IM roztok glukozo-6-fosfatu v 0,4AM roztoku trisu. Rovnéz pfipravovat pred
pouzitim a uchovévat v ledoveé tfisti. MozZznost pouziti zmraZen¢ho roztoku,
avSak rozmrazeny jiZ znovu nemrazit.

S9 frakce
je postmitochondridlni frakce jaterniho homogenatu laboratorniho potkana,
ktera je komercné¢ dostupna nebo piipravovand dle popisu publikovaném
v Maron, Ames, Mutation Research, 113 (1983), 173 - 215.
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Piiprava 89 mixu

Smichat nasledujici roztoky: 0,20 ml soli KC1 + Mg*", (1,65M KCI + 0,4M
Mg%), 0,05 ml 1M gluko6zo-6-fosfatu, 0,15 ml 0,1M NADP, 2,50 ml 0,4M trisu,
6,10 ml L-média a 1,00 ml S9 frakce. Ptipravit t€sné€ pied pouzitim, uchovavat
v ledové tfisti. Nelze zmrazit a pouZzit po rozmrazeni.

Poznamka: optimum podilu NADP, glukozo-6-fosfatu a S9 v S9mix muze byt
standardizovano pro urcitou zkousenou latku (popis neni soucdsti tohoto
postupu), proto mohou byt jmenované slozky odlisné.

Referencni latky

Jako standarda (pozitivnich kontrol) se pouziva roztokti 4-nitrochinolin-1-
oxidu (4-NQO) nebo mitomycinu C pro test bez metabolické aktivace (-S9) a
aflatoxinu B;, 2-aminofluorenu (2-AF) nebo benzo/a/pyrenu (B/a/P) pro test
s metabolickou aktivaci (+S9). MoZno pouZzit 1 dalsi.

Testované vzorky

Testované latky, at' Cist¢ ¢i extrahované z potravin, pidy, ovzdusi,
biologického materidlu, ¢i voda pitnd i odpadni, jsou sohledem na svijj
charakter rozpouStény pro aplikaci do testu ve sterilni destilované vodg,
dimetylsulfoxidu (DMSO), etanolu, tetrahydrofuranu (THF), ptipadné jiném
znamém rozpustidle, které je pro bakteridlni systém akceptovatelné a zaroven
nevykazuje genotoxickou aktivitu. Vzhledem ke skuteCnosti, ze je vzdy
testovana koncentrac¢ni Skala latky, je nutno volit fedéni tak, aby maximalni
davka roztoku testované latky, aplikovana do testu, nepiesahla 30 - 50 ul (podle
druhu rozpoustédla).

Poznamka: DMSO miize pri skladovani vytvaret genotoxické produkty.

Interference

Vysledky a reprodukovatelnost testu mohou byt pozménény pii testovani
intenzivné zbarven¢ho vzorku. V tomto ptipad¢ je nutné piidat dalsi kontrolu
pro korekci zbarveni vzorku nebo provést centrifugaci bakterii po inkubaci
bakteridlniho systému s testovanou latkou. Teprve po tomto kroku pfistoupit
k dezintegraci bun¢k a méteni aktivity sledovanych enzymu.

6. Pracovni postup

SOS chromotest je kolorimetricky test, v némz je méfena a hodnocena opticka
densita produktii enzymatického rozkladu specifickych substratl (enzymaticka
aktivita) dvou zminénych enzyml pro nékolik koncentraci sledované latky.
Vzhledem ke skutecnosti, Ze chemické latky podléhaji v téle savcli chemickym

o 24

nezli ptivodni latky z hlediska jejich genotoxicity, je test provadén v alternative
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pouze s indikatorovou bakteridlni kulturou (test -S9), nebo v alternativé, kdy
jsou vedle bakterii ptfiddvany 1 savCi enzymy, podilejici se metabolismu
cizorodych latek v téle savct (test +S9).

Testovaci organismy

Indikatorovym kmenem daného systému je gramnegativni bakterie
Escherichia coli PQ 37. Tento bakterialni kmen nese nékolik molekuldrnich
markerd. Vedle operonové fuze sfid::lacZ a delece v normalni oblasti lac, jde o
rfa mutaci, vyvoldvajici lipopolysacharidovou deficienci v bunééné sténé
bakterie, uvr4 mutaci, eliminujici vyjadieni genovych funkci excizni reparace,
pfitomnost PHO® markeru, ktery zajistuje konstitutivni tvorbu alkalické

fosfatdzy, a genu pro ampicilinovou resistenci. (Dalsi specifikace kmene viz
Quillardet, Hofnung, Mutation Research, 297(1993), 235-279.)

Uchovavani a priprava suspenze bakterialniho kmene

Bakterialni kmen je uchovavan jako zmrazena kultura (s kryoprotektivni
latkou DMSO nebo glycerolem) pii -20 + 2°C po dobu 6 mésicti nebo pii -70 +
2°C neomezené. Rovnéz jako natér noéni kultury na L, plotné pii 4 + 2°C po
dobu 1 mésice.
Popisovany test za€ind ptipravou nocni kultury bakteridlniho kmene. Do 5 ml
L,-média se ptenese 0,05 - 1,0 ml zmrazené kultury a kultivuje se v tiepaci
vodni 1azni pti 37 + 1°C pfes noc (16 - 19 hodin). Z no¢ni kultury se pro test
pipravi pracovni suspenze o koncentraci bunék Fadové 10° cfu/ml asi
dvouhodinovou kultivaci 0,1 ml no¢ni kultury vpéti ml L,-média. Délka
kultivace se pro nov¢ piipravené L-médium vzdy provéri titraci bakteridlni
kultury.

Provérovani vlastnosti kmene

Pted provedenim série testd s danou Sarzi zmrazené bakterialni kultury je
nutné kmen Escherichia coli PQ 37 provéfit na pfitomnost molekularnich
markert.
Ptitomnost rfa mutace: Do 2 ml vlazného tekuté¢ho top-agaru (cca 45°C) se
pfida 0,1ml no¢ni kultury bakteridlniho kmene a po protfepani se vylije na L-
plotnu. Pti pokojové teploté se necha agar zatuhnout. Na povrch misky se
aplikuje disk filtracniho papiru napustény 10 ul roztoku krystalové violeti
(1 mg/1 ml). Miska se kultivuje 18 - 24 hodin pfti teploté 37 + 1°C v termostatu.
Ptitomnost genu pro resistenci k ampicilinu se provéii stejnym postupem jako
u rfa mutace, ale na povrch misky se aplikuje disk nesouci 80 pug ampicilinu
(10 pl roztoku ampicilinu 8§ mg/ 1 ml).
Mutace uvrA: Na L-plotnu navrstvime bakteridlni kmen v top-agaru ptipraveny
stejnym zpusobem jako u provéfovani rfa mutace. Po utuhnuti se polovina
misky pfikryje a nechrdnénd C¢ast bakteridlni kultury se o0zéafi germicidnim
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zaficem (15 £ 1W) ze vzdélenosti 33 £ 2 cm po dobu 6 - 9 s. Poté misky
umistime do termostatu (do tmy) a kultivujeme pti 37 £ 1°C 18 - 24 hodin.
Konstitutivni tvorbu alkalické fosfatdzy zjistime podle schopnosti bakteridlniho
kmene pfeménit nebarevny substrat tohoto enzymu v barevny produkt. Na
prouzek filtratniho papiru, napustény roztokem PNPP (4mg/ml trisu) a
umistény na povrchu L-plotny, naneseme klickou velmi husté kulturu E.coli
(z Ly-plotny). Za nékolik minut se za¢ne projevovat zluté zbarveni, které svéd¢i
o pfitomnosti fosfatazy.

Inducibilita sfid::lacZ operonoveé fuze se provéfuje znamym mutagenem, ktery
musi jevit ocekavany efekt. Samotnd zkouSka na inducibilitu uvedené
operonové fuze mize byt provedena spot testem nebo standardnim SOS
chromotestem.

Postup provedeni SOS spot testu

Spot test je plotnova varianta chromotestu, ktera vychazi ze stejné
definovaného bakteridlniho systému 1 principu (syntéza enzymu B-
galaktozidazy striktné dana expresi SOS gentl). V tomto piipad¢ se enzymaticka
aktivita B-galaktozidazy prokazuje rozkladem specifického substratu X-gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktozidu), obsazeného v zZivné ptd¢ bakterii.
Ten se po enzymatické hydrolyze B-galaktoziddzou méni v barevny produkt,
tvofici na plotn€ mensi nebo véEtsi barevnou zonu, svédCici o pritomnosti a
aktivité indukované B-ga-laktozidazy. Spot test se hodnoti pouhym okem, nema
korekci na celkovou proteosyntézu, a proto mohou byt v nékterych piipadech
vysledky nejednoznacné, obzvlast' v testu s metabolickou aktivaci.
Pro test bez metabolické aktivace (- S9) se do 2,4 ml tekutého top agaru piida
0,1 ml pracovni suspenze nebo nocni kultury bakteridlniho kmene, po
protfepani se vylije na STA plotnu, necha se ¢astecné¢ utuhnout a do stiedu
plotny je aplikovan vzorek sledované latky (maximéln€ 10ul). Po nocni
kultivaci se na plotn¢ u latek, vyvoldvajicich expresi SOS genii, objevi barevny
krouzek kolem inhibi¢ni zoény, ktery dokazuje schopnost sledované latky
indukovat sfia::lacZ fuzi.
V testu s metabolickou aktivaci (+S9) se ke 2 ml tekutého top agaru ptida 0,4
ml S9 mixu a 0,1 ml pracovni suspenze bakteridlniho kmene. Dalsi postup je
stejny jako v testu -S9, ale pouZzivaji se STB plotny.

Postup standardniho SOS chromotestu

Pracovni suspenze bakterialni kultury se pro aplikaci do standardniho SOS
chromotestu 10x fedi (1:9). Pro test bez metabolické aktivace (- S9) se 1 ml
pracovni suspenze pifidd k 9 ml Cerstvého L-média, pro test s metabolickou
aktivaci (+S9) k 9 ml S9mixu.
Do zkumavek, v nichZ je nachystdno nékolik koncentraci testované latky (Skala
vzdy za¢ina nulovou koncentraci testované latky, k niZ se potom naméiené
hodnoty vztahuji jako ke kontrole), pfidame po 0,6 ml bakteridlni kultury
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ziedéné L-médiem nebo S9 mixem. Poté zkumavky umistime na rotacni
trepacku a pti 37 £1°C inkubujeme 2 hodiny. Po ukonc¢eni inkubace je tfeba pro
kazdou koncentraci testované latky urCit enzymatickou aktivitu -galaktozidazy
a alkalické fosfatazy, a to paralelné¢ s dodrZzenim stejnych ¢asovych intervall pro
jednodussi interpretaci vysledkii. Dale tedy pokracujeme se dvéma sériemi
zkumavek. V jedné sérii urCujeme aktivitu [-galaktoziddzy pro razné
koncentrace testované latky a ve druhé aktivitu fosfatazy.

Test na B-galaktozidazovou enzymatickou aktivitu

Do prvni série zkumavek umistime po 0,1 ml bakteridlni kultury
inkubované s testovanou latkou a ptidame 0,9 ml P-pufru (fosfatovy, pH 7,0),
protfepeme, nechdme 5 - 10 minut plsobit a zjiStujeme B-galaktozidazovou
aktivitu pfidanim 0,2 ml ONPG (4mg/1ml) do kazdé zkumavky. Protfepeme a
pi1 37 = 1°C (v tfepaci vodni 1azni) nechame probihat enzymatickou reakci po
dobu 10 - 90 minut do objeveni zbarveni. Enzymatickou reakci zastavime
piidanim 0,6 ml 1M Na,COs;. Protiepeme. Méfime absorbanci proti kontrole.
(Kontrolu pro nastaveni pfistroje tvofi vzorek, ktery neobsahuje Zadnou
zkoumanou latku, jinak vSechny slozky v objemech shodnych s testem. Celou
dobu je uchovavan v ledové tiisti, ¢imz jsou veskeré biochemické reakce 1 riist
bunék minimalizovany.) Zbarveni stalé né¢kolik hodin.

Test na enzymatickou aktivitu alkalické fosfatazy

Ke druhé sérii zkumavek s 0,1 ml bakterialni kultury s testovanou latkou
pfidame 0,9 ml T-pufru (tris pufr, pH 8,8). Protfepeme, nechame 5 - 10 minut
plsobit a pfiddme 0,2 ml roztoku specifického substratu pro fosfatizu PNPP
(4mg/1ml). Nechame probéhnout enzymatickou reakci stejné jako v ptipadé
B-galaktozidazy (tj. 10 - 90 minut). Reakci zastavime ptidanim 0,3 ml 2M HCI
a po protifepani nechdme cca 5 minut stat. Nakonec ptidame 0,3 ml 2M trisu,
aby zména pH nemé¢la vliv na zbarveni vzorku. Zbarveni je pak stalé nékolik
hodin. Métime stejné jako u predchazejiciho enzymu.

Méfreni

V sériich zkumavek s ukoncenou barevnou reakci obou sledovanych
enzymil provadime méteni optické density pomoci spektrofotometru pti vinove
délce 420 = 10 nm.

Vypocet

Do tabulky (protokolu o provedeni testu) se zapi$i hodnoty namétfené
optické denzity u B-galaktozidazy (A4zca) a alkalické fosfatazy (Aszores)
ziskané pro jednotlivé fedici urovné. Pro vypocet se pouziji primérné hodnoty.
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Mira specifické aktivity B-galaktozidazy (R,) se pti daném postupu vypocitd pro
kazdou redici Groven n jako pomér A(420Ga1)n ku A(420Fos)n-
A

R = (420Gal)n

"TA
(420Fos)n

Indukéni faktor (Ir) je pomér mezi specifickou aktivitou B-galaktozidazy pro

kazdou fedici uroven n této latky a specifickou aktivitou B-galaktozidazy pro

nulovou koncentraci sledované latky.

Hodnoceni vysledki

Pro hodnoceni sledované latky jako pozitivni (genotoxické) je tieba splnit
dv¢ kritéria: (a) hodnota indukéniho faktoru Iy > 1,5 soucasné, (aa) se
zvySovanim B-galaktoziddzové aktivity s rostouci koncentraci sledované latky.

7. Kritéria validity

Test je povazovan za validni, je-li provadén s bakterialni kulturou provétenou
na vSechny vlastnosti, v€etné ucinku referen¢nich vzorkl. Vysledky jsou
hodnotitelné, pokud se v testu neprojevi toxicky efekt sledované latky.

8. Prezentace vysledku

Vysledky jsou uklddany ve formé protokolll o provedeni testu (ptikladovy
protokol uveden déle), ktery obsahuje ndzev a popis vzorku, datum provedeni
testu, testovaci podminky, namétené vysledky a vysledky vypocti.
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Vlozit tabulku schématické znazornéni....
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Protokol o provedeni SOS chromotestu

Nazev vzorku: Datum provedeni testu:
Alternativa testu: ..o

Popis vzorku: Doba inkubace gal.:
Vychozi kultura E.coli: fosf.:

Vlastnosti E.coli:

Vysledky:

Mnozstvi vzorku |0

Déavka/zk [ul] |0

A42() galak. 1

A420 galak. 2
R

A420 fosf. 1

A42() fosf. 2

R

Ry

Iy 1
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Statni zdravotni tstav
Centrum hygieny Zivotniho prostiedi - Laboratofe genetické toxikologie
Srobarova 48, 100 42 Praha 10

Laboratore genetické toxikologie
zkusebni laboratof &. 1206.2 akreditovana CIA
tel: 267 082 378; fax: 267 082 378;

e-mail: mcerna@szu.cz

STANDARDNI OPERACNI POSTUP

12. Urceni genotoxicity vody za pouZiti umu-testu

Pivod metody: Pieklad ISO/CD 13829 - ISO/TC 147/SC5:N185

DalSi platné normativy:

Viz dokument ISO/TC 147/SC5:N146 - Analyza vody -

Obecny navod pro biotesty vody a odpadni vody -

Odbéry, ptiprava, provedeni, vyhodnoceni

Upozornéni:

Test zahrnuje pouziti geneticky modifikovanych organismii. Jejich pouziti

podléha ucinnosti Zakona 153/2000 Sb.

Pozn.: Uvedena metodika se zatim v ramci HS nepouziva.

Zpracoval: Prof. MUDr. Milena Cerna, DrSc.
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1. Predmét a vvmezeni pusobnosti

Metoda umoziuje detekci genotoxicity potencidlu vody a odpadni vody.

2. Definice:

Test je zaloZen na urCeni genotoxicity v testovaném vzorku, kterd zvySuje
expresi SOS-reparacniho systému spojené¢ho s umuC-genem, ve srovnani
s kontrolou.

3. Princip metody:

Testovacim organismem jsou geneticky upravené bakterie Salmonella
typhimurium TA1535/pSK1002

Bakterie jsou exponovany za kontrolovanych podminek riznym koncentracim
testovanych vzorkli. Test je zaloZen na schopnosti genotoxickych latek
indukovat umuC operon u Salmonelly jako odpovéd’ na genotoxické poSkozeni
DNA. V disledku schopnosti reagovat na riizné typy genotoxického poskozeni
muze jediny kmen detekovat rizné druhy genotoxickych latek.

M¢étitkem genotoxického potencialu testovaného materialu je srovnani miry
indukce umuC operonu plisobenim testovaného vzorku k vysledkiim spontanni
aktivity. Protoze umuC operon je spojen s genem lacZ pro B-galaktosidazu,
indukce umuC operonu miize byt snadno detekovana urcenim aktivity enzymu
B-galaktosidazy.

4. Bezpecnost prace:

Metodika vyzaduje praci s:

- karcinogeny a mutageny (referenéni mutageny typu cyklofosfamid, azid
sodny, benzo(a)pyren, 2-aminoantracen apod.),

- bakterialnim kmenem Salmonella typhimurium

Pozor: kmen pouZivany pro umu-test patii mezi GMO

Je nutné dodrzovat zasady piedepsané pro praci v chemické a mikrobiologické
laboratofi, pouzivat pomiticky osobni ochrany (ochranny odé&v, rukavice,
rousky), dbat na zamezeni kontaminace osob 1 prostfedi, na zabranéni uniku
GMO z laboratote a na likvidaci tekutého 1 pevného odpadu.

5. Chemikalie a spotirebni material:

Chemické latky maji byt oznaceny jako vhodné pro analyzu. VSechny roztoky
maji byt pfipraveny v redestilované vodé nebo vode odpovidajici Cistoty.
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Z.akladni chemikalie:

Doplnit stejné pro Amese - referenni mutageny, kofaktory

HCI 1 mol/l
Hydroxid sodny 1 mol/l
DMSO (C,HSO4)-Pozor, pii starnuti tvoii mutagenni produkty!!

Kultivaéni média:
TGA-medium
Frakce S9 jaterniho homogenatu potkana (viz Ames)

6. Pristroje a pomocna zarizeni:

uchovné nadobky, 250 a 500 ml

pipety o objemech 1, 10, 25 ml

multikanalové pipety (8 kanali) objemy 5 - 50 ul, 50 - 200 ul, 50 - 300 ul
rezervodry pro nabijeci multikanalové pipety (objemy 17 a 34 ml)
odmérné valce 500 ml

kryozkumavky

teplomér v rozsahu 25 - 30°C (£1°C)

teplomérem kontrolovana vodni lazen pro udrzovani a kultivaci bakterialni
suspenze

inkubdtor s asovym spina¢em

inkubdator pro mikrodesticky, teplota +28°C a +37°C

trepacka, frekvence 125 - 150 rpm

autoklav

centrifuga

mikrodesticky s 96 plochymi, prihlednymi otvory, objem otvorti 380 pl
lepici ptekryvy na mikrodesticky

pH-metr

uv/vis fotometr, 1 cm kyvety

fotometr na mikrotitracni desticky

dé€li¢ na desticky

7. Pracovni postup:

Priprava kultiva¢nich médii:

Kultivacni medium (TGA-medium: trypton, glukosa, ampicilin)
10 g tryptonu, 5 g NaCl a 11.9 g 4-(2-hydroxyetyl)-I-piperazinetansulfonové
kyseliny (HEPES) rozpustit ve vodé, pH 7.0 = 0.2, doplnit do 980 ml a
autoklavovat 20 min pii 121°C. Rozpustit 2 g D(+) glukosy (bezvod¢) v 20 ml
destilované vody a autoklavovat zvlast'. Po autoklavovani smisit oba roztoky ve
shodnych objemech (v poméru 1:1) a piidat 50 mg ampicilinu do 1000 ml
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chladného TGA media za sterilnich podminek. Pokud neni roztok pouzit tentyz
den, mize byt skladovan rozdélen do mensich nadobek pti 20°C az 4 tydny.

Koncentrované kultivacni medium (10x TGA)
Muze byt skladovano 14 dni pti 4°C

Pro inkubaci bez S9

Rozpustit 10 g tryptonu, 5 g NaCl a 11.9 g HEPES v 80 ml vody. Upravit pH na
7.0 £ 0.2. Rozpustit 2 g D(+) glukosy (bezvodé) v 20 ml vody. Autokldvovat
oba roztoky oddélené po 20 min pi1 121°C, vychladit, smisit za sterilnich
podminek a ptidat 50 mg ampicilinu do 100 ml smési za sterilnich podminek.

Pro inkubaci s §9

Rozpustit 10 g tryptonu, 5 g NaCl, 2.46 g KCI, 1.63 g MgCl,.6H,O a 11.9 g
HEPES v 80 ml vody. Upravit pH na 7.0 +0.2.

Rozpustit 2 g D(+) glukosy (bezvodé) v 20 ml vody. Autoklavovat oba roztoky
oddélené po 20 min pii 121°C, vychladit, smisit za sterilnich podminek a piidat
50 mg ampicilinu do 100 ml smési za sterilnich podminek.

B-pufr (pro lyzu bunék a pufrovani reakci)
Rozpustit 20.18 g Na,HPO, . 2 H,0, 5.5 g NaH,PO, . H,0, 0.75 g KCI, 0.25 g
MgSO, . 27 H,O ve vodé. Upravit pH na 7.0 £ 0.2. Pak pfidat 1.0 g
sodiumdodecylsulfatu (SDS) a doplnit do 1000 ml. Pfed pouzitim ptidat 0.27 ml
2-merkaptoetanolu do 100 ml B-pufru a smichat.
Lze skladovat ve tm¢ pfi pokojové teploté.

Fosfatovy pufr pH 7.0 £ 0.2
Rozpustit 1.086 g Na,HPO, . 2 H,0 a 0.538g NaH,PO, . HO v 100 ml vody.
Dle potieby upravit pH na 7.0 &+ 0.2, autoklavovat pti 121°C.
Lze skladovat ve tmé pii pokojové teploté.

Roztok pro zastaveni reakce

Rozpustit 105.99 g Na,CO; ve vodé a dotedit do 1000 ml.
Lze skladovat ve tm¢ pii pokojové teploté.

Roztok o-Nitrofenol-[-D-galaktopyranosid (ONPG)

Rozpustit 45 mg ONPG v 10 ml fosfatového pufru. Latka se Spatné rozpousti,
roztok musi byt pfipraven pfedem a michan pii pokojové teploté ve tmé az do
rozpusténi (nddoba zabalena v alobalu) tj. asi 2 h.

89 frakce jaterniho homogendtu potkana

Priprava viz Amesiyv test.
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V den testu pomalu rozehtat (tj. ponofeny v nadob¢ s ledovou tiisti pi1 0°C a
udrzovat na ledu, pfed ptfidanim k prekulture kratce protiepat. S9 frakci
uchovavat pii asi -80°C nebo i pfi mensi. Standardni S9 je komeréné dostupna.
Prekultura je definovana jako bakterialni kultura uzita k adaptaci bakterii na
testovaci podminky a k rustu inokula pro testovaci sérii.

Roztok kofaktorn

Ptipravit roztok v den testu a uchovéavat béhem testu na ledu.
Rozpustit 148 mg NADP (sodné sil) a 76 mg glukoso-6-fosfatu (disodna stil)
v 5ml 10x TGA (7.5.2)

Referencni latky v DMSO
Rozpustit 5 mg 4-nitrochinolin-1- oxidu (4-NQO) v 5 ml DMSO (muze byt
zmrazeny v porcich pii -20°C) a nafedit do 500 pg 4-NQO/L ze zakladniho
roztoku (x 10) smési DMSO a vody v poméru 3 + 7 (= 30% DMSO)
Rozpustit 5 mg aminoantracenu (2-AA) v 5 ml DMSO (miize byt zmrazeny
v porcich pii -20°C) a natfedit do 2 mg 2-AA(L ze zékladniho roztoku (x10)
smési DMSO a vody v poméru 3 + 7 (= 30% DMSO)
Pozor: DMSO miize v prubéhu skladovani vytvaiet mutagenni produkty.

Piiprava a uchova vzorkit

Voda a odpadni voda mé byt testovana co nejdiive po odbéru. Pokud to neni
mozn¢ ihned, vzorky mohou byt skladovany pfi teploté pod 4°C a vzorek musi
byt analyzovan v pribéhu 48 h. Lze pouzit zmrazeni vzorku na teplotu nizsi nez
-18°C, ne na delsi dobu nez 48 h a to podle ISO/DIS 5667-16. Ve vyjime¢nych
piipadech se pouziti dalsi Gpravy jako centrifugace a filtrace. To vSak mize vést
k eliminaci genotoxického materidlu (ISO/DIS 5667-16)

Zasadné se nedéla extrakce rozpoustédly a koncentrace!

PH vzorku ma byt 7.0+0.2 pted inkubaci. Upravi se pfidanim co nejmensiho
nezbytné nutného mnozstvi HCI (7.1) nebo NaOH (7.2) - netitrovat!. Zména pH
a jeji mozny vliv musi byt zvazen (ISO/TC 147/SC5:n146).

Interference
Vysledky testu a jeho reprodukovatelnost mohou byt zménény piitomnosti
nerozpustnych latek. U siln€ zbarvenych nebo zakalenych vzorki mize dojit ke
ztratdm absorpce pii fotometrickém méteni. V téchto ptipadech je nutno pouzit
testovany vzorek jako slepy vzorek.

Vlastni postup
Testovaci organismy:

Salmonella typhimurium je gram negativni, fakultativné anaerobni bakterie
z rodu Enterobacteriaceae. Salmonella typhimurium TA1535 je piivodni kmen.
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Testovaci organismus nese plazmid pSK1002 s umuC-lacZ genem a gen pro
ampicilinovou rezistenci. Rezistence umoziiuje snadnou selekci kmene.
Oznaceni kmene je TA1535/pSK1002.

Priprava a ischova zasobni kultury:

Kmen v 150 pl kultivacniho media s 10% DMSO nebo 20 - 50% glycerolu ve
dvou ampulich pfi teploté ne vyssi nez -80°C. Pro ptipravu celono¢ni kultury se
pouzije pouze jedna ampule.

Priprava celono¢ni kultury (je definovana jako kultura pro pomnozeni
bakterii pro prekulturu) - provede se den pied vlastnim testem za sterilnich
podminek:

Ptidat 20 ml TGA kultivaéniho média do sterilni Erlenky za sterilnich
podminek a uzaviit sterilni zatkou propustnou pro vzduch,

rozmrazit zmrazenou zasobni kulturu,

pfidat 1 ml TGA média do ampule,

centrifugovat bakterie v ampuli 10 min. pti 2000 x g,

slit supernatant,

resuspendovat bakterie v 1 ml TGA média,

naockovat TGA médium v Erlence 0,5 ml bakterialni suspenze,

inkubovat pfes noc (ne déle nez 12 h, pouzit ¢asovy spinac) za tiepani pti
37 £1°C. Inkubaci musi byt dosazeno zdkalu alespon 800 FNU (Formazine
Nephelometric Units), jinak se kultura nemitize pouzit.

Priprava inokula (je definovdno jako bakteridlni suspenze pouzita pro
naockovani kultury a pro naoCkovani exponencidlné rostouci prekultury
v testovaci sérii):

Naredit celono¢ni kulturu 1 : 10 Cerstvym TGA mediem (tj. 1 objemova
jednotka kultury + 9 objemovych jednotek TGA media).

Inkubovat po cca 1 ” h za tfepani pfi teploté 37 £1°C. Poté zméfit zékal (dle
ISO-7027:1990) (optickda densita pfi 600 nm + 20 nm, kyveta 1 cm) a
standardizovat za pouziti TGA media jako slepého roztoku na 340-350 FNU.
Testovaci organismus je nyni v exponencialni fazi a je pfipraven k pouziti. Test
musi byt zahajen béhem 10 minut.

Priprava testovaci kultury bez pridani smési S9:

Béhem inkubace prekultury natfedit vzorky a pfipravit testovaci desticky. Pro
kazdou koncentraci se test provadi trojmo dle nasledujiciho schématu:
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A |S1 S1 S1 S1 S1 S1 S1 S1 S1 S1 S1 S1
1:1,5 {1:1,5 |1:1,5 [1:3 1:3 1:3 1:6 1:6 1:6 1:12 [1:12 |1:12

B |S2 S2 S2 S2 S2 S2 S2 S2 S2 S2 S2 S2
1:1,5 (1:1,5 |1:1,5 [1:3 1:3 1:3 1:6 1:6 1:6 1:12 [1:12 |1:12

C |S3 S3 S3 S3 S3 S3 S3 S3 S3 S3 S3 S3
1:1,5 (1:1,5 |1:1,5 [1:3 1:3 1:3 1:6 1:6 1:6 1:12 [1:12 |1:12

D |S4 S4 S4 S4 S4 S4 S4 S4 S4 S4 S4 S4
1:1,5 (1:1,5 |1:1,5 [1:3 1:3 1:3 1:6 1:6 1:6 1:12 [1:12 |1:12

E |[S5 S5 S5 S5 S5 S5 S5 S5 S5 S5 S5 S5
1:1,5 (1:1,5 |1:1,5 [1:3 1:3 1:3 1:6 1:6 1:6 1:12 [1:12 |1:12

F |S6 S6 S6 S6 S6 S6 S6 S6 S6 S6 S6 S6
1:1,5 | 1:1,5 | 1:1,5 |1:3 1:3 1:3 1:6 1:6 1:6 1:12 |1:12 |1:12
G |NC-S|NC-S |NC-S |NC-S [NC-S [NC-S [NC-S [NC-S [NC-S |NC-S |NC-S |NC-

S

H [RB [(RB |[RB [NC- [NC- [NC- |[BL |BL |BL |BL |BL |BL

RB |[(RB ([RB
Vysvétlivky:

S1 = vzorek 1 a ptislusna fedéni 1:1,5; 1:3; 1:6; 1:12
S2 -6 =vzorky 2 - 6

NC-S = negativni kontrola vzorku

RB = referen¢ni davka (vzorek)

NC-RB = negativni kontrola referencni davky (vzorku)
BL = slepy vzorek (blank)

a)
b)
c)

d)
e)
f)
g)
h)
i)
J)

Do vSech jamek mikrodesticky kromé& A-F 1-3 se napipetuje 180 pl
redestilované vody

Do prvnich tfech jamek se da 360 ul testovaného vzorku (vzorek 1 do fady
A atd.)

Vzorky se natedi v poméru 1:2 dle tabulky zleva doprava. Pti fedéni je
nutno dbat na promichani vzorku.

Z poslednich tfech jamek se odebere 180 ul (A-F 10-12).

Ptidat 180 pl vody do jamek G, 1-12 (negativni kontrola)

Ptidat 180 pl vody do jamek H, 7-12 (slepy vzorek)

Ptidat 27 ul zasobniho roztoku referencni latky (4-NQO) do jamek H1-H3
jako positivni kontrolu. Finalni koncentrace v jamce je 50 ng/ml.

Ptidat 27 ul 30% roztoku vody a DMSO (smés DMSO a vody v poméru 3
+ 7)jako dalsi negativni kontrolu do jamek H4 — H6.

Ptidat 153 pl vody do jamek s referenénim vzorkem a negativni kontrolou
(H1-Ho).

Ptidat 20ul 10x TGA do vSech jamek (A-H, 1-12).
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k) Napipetovat 70 ul prekultury (FNU 340-350) do jamek s testovanymi
vzorky (A-F, 1-12) a promichat opakovanym naplnénim a vypradzdnénim
pipety ve sméru zprava doleva, tj. od nizsi koncentrace k vyssi.

1)  Napipetovat 70 ul inokula k negativnim kontrolam a referen¢nim vzorkim
(G, 1-12 a H, 1-6 a promichat.

m) Pfidat 70 ul TGA do jamek se slepymi vzorky (H, 7-12) a promichat.

Priprava testovaci kultury s pridanim smési S9:
Misto 4-NQO se pouZije 2-AA v 30% DMSO. Redici postup je stejny, jako
v ptedchozim postupu.

a) Do kazdé jamky se ptida 20 ul roztoku kofaktort.

b) Do 15 ml inokula (FNU 340-350) se ptidd 450 ul S9 (piedem kratce
protfepané¢) a smés se promicha.

c) 70 pl této smesi s S9 se piida do jamek s testovanymi vzorky 1 do kontrol a
promicha opakovanym naplnénim a vyprazdnénim pipety.

d) Pro pfipravu slepého roztoku s S9 se prida 45 ul S9 (predem kratce

protiepané) do 1,5 ml TGA. 70 ul této smési se umisti do jamek se slepym

vzorkem (H, 7-12).

Inkubace:
Pro variantu bez S9 se pouZziji mikrodesticky A, B a C, jiné 3 mikrodesti¢ky se
pouziji pro variantu s S9.
Po naplnéni se mikrodesticky piikryji uzavérem.
Mikrodesticka A se inkubuje po 2 h pti 37 £1°C na tfepacce (120-150 rpm), kde
je desticka umisténa v thlu 45° nebo na tfepacce zabranujici sedimentaci
bakterii a zajiSt'ujici, Ze nedojde ke zki¥izené kontaminaci.

Na konci prvni inkubaéni faze se naplni nova mikrodesticka (B) TGA médiem,
270 ul do kazdé jamky, uzavie se, aby nedoslo k odpateni obsahu a umisti do
inkubdatoru pti 37 £1°C, aby se prohiala.

Z kazdé jamky desticky A se ptenese 30 pl do odpovidajicich jamek desticky B,
coz znamena fedéni 1:10.

Desticka B se inkubuje stejnym zplisobem, jako pfedtim A, tj. 2 h pi1 37 £1°C.

Méreni:
Meéfteni optické denzity:

Po 2h inkubaci se méfi bakterialni rtist v desti€ce B (Agoo20 nm) fOtometrem pro
mikrodesticky.
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Urceni indukce umuC genu:

Ihned po skonceni inkubace se ptida do vSech jamek nové desticky C 120 ul B-
pufru. Desticka C se uzavie (zabrana odpateni obsahu) a piedehieje po dobu 10
min. pii 28 £1°C v inkubatoru pro mikrodesticky.

Z kazd¢ jamky mikrodesticky B (zprava doleva, od niZs8i koncentrace k vyssi) se
pfida 30 pl do jamek desticky C naplnénych B-pufrem. Thned se ptida 30 pl
roztoku ONPG a dobfe promicha.

Desticka se umisti do inkubatoru a inkubuje za ttepani 30 min. pii 28 £1°C.

Po 30 min. se pfida do vSech jamek 120 ul Na,CO; a promicha.

Tim se reakce zastavi.

Odstrani se bubliny proudem chladného vzduchu.

Thned se mé&fi finalni absorpce fotometrem pro mikrodesti¢ky pii 420 + 20 nm.

Mikrodesticky A a B se dekontaminuji autoklavovanim.

Vypocet a vyjadreni vysledkii:
Ptipravi se tabulka, do niZ se zaznamend pro kazdou koncentraci, resp. pro
fedici uroven, naméfeny zakal a hodnoty absorpce, indukce a vypoctené
jednotky B-galaktosidazy a faktory biomasy (rastového faktoru).
Faktor biomasy (I'ﬁStOV}” faktor) G= (A 6()()T —A 6()()B) / (A 6()()N - A 600B),
kde:
A 400T je absorpce (primérna hodnota) testované¢ho vzorku pii 600 £ 20 nm
A 600N je absorpce (primérna hodnota) negativni kontroly pii 600 £+ 20 nm
A 600B je absorpce (primérna hodnota) slepého roztoku (blanku) pii 600 + 20
nm

Vypocet aktivity B-galaktosidazy v relativnich jednotkach (Ur):

Ut = (A 420T - A 420B) / (A 00T - A 600B)

Obdobné jsou vypocteny jednotky negativnich kontrol. Hodnoty referen¢nich
vzorkl maji byt vztahovany k negativnim kontrolam s rozpoustédlem.

Urceni indukéniho poméru IR:

IR=1/Gx (A 420T -A 42()B) / (A 42()N -A 420B),

kde:

A 40T je extinkce (primérna hodnota) testovan¢ho vzorku pii 420 £ 20 nm,

A 4N je extinkce (primérna hodnota) negativni kontroly, resp. referencniho
vzorku pii 420 + 20 nm,

A 40B je extinkce (priimérna hodnota) slepého vzorku pii 420 £ 20 nm.

Indukéni pomér IR < 1,5:

VA4

danych testovacich podminek, plati jako vysledek (Ptiloha 1).
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Pokud se namé&fi rozdilné indukéni poméry po inkubaci s a bez S9, pak se za
vysledek bere vyssi z obou hodnot.

Presnost:
(data jsou odvozena z némeckych kruhovych testii ve shod¢ s DIN metodou)

Vzorek I n OP (%) VCR (%)
Vzorek 1 - 8 10 140 5 17,5
(prim¢ér) -S9

Vzorek 1 - 8 10 134 2,1 24.8
(primér) +S9

Kde:

I = pocet laboratofi (po vylouceni vybocujicich)

n = pocet meienych hodnot (po vylouceni vybocujicich)

OP = vybocujici, v procentech

VCR = reprodukovatelnost, varia¢ni koeficient, v procentech

Vzorek VCr (%) X, IR>1,5 o, VCR (%)

4-NQO 4,36 2,404 0,358 14,91

2-AA +S9 5,73 2,512 0,445 17,73

vzorek 1 4,82 3,174 0,636 20,03

vzorek 2 6,83 7,422 0,826 11,13

vzorek 3 2,54 6,006 0,753 12,54
Kde:

VCr = variacni koeficient opakovatelnosti v procentech

X = pramér IR (induk¢éni pomér)

o, = standardni odchylka opakovatelnosti

VCR = reprodukovatelnost, varia¢ni koeficient, v procentech

8. Kritéria validity

Test je povazovan za validni, pokud referen¢ni vzorky za danych testovacich
podminek dosahuji hodnoty indukéniho poméru IR nejméné 2.

Vysledky nejsou hodnotitelné, pokud je faktor biomasy (rastovy faktor) <0,5.
Minimalni hodnota faktoru biomasy v negativnich kontrolach (G, 1-12) na
desti¢ce B je 140 FNU.
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9. Prezentace vysledku

Protokol mé obsahovat nasledujici udaje:

Identifikace testovaného materialu

Priprava vzorku:

uprava pH

zpusob a doba skladovani vzorku
podminky centrifugace

filtrace

homogenizace

uziti rozpoustédel

Testovaci organismus (typ, kmen), datum provedeni testu

Testovaci podminky

Sdéleni vysledki

hodnota D (pfiloha 1),

namétené hodnoty A600 a A420,

tabulkové vyjadieni fedéni latek, které maji byt méfeny,
pramérné hodnoty indukénich poméra,

rastové faktory,

hodnoty A600 a A420, pomér A420 / A600,

standardni chyba

Charakteristiky provedeni:
mozné odchylky od piredepsaného postupu,

dalsi tc¢inky (zékal, rozpustnost, precipitace,
proceduralni charakteristiky
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Priloha 1 (informativni)

Tabulka 1: SloZeni testovanych a kontrolnich vzorkii

Testované vzorky
Redéni Redici Testovany | Redici voda | 10 x TGA | Inokulum
vzorku uroven D | vzorek (ul) (ul) (ul) (ul)
vodou
1:1,5 1,5 180 - 20 70
1:3 3 90 90 20 70
1:6 6 45 135 20 70
1:12 12 22,5 157,5 20 70
Kontrolni vzorky
Testovany | Referenéni | Redici 10x | Inokulum | IXTGA
vzorek | vzorek (ul) | voda (ul) | TGA (ul) (ul)
(ul) (ul)
Slepy - - 180 20 - 70
vzorek bez
bakterii
Negativni - - 180 20 70 -
kontrola
Referenc¢ni - 180 - 20 70 -
vzorek

Pozn.: Redéni vzorku vodou 1:1,5 =1 dil v 1,5 atd.
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Tabulka 2: Finalni protokol pro umu-test

Vzorek/iedici krok (A-F, 1-12) S9 Faktor biomasy | Induk¢ni
D G pomer
IR
1,5 |pavodni vzorek -S9
3 1 pliv. + 2 voda -S9
6 1 pliv. + 5 voda -S9
12 1 piv. + 11 voda -S9
1,5 |pavodni vzorek +S9
3 1 pliv. + 2 voda +S9
6 1 pliv. + 5 voda +S9
12 1 piv. + 11 voda +S9
Pozitivni kontrola

4-NQO |50 ng 4-NQO/ml -S9
2-AA [200 ng 2-AA/ml +S9

Poznamka:

V fedicim kroku 1 (ptivodni vzorek) je vzorek jiz fedén médiem a reagenty

1:1,5.

Nejnizsi hodnota D (pavodni vzorek) = 1,5

Hodnota D, pfi niz je naméfen za danych testovacich podminek indukéni pomér
< 1,5, je vyjadfovan jako vysledek (D 1 s).

Pokud je po pridani S9 zjistén jiny indukéni pomér, pak se za kone¢ny vysledek
poklada vyssi z obou hodnot (Dig 1 5).

Nejnizsi neucinné redéni (LID, lowest ineffective dilution)

[V

Indikéatorovy kmen Salmonella typhimurium TA 1535/pSK1002 je dostupny ve
Sbirce mikroorganismi Némecké spolkové republiky (DSM), Mascheroder Weg

1, D-3300 Braunschweig, SRN, katalogové Cislo 9274.
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Statni zdravotni tstav
Centrum hygieny Zivotniho prostiedi - Laboratofe genetické toxikologie
Srobarova 48, 100 42 Praha 10

Laboratore genetické toxikologie
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tel: 267 082 372; 267 082 320; fax: 267 082 378;
e-mail: jiri.smid@seznam.cz; bbenes@szu.cz

STANDARDNI OPERACNI POSTUP

13. Stanoveni kreatininu ve vzorcich moci

Piivod metody: Szadovski, D., Jorgensen, A., Essing, H.G., Schaller, K. H.:
Die kreatinineliminationsrate als Bezugsgross fiir Analysen
aus Harnproben. Z. klin. Chem. u. klin. Biochem. 8,
529 - 533, 1970.

Zpracoval:  Ing. Jifi Smid, RNDr. Bohuslav Benes, CSc.
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1. Predmét a vvmezeni pusobnosti

Postup umoziuje stanovit hladinu kreatininu ve vzorcich lidské moce.

2. Definice

Znalost koncentrace kreatininu v mo¢i je nezbytna pro standardizaci objemu
moce analyzovanych vzorkd.

3. Princip

Ke stanoveni se vyuziva Jaffeho reakce (modifikované dle Szadkovski et al. -
viz literatura), kdy kreatinin vytvafii s kyselinou pikrovou v alkalickém prostiedi
(NaOH) oranzové zbarveni, jehoZ intenzita je pfimo Umérnd koncentraci
kreatininu.

4. Bezpec¢nost pri praci

Vzhledem k manipulaci s potencialné infekénim materidlem je nutno pii praci
pouzivat ochrannych rukavic a automatickych pipet (ev. sklenénych pipet
s balonkem). V laboratofi musi byt k dispozici G¢inny dezinfekéni prostfedek
(napt. Persteril, Chloramin T). Timto prostfedkem se po kazdé praci umyvaji
pracovni plochy. Vzhledem k toxicité kyseliny pikrové a praci s hydroxidem
sodnym je nutno dodrzovat pravidla pro praci s jedy a ziravinami.

5. Chemikalie a spotirebni material

kyselina pikrova p. a.

hydroxid sodny p. a.

kreatinin p. a.

destilovand nebo demineralizovana voda

laboratorni sklo ( zkumavky, kadinky, pipety, lodicky) borosilikatové
automatické pipety

6. Pristroje a pomocna zarizeni

spektrofotometr s nastavitelnou vinovou délkou na 520 nm
zatizeni pro piipravu demineralizované nebo destilované vody.
analytické vahy

7. Pracovni postup

Priprava zakladnich roztoku

Nasyceny roztok kyseliny pikrové: do zvoleného objemu (s vyhodou 500 ml)
demineralizované nebo destilované vody se vnasi po dobu 24 hodin kyselina
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pikrova, za obCasného promichdni a laboratorni teploty, az se dal§i podily
nerozpousti. Poté se zfiltruje.

10% roztok hydroxidu sodného: do 100 ml odmérné banky se navazi 10 g
NaOH p.a. a doplni destilovanou vodou na 100 ml.

Kyselina chlorovodikova 0,1mol/l: do 100 ml odmérné banky se napipetuje
0,85 ml 37% HCI a doplni do 100 ml destilovanou vodou.

Zakladni roztok kreatininu: 0,2262 g kreatininu p.a. (mol. hmotnost 113,12) se
rozpusti v odmérné banice o objemu 50 ml v 0,1mol/l HCI a objem doplni na
50 ml. Vysledna koncentrace je rovna 40 mmol kreatininu/I.

Reakcni Cinidlo: tésné pifed pouzitim se smichd nasyceny vodny roztok
kyseliny pikrové s 10% vodnym roztokem NaOH v poméru 10 : 0.75 a dobie
promicha. Mnozstvi se voli dle celkového poctu vzorkd (vlastni vzorky,
kalibrace, slepy vzorek, referencni material).

Spotieba ¢inidla na 1 vzorek =2 ml.

Pracovni roztoky kreatininu - do jednotlivych zkumavek se pipetuje zakladni
roztok kreatininu dle nasledujiciho schématu a doplni 0.1 mol/l HCI do 10 ml

ml zakladniho roztoku mmol/l mg/1
1,0 4,0 452,5
2,0 8,0 904,9
3,0 12,0 1357,5
3,5 14,0 1583,7
4,0 16,0 1810,0
5,0 20,0 2262,5
6,0 24,0 2715,0
7,0 28,0 3167,5

Postup stanoveni kreatininu pomoci standardnich roztoku

20 pl moce nebo roztoku standardu (14 mmol/l = 1583,7 mg/l) se ve zkumavce
smicha s 2 ml Cerstvé piipraveného €inidla (max. 60 min), dobfe se promicha a
po 10 minutach se pfidaji 3 ml destilované vody, opét se dokonale promicha a
po 5 minutach stdni pii laboratorni teplot¢ se méfi absorbance roztoku pii
520 nm proti slepému vzorku (pokusu). Slepy vzorek se ptipravi tim zpiisobem,
ze se misto 20 pul moce pouzije 20 ul destilované vody. Ke kazdé¢ sérii vzorkl se
analyzuji 2 standardy o zndmé koncentraci (s vyhodou 14 mmol/l). Mez detekce
=50 mg/l = 0, 44 mmol kreatininu/I.
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Postup stanoveni kreatininu pomoci kalibra¢ni kiivky

Z ptipravenych pracovnich roztokl kreatininu napt. o koncentraci 4 - 12 - 16 -
20 - 24 mmol/I se pipetuje 20 ul do zkumavek s 2 ml reak¢éniho Cinidla, dobie se
promicha a po 10 minutach piida 3 ml destilované vody, opét se promiché a po
5 minutach stani se méfi absorbance pii 520 nm proti slepému vzorku.
Nameétené hodnoty absorbance se vynesou na osu poradnic (y) grafu, proti
hodnotam koncentraci na ose usecek (x).

Rozsah stanovovanych koncentraci kreatininu v lidské moci, odpovida rozsahu
hodnot koncentraci kalibra¢ni kiivky (4 - 28 mmol/l, resp. 452 - 3167 mg/l).
V piipad¢ nalezeni vySSich hodnot koncentraci u jednotlivych sledovanych
vzorkl se tyto fedi v poméru 1:1 dest. H,O a stanoveni se opakuje.

Vypocet koncentrace kreatininu stanovené pomoci standardnich roztoki

szorku
Cvzorku = s . C standardu (mmOI/ | resp. l’l’lg/ 1)

Astandardu

kde je :

Cyvou = koncentrace kreatininu v méfeném vzorku
Ao = nameéfena absorbance vzorku

Ciiandarau = koncentrace kreatininu v standardnim roztoku
Agtandardu = Namerena absorbance standardniho roztoku

9. Kontrola kvality

Provadi se pomoci stanoveni kreatininu v roztocich o znamé koncentraci nebo
stanovenim kreatininu v referen¢nich materidlech (mo€). Lze doporucit
referenéni material CZ 6007, pfipraveny v SZU a certifikovany Ceskym
metrologickym institutem.

Literatura

Szadovski, D., Jorgensen, A., Essing, H. G., Schaller, K. H.: Die
kreatinineliminationsrate als Bezugsgrdss fiir Analysen aus Harnproben. Z. klin.
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STANDARDNI OPERACNI POSTUP

14. Stanoveni DNA aduktii polyaromatickych latek
metodou ** P - postlabelingu

Zpracoval: RNDr. Blanka Binkova, CSc.
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1. Princip stanoveni

DNA adukti polyaromatickych latek (,,bulky aromatic adducts) metodou
’P_postlabelingu

Princip metody sestavajici z nékolika néslednych biochemickych reakci je
schematicky zndzornén na obr.1. DNA izolovana z tkan¢ nebo bun¢k je nejprve
enzymaticky hydrolyzovana piisobenim smési enzymua (mikrokokalni nukle4dza
a fosfodiesterdza) na nukleosid-3‘-monofosfaty. Dal§im krokem je separace
modifikovanych nukleotidii od nukleotidi intaktnich, kterd neni nikdy
dokonald, a proto byvd oznaCovana jako obohacovani aduktl. Jedna varianta
vyuziva k oddéleni aduktl extrakce do butanolu, druhd specifické enzymové
aktivity nukleazy P1, kterd odStépuje zbyvajici fosfat z nukleosid-3°-
monofosfatu preferencné u normalnich nukleotidi. Vzniklé nukleosidy nejsou
pak Spatnym substratem pro T4-polynukleotidkinazu, ktera pfenasi radioaktivni
fosfat z adenosin-5°-trifosfatu (ATP) na nukleosid-3‘-monofosfaty. DalSim
krokem je znaceni radioaktivnim fosforem. Ten je pienesen ve formé fosfatu
z [PP]-ATP (pfitomen v molarnim nadbytku) na 5°‘- hydroxylovy konec
modifikovanych nukleotidi piisobenim T4-polynukleotidkindzy. Vznika
nukleosid-3¢,5‘-bifosfat. Takto oznacené adukty jsou v dalsim postupu déleny
vicerozmérnou tenkovrstvou chromatografii (TLC) s pouzitim polyethylenimin-
celulosovych folii. Chromatografie ve smérech D1, D2 a D5 se pouzivé k od-
myti nezadoucich radioaktivnich komponent pro dosazeni optimalniho pozadi.
Chromatografie D3 a D4 s mobilni fazi o vysoké iontové sile, s kyselym (D3)
resp. alkalickym (D4) pH, slouzi k rozdéleni adukti s rozdilnou pohyblivosti za
danych chromatografickych podminek, ktera je urCovana jejich chemickou
strukturou. Separace aduktl je zavisla nejenom na celkové iontovée sile, ale 1 na
pH, koncentraci mocoviny a povaze aniontii. Vyvolané chromatogramy jsou
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vyhodnocovany autoradiograficky s pouzitim citlivého filmu a délkou expozice
1-5 dni1 pii -80°C pro detekei 1 aduktu v 10°-10" nukleotidech. Radioaktivita se
méfi na scintilatnim spektrometru. Koncentrace DNA adukti se vyjadiuje
poétem aduktd na 10° nukleotidd. Tyto hodnoty mohou byt snadno pievedeny
na veli¢inu fmol aduktd /ug DNA (1 adukt/10” nukleotidi = 0.3 fmol aduktd
/ug DNA).

2. Referen¢ni materialy a omezeni metody

a) B(a)P-DNA standard, 4 adukty/10° nukleotidi, LGE
b) B(a)P-DNA standard, 50 aduktd/10® nukleotidii, IARC, Lyon, Francie
¢) anti-BPDE- DNA standard, 17 aduktt/10° nukleotidéi, LGE

Pro tuto metodu neexistuji komercéné vyrabéné standardy DNA adukti. KaZda
laborator si potiebné standardy musi pFipravit sama.

Standard a) byl pfipraven izolaci DNA z jater krysy, které bylo peroralné
aplikovano 100mg B(a)P/kg télesné hmotnosti.

Standard b) byl ziskan od Dr. Castegnaro, International Agency for Research
on Cancer v ramci projektu ,,Standardisation of *°P-Postlabelling methods:
Interlaboratory Trial* (D. H. Phillips, M. Castegnaro, Standardization and
validation of DNA adduct postlabelling methods: Report of interlaboratory
trials and production of recommended protocols, Mutagenesis 14 (1999) 301-
315), kterého se zucastnila 1 naSe laboratof.

Standard c¢) byl pfipraven reakci anti-BPDE (benzo[a]pyrene-r-7,t-8-
dihydrodiol-t-9,10-epoxide[+],NCI, Midwest Research Institute, USA) s CT
(Calf Thymus) DNA (Sigma, D-1501)

Standardy jsou uchovavany v alikvotech (20 pl) pii -80°C. Pouzivaji se pfi
kazdém postlabelingovém experimentu pro kontrolu vSech postupti, které budou
dale podrobné¢ uvedeny.

Pro kontrolu moZzné kontaminace v jednotlivych postupech provadime v
kazdém experimentu vSechny procedury soucasné s blankovymi vzorky (misto
DNA alikvét HPLC vody), které vyhodnocujeme pro korekci pozadi (kap. 12).

Pouzivané chemikdlie, enzymy, materidly a pfistroje jsou uvedeny u jed-
notlivych postupti.

2P-postlabeling mohou provadét jen pracovnici, ktefi jsou opravnéni pro prace
se zdroji ionizujiciho zafeni a obeznameni s bezpecnostnimi piedpisy pro prace
v izotopové laboratofi. Objednavky, vydej, evidence radiochemikalii a
zachazeni s odpady podléhaji pfedpisim vydanym centralnim pracovistém
kréského arealu AV CR
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Odbér vzorku
Odbér krve a izolace lymfocyti a/nebo celkovych bilych krvinek (WBC)

Odbér krve se provadi podle standardnich postupti pomoci vacutainert s Na-
heparinem (objem 9 ml). Krev Ize pfed izolaci lymfocytd a/nebo WBC
uchovavat v chladnicce pii 4 - 10°C, nejdéle vSak 24 h.

Pii izolaci lymfocyti nebo WBC dodrZujeme piedpisy pro praci s in-
fekénim materialem.

3. Chemikalie a material

Chemikalie Sigma, analytical grade

Ficoll-Paque TM Plus (Pharmacia, Biotech)

Vacuette Sodium Heparin objem 9 ml, (Greiner Labortechnik, GmbH)
50 ml LeucoSep tubes (Greiner Labortechnik, GmbH)

Roztoky:

Roztok (A): 0.16 M NH,CI (M.W. 53.49): 8.3 g/l

Roztok (B): 0.17 M Tris, pH = 7.6 M.W.121.1): 20.6 g Tris/l

pH nastavime na 7.6 pomoci HCI.

Lyzovaci roztok pH=7.2 ptipravujeme vZdy derstvy smichanim roztoku A a B
v poméru 9 : 1 a nastavenim pH na 7.2 pomoci HCI.

Fyziologicky roztok - 0.9% NaCl: 9 g/l

5. Potirebné pristroje:

pH-metr Beckman
centrifuga Jouan MR22
chladnicka

mrazici box do - 80°C

Postup izolace WBC

. Krev zcentrifugujeme (10 min, 800g, 24°C).

. Pomoci umélohmotné pastérky odebereme opatrné vrstvu WBC (na rozhrani
mezi plazmou a RBC) spolu s malou pftiléhajici vrstvou Cervenych krvinek
(cca 1 cm vrstvou) a preneseme do plastikovych centrifugacnich zkumavek
o objemu 15 ml se Sroubovacim uzavérem.

3. Pfidame cca 10 ml Cerstvé pfipravené¢ho lyzovaciho roztoku, promichame a

nechame stat pi1 teplot¢ mistnosti 40-60 min (probihd 1yza cervenych

krvinek). Zcentrifugujeme ve stejné centrifuze (800g, 10 min) a supernantant
odsajeme.

N —
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4. Pokud je zfetelna kontaminace peletu WBC cervenymi krvinkami, lyzovani
opakujeme min. 2x. Nakonec pelet WBC promyjeme 2 x fyziologickym
roztokem o objemu 12-15 ml.

5. Pokud nebudeme provadét izolaci DNA bezprostiedné, pelet WBC
zamrazime ve stejnych zkumavkéch, v nichz probihala izolace a uchovavame
v mrazicim boxu pfi - 80°C.

Postup izolace lymfocytu

1. Napipetujeme 15 ml Ficollu (temperovaného pfedem na teplotu mistnosti) do
50 ml LeucoSep zkumavek a kratce zcentrifugujeme (400g, 30 sec). Ficoll je
nyni pod délicim poréznim diskem.

2. Krev ze dvou vacutainerti (~ 15 ml krve) pfidame do takto ptipravenych zku-
mavek a centrifugujeme 25 min, 400g pfi teploté 24°C. Vysledné rozdéleni
v LeucoSep zkumavkach od shora je nasledujici: plazma - lymfocyty - ficoll -
porézni disk - ficoll - erytrocyty.

3. Pomoci umélohmotné pastérky odebereme kvantitativné vrstvu lymfocyta do
plastikovych centrifugacnich zkumavek o objemu 15 ml se Sroubovacim
uzavérem a pridame fyziologicky roztok do objemu ~ 15 ml
Zcentrifugujeme (650g, 10 min, 24°C) a supernatant odsajeme. Promyvani
lymfocyta fyziologickym roztokem opakujeme 2 krat (jako u kroku 3).

4. Pokud nebudeme provadét izolaci DNA bezprostiedné, pelet LYM
zamrazime ve stejnych zkumavkach, v nichZ probihala izolace a uchovavame
v mrazicim boxu pfii - 80°C.

Odbér a zachazeni s tkanémi

K analyze DNA aduktl se také vyuziva DNA izolovand s tkani, napt. z placent
nebo tkani odebranych pti chirurgickych zékrocich. Odbéry tkéni provadi
nemocnicni persondl. Tkan¢ je nutno okamzit¢ po odbéru zamrazit, nejlépe
kapalnym dusikem. Neni-li k dispozici, ulozi se okamzit¢ do mraziciho boxu na
-20°C a transportuji se suchym ledem do LGE, kde jsou tkané uchovavany
v mrazicim boxu pii - 80°C az do izolace DNA.

Izolace DNA

Izolaci DNA provadime bud’ z cCerstv€ izolovanych bunék a tkani nebo ze
zamrazenych vzorkd (viz. kap. 2) okamzit¢ po jejich rozmraZeni. Vzorky
izolované DNA tadn¢ oznacené typem studie, Cislem vzorku, koncentraci DNA a
datumem izolace uchovavame v mrazicim boxu pii -80°C.

Extrakci provadime v digestori vzhledem k vysoké toxicité fenolu a
dodrzujeme predpisy o zachazeni s toxickymi organickymi odpady.
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Roztoky

Extrakéni pufir: 1 % SDS, 10 mM EDTA, 20mM Tris
Pro ptipravu 1 I roztoku (uchovavame pfti teploté mistnosti):
2,42 ¢ Tris M.W 121.1)
3,723 g EDTA (M.W.372.3)
10 g Sodiumdodecylsulphate-SDS (M.W.268.4)
1M Tris, pH=8 (uchovavame pri teploté mistnosti)
12,1 g/100 ml H,O, pH nastavujeme pomoci HCI
SM NaCl (uchovavame pii teploté mistnosti)
29,23 g/100 ml H,O
50 mM Tris, pH 7.4, k ptiprave roztokti CIP a CI
1.21 g/200 ml, pH nastavujeme pomoci HCL
CIP - chloroform : izoamylalkohol : fenol (24 : 1 : 25)
250 g fenol, redestilovany, Aldrich, Cat.No. 32,811-1
240 ml chloroform
10 ml 1izoamylalkohol

Fenol rozpustime ve vodni lazni pii 50°C. Po rozpusténi vSechny slozky
smichdme a diikladné protiepeme s 80 ml 50 mM Tris pH=7.4 (nasyceni
smesi CIP Trisem) a smés nechdme stat pres noc. Nadbytek roztoku Trisu

vytvofii vrstvu na povrchu CIP smési.
CI - chloroform : izoamylalkohol (24 : 1)

240 ml chloroform

10 ml izoamylalkohol

Smichéame a protiepeme s 80 ml 50 mM Tris pH=7.4 (viz. CIP)

RNA mix = Ribonuclease A (Sigma, R-5125) 10mg/ml, Ribonuclease TI

(Sigma R-1003) 5000 U/ml

Ptipravime roztok RNAzy-A 10mg/ml v 50 mM Tris pH=7.4. Zahiejeme
na 80°C po dobu 10 minut a nechame vychladnout. 1 ml tohoto roztoku
piepipetujeme do ampulky s RNAzou-T1 (5000 U/ampulka) a jemné
promichame. Rozpipetujeme po menSich alikvotech (200 pl)

uchovavame v mrazicim boxu pii -20°C.

Proteinaza K (20 mg/ml H,0)
Roztok ptipravujeme vzdy pied pouZitim Cerstvy.

Potiebné pristroje

spektrofotometr Shimadzu 2000, Japonsko
pH-metr, Beckman

centrifuga Savant HSC 10K

vodni lazen

pistovy homogenizér POTTER S, Braun
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vakuovy centrifuga¢ni odpatova¢ Jouan RC 10.22
trepacka s vyménnymi nastavci IKA-VIBRAX VXR, typ VX 2 (Janke&Kundel,
GmbH)

Postup izolace DNA

1. Izolované buiky (WBC, LYM) po rozmrazeni nebo cCerstvy pelet bunék
resuspendujeme v 1.5 ml extrakéniho pufru (1% SDS,10 mM EDTA,20 mM
Tris). Tkané¢ pomoci pinzety a chirurgickych nizek zhomogenizujeme
v extrak¢énim pufru (cca 200 mg/ml) a 1.5 ml homogenatu pieneseme do 15
ml plastikovych zkumavek s uzavérem.

2. Ptidame 30ul RNA-mix (10 mg/ml RNAza A, 5000 U/ml RNAza T), jemn¢
promichame a inkubujeme 1,5 hodiny v lazni 37°C.

3. Ptidame 30 ul proteinazy K (20 mg/ml, Cerstvé ptipraveno pred pouzitim),
promichame a inkubujeme 2 hodiny pii 37°C.

4.Po skonCeni inkubace smés pieneseme pomoci umélohmotnych
jednorazovych pasterek (na kazdy vzorek nova pasterka) do 5 ml
umélohmotnych zkumavek a ke kazdému vzorku ptidame 75 ul M Tris,
PpH=8, 150 ul 5M Na Cl a 1.5 ml CIP. Zazatkujeme a intenzivn¢ protiepeme
rucné 100x (nebo na vortexu alespoil 2 minuty). Zcentrifugujeme na
centrifuze SAVANT pii 3000 ot/min (1500 g) po dobu 5 minut .

5. Odebereme vrchni vodnou fazi do nové ptipravenych 5 ml zkumavek, vzdy
novou Spickou pro kazdy vzorek, a ptidame 1.5 ml CI. Zazéitkujeme, opé&t
intenzivné¢ protiepeme a zcentrifugujeme (jako v kroku 4).

6. Odebereme vrchni vodnou fazi do novych 5 ml zkumavek a piidame 150 ul
SM NaCl a 1.5 ml ledového absolutniho etanolu. Zkumavky zazatkujeme.
Pfi pomalém otd€eni zkumavky dojde k vysrazeni DNA. Opét
zcentrifugujeme (jako krok 4). Odsajeme ethanol a zkumavku vysuSime ve
vakuovém odpatovaci.

7. Pelet DNA rozpustime v piiméfeném objemu deionizované H,O podle
mnozstvi vysrazené DNA (optimalni vysledna koncentrace 0.8 - 1.5 mg/ml
(max. 2.0 mg/ml). DNA nechame rozpoustét pies noc pii teploté mistnosti za
kontinudlniho protiepavani.

8. Po rozpusténi DNA, zméfime na spektrofotometru jeji koncentraci (program
,DNAKONCENTRACE®). Pouzijeme kiemenné mikrokyvety o objemu 1 ml
(v ptipad¢ nizké vytéznosti DNA ultra-mikrokyvety o objemu 200 pl). Pied
méfenim vynulujeme pfistroj (autozero) s vodou v mérné 1 referencni kyveté.
Do méfici kyvety pipetujeme vzdy 5 pl vzorku DNA a 995 pl deionizované
vody. Referencni kyveta obsahuje jen deioniz. vodu. V tomto ptipadée
absorbance pii 260 nm nasobend deseti udava koncentraci DNA v pg/ul.
V piipad¢ koncentraci ) 2.0 ug/ul vzorek nafedime a méteni opakujeme.

9. Po zméteni koncentrace DNA vzorky piepipetujeme do 1.5 ml ependorfek
(pouzivame vzdy nové S$picky!!!) a oznacime Stitkem s popisem studie,
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¢islem vzorku, koncentraci DNA a datumem izolace. Vzorky pak zamrazime
a ulozime do mraziciho boxu na -80°C.

10.Udaje o vzorcich DNA evidujeme na poéitati v programu EXCELL pro
kazdy projekt v samostatném souboru.

Hydrolyza DNA

Timto postupem se zahajuje vlastni postlabelingovy experiment, ktery trva 1-2
tydny, podle typu a poctu vzorkti DNA vybranych pro experiment. Soucasné lze
v jednom experimentu analyzovat 30, max. vSak 100 vzorkli DNA (zavisi na
zruénosti a zkuSenostech pracovnika). V tomto kroku je DNA enzymaticky
hydrolyzovana plsobenim smési enzyml (mikrokokdlni nukledza a
fosfodiesterdza) na nukleosid-3‘-monofostaty.

Chemikalie

Micrococcal nuclease (MN, Sigma N 3755; 1 bal MN = 200 U)

Spleen phosphodiesterase (Boehringer Mannhein 108251; 2 bal 4 2 mg)

Ostatni Sigma (analytical grade)

Dialyzacni trubi¢ka Spectopor 6.4 mm

Tfepatka s vyménnymi nastavei IKA-VIBRAX VXR, typ VX 2
(Janke&Kundel, GmbH)

Roztoky

MN/SPD mix: 50 U MN/ml a Img SPD/ml (odpovida 2 U/ml)

Suspenzi SPD (1 baleni obsahuje 2 mg SPD v 1 ml) pfed ptipravou mixu
piepipetujeme do dialyzacni trubiCky dlouhé cca. 12 cm (Spectopor tubing 6.4
mm), kterou na obou koncich fixujeme dialyza¢nimi svorkami. Ty umistime co
nejblize k objemu SPD, abychom zabranili nadmérnému zvétSeni objemu pfi
dialyze (max. do 2 ml). Totéz provedeme i1 s druhym balenim SPD. Ob¢
dialyza¢ni trubicky ponoifime do 2 1 HPLC vody v kadince a ddme na 2 h do
lednice. Po 2 h vodu v kadince vyménime a nechame dalsi 2 h dialyzovat. Po
skon¢ené dialyze ptfeneseme objem SPD z obou dialyza¢nich trubi¢ek do malé
kadinky a doplnime na celkovy objem 4 ml. Tento objem pfepipetujeme do
lahvicky s MN (1 bal MN=200U) a cely obsah lahvi¢ky po zazatkovani opatrné
promichame. Po rozpusténi MN obsah MN/SPD mix rozpipetujeme (alikvoty
200 a 500) do 1.5 ml ependorfek s popisem a datumem piipravy.

Alikvoty uchovavame v mrazicim boxu pii - 20°C (max. vSak 4 mésice).

Hydrolyzacéni pufr
100 mM Na Succinate pH=6.0
50 mM CacCl,

Pro ptipravu 100 ml roztoku:
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2.7 g Na Succinate (M.W.=270.1,

0.368 g CaCl2 (M.W.=147)

pH nastavujeme pomoci HCI

100 pl alikvoty uchovavame v mrazicim boxu pii - 20° C

Hydrolyzacni mix

MN/SPD mix : Hydrolyzacni pufr=4: 1
Ptipravujeme vZdy Ccerstvy pied hydrolyzou DNA vzorkli v mnoZzstvi
potifebném pro experiment.

Potiebné pristroje

centrifuga Savant HSC 10K
vortex MS1, Schoeller Pharma
termobloky na ependorfky, Liebisch

Podminky hydrolyzy DNA

Mnozstvi DNA na jeden vzorek: 6 ug
Vysledna koncentrace DNA v hydrolyza¢ni smési: 0.4 ng/ul

MN ve vzorku: 03U
SPD ve vzorku: 12 mU
pH 6.0
Celkovy objem vzorku: 15 ul
Doba inkubace: 4h
Teplota: 37°C
Postup hydrolyzy DNA

Pozor: V kazdém pipetovacim kroku pouzivame vzdy pro kazdy vzorek novych
Spicek, aby se zabranilo vzdjemné kontaminaci vzorkl. To plati i pro vSechny
nasledujici postupy.

1. Objem. mnozstvi vzorku odpovidajici 6.0 ug DNA napipetujeme do
ependorfek a 1.5 ml a doplnime redestilovanou vodou na celkovy objem 7.5
ul (jsou-li vzorky DNA pfili§ ziedéné, nutno predem odpafit a odparek
rozpustit v 7.5 ul HPLC vody).

2. Pripravime pottebné mnozstvi MN/SPD mixu. Ke vzorkiim napipetujeme a
7.5 wul takto ptripraveného enzymového mixu. Vzorky promichame a kratce
zcentrifugujeme (5000 ot/min, 20 sec).

3. Ependortky se vzorky umistime do termobloku s teplotou nastavenou na
37°C a nechame 4 h inkubovat.
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4. Po skoncené inkubaci vzorky krétce zcentrifugujeme (5000 ot/min, 20 sec).
Z objemu 15 pl kazdého vzorku odpipetujeme 2.5 ul do nové oznacenych
ependorfek. Tyto alikvoty slouzi pro stanoveni koncentrace nukleotidl
(dC,dG,dT,dA) pomoci HPLC. Alikvoty zamrazime v kapalném dusiku a
uchovavame v mrazicim boxu pii - 20° C az do HPLC analyzy.

5. Zbyvajici objem 12.5 ul = ,, DNA-digest* (odpovida cca. 5 ug DNA) se dale
podrobuje obohacovacim postuplim uvedenym v nésledujicich sekcich 6 a 7
(butanolova extrakce, nuclease P1). Obohacovaci postupy se provadéji bud’
bezprostiedné¢ po skoncené hydrolyze nebo lze tyto alikvoty (12.5 pl na
vzorek) zamrazit a uchovat do druhého dne v mrazicim boxu pfi - 20°C.

Butanolova extrakce obohacovani DNA aduktua

Tento postup slouzi k separaci modifikovanych nukleotidii (adukti) od nukleotidii
intaktnich, ktera neni nikdy dokonald, a proto byva oznacovéna jako obohacovani
aduktl. K odd¢€leni DNA aduktli se vyuziva jejich extrakce do butanolové faze.

Chemikalie

Butanol 99.8 %, HPLC grade (Sigma-Aldrich 27,067-9)
Ostatni Sigma (analytical grade)

Roztoky

100 mM ammonium formate (AF) pH = 3.5
Ptipravi se fedénim 2.5 M ammonium formate (roztok D-2, kap.9).
150 pl alikvoty uchovavame v mrazicim boxu pii - 20°C

10 mM tetrabutylammonium chloride (TBA)
69.5 mg TBA (Sigma T-1013, M.W.= 277.9) se rozpusti v 25 ml HPLC
vody
150 pl alikvoty uchovavame v mrazicim boxu pfi - 20° C

200 mM Tris pH=9.5
605.5 mg Tris (M.W.=121.1) rozpustime ve 20 ml HPLC vody, nastavime
pH pomoci 1 N HCI a doplnime objem na 25 ml
150 pl alikvoty uchovavame v mrazicim boxu pii - 20° C

Potiebné pristroje

centrifuga Savant HSC 10K

vortex MS1, Schoeller Pharma

rotacni vakuovy odpatova¢ Savant, SC 110 (USA) nebo Jouan RC 10.22
(Francie)
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trepacka s vyménnymi nastavci IKA-VIBRAX VXR, typ VX 2 (Janke&Kundel,
GmbH)

10.

Podminky butanolové extrakce

mnozstvi hydrolyzatu DNA: 12.5 ul,,DNA digest*

pH: 3.5

smés pied extraket: 12.5 ul DNA digest
10 ul AF
10 uITBA

67.5 ul deionized water

celkovy objem 100 pl

Postup butanolové extrakce

Ptipravime butanol Cerstvé nasyceny HPLC vodou smichanim objemil
v poméru 1:1 a protfepanim a HPLC vodu sycenou butanolem (v poméru
9:1) pro zpétnou extrakci. Oboji pfipravime v takovém objemovém
mnozstvi, které potfebujeme pro dany set vzorkd.

Ptipravime mix AF/TBA/HPLC voda (5/5/27.5) v mnozstvi potiebném pro
dany set vzorki. Ke kazdému vzorku (12.5 ul DNA digest) ptidame 87.5 pl
tohoto mixu.

Ke kazdému vzorku ptiddme 100 pl butanolu nasycené¢ho vodou. Vzorky
dikladné protfepeme ru¢né anebo na vortexu (minimalné¢ 2 min) a
zcentrifugujeme (5000 ot/min, 5 min).

Odebereme opatrné vrchni butanolovou fazi (min 75 pl) do distych
ependorfek a pouzité zluté Spicky (pro kazdy vzorek jedna) ponechdme v
ptislusnych ependorfkach pro dalsi odbér butanolové faze.

Ke zbytku vodné faze piidame opét 100 ul butanolu nasyceného vodou a
provedeme opakovanou extrakei (vortex 2 min, centrifugace jako 3).
Odebereme opatrné vrchni butanolovou fazi (min 105 upl) a pfidame k
prvni odebran¢ butanolové fazi (celkovy objem odebrané butanolové faze
je cca. 180 pul).

K butanolové fazi ptidime 180 pl vody nasycené butanolem.

Opakujeme zpétnou extrakci piidanim 180 pl vody nasycené butanolem
(vortex 2 min, centrifugace jako 3).

Odebereme opatrné vrchni butanolovou fazi do ependorfek, do kterych
jsme predtim napipetovali 2 pul 200 mM Trisu. Vzorky dame odpatit do
rotacni vakuové odparky.

Po odpateni vzorky rozpustime v 10 pl deionizované vody, dikladné
zvortexujeme a kratce zcentrifugujeme. Pokud nebudeme provadét
znaceni jesSté tyZ den, vzorky ihned zamrazime a uchovame v mrazicim
boxu pfi - 80° C az do znaceni (nejdéle viak 3 dny).
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Nuclease p1 pro obohacovani DNA aduktu

Tento postup je jinou alternativou zplsobu obohacovani DNA adukti, ktery
vyuziva specifické enzymové aktivity nukledzy P1. Ta odstépuje zbyvajici fosfat
z nukleosid-3‘-monofosfatu preferencné u normadlnich nukleotidii. Vzniklé
nukleosidy jsou pak Spatnym substrdtem pro T4-polynukleotidkindzu, ktera
pfenasi radioaktivni fosfat z adenosin-5‘-trifosfaitu (ATP) na nukleosid-3°-
monofosfaty. Obohacovaci postup volime podle typu vzorki, u vzorkid
neznamého puvodu pouzivame obou postupli. Tento postup provadime vzdy
bezprostfedné pred vlastnim znaenim vzorkl. Vzorky po inkubaci s nuclease P1
nikdy nezamrazujeme.

Chemikalie
Nuclease P 1 (SIGMA N 8630, 1 mg baleni)
Ostatni Sigma (analytical grade)

Roztoky

0.64 M Na-acetate pH = 5.0

2.178 g Na-acetate (M.W.=136.1) rozpustime ve 20 ml a nastavime pH
pomoci zied’. kyseliny octové. Doplnime na objem 25 ml. 150 pl alikvoty
uchovavame v mrazicim boxu pii - 20° C

3.2mM ZnCl,
10.9 mg ZnCl, (M.W.=136.3) rozpustime v 25 ml HPLC vody.
150 pl alikvoty uchovdvame v mrazicim boxu pii - 20°C
1.36 M Tris pH = 9.5
4.12 g Tris (M.W.=121.1) rozpustime v 25 ml HPLC vody
150 pl alikvoty uchovavame v mrazicim boxu pii - 20°C
10 mM Na acetate pH = 5.0

Ptipravime nafedénim roztoku 0.64 M Na-acetate pH = 5.0
(100 pl roztoku + 6.3 ml HPLC vody)
200 pl alikvoty uchovavame v mrazicim boxu pii - 20°C

Nuclease P1

1 mg rozpustime v originalni lahvi¢ce ve 150 ul HPLC vody a pouZijeme
ihned k pfipravé P1-mixu. Zbytek zamrazime na -20°C
Pro dal$i pouziti miZe byt uchovavana pfti -20° C nejdéle 4 tydny.
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Potiebné pristroje

centrifuga Savant HSC 10K
vortex MS1, Schoeller Pharma
termobloky na ependorfky, Liebisch

Podminky NUCLEASE P1
mnozstvi hydrolyzatu DNA: 12.5 ul ,,DNA digest*
nuclease P1 na vzorek: 24U
pH: 5.0
celkovy objem vzorku pti P1 postupu: 18.5 ul
doba inkubace: 30 min
teplota pfi inkubaci: 37°C
ukonceni reakce: 1 nul 1.36 M Tris
celkovy objem na konci procedury: 16.5 ul
Postup Nuclease P1

1. Ptipravime P1-mix v mnoZstvi potfebném pro dany set vzorki. Slozeni pro
jeden vzorek:
1 pl nuclease P1
1 ul 0.64 M Na acetate, pH=5.0
1 ul 3.2 mM ZnCl,
Ke kazdému vzorku (12.5 ul DNA digest) pifidame 3 ul Pl1-mixu jemné
zamichame na vortexu a kratce zcentrifugujeme (5000 ot/min, 30 sec).

2. Vzorky inkubujeme v termobloku pii 37°C po dobu 30 min.

3. Po skonfené inkubaci kratce zcentrifugujeme (5000 ot/min, 30 sec) a ke
kazdému vzorku ptidame 1 pl 1.36 M Tris.

4. Vzorky dame do lednice po dobu nez mizeme zahajit znaceni v izotopové
laboratofi nebo vzorky ihned zamrazime a uchovame v mrazicim boxu pfi
- 80° C az do znaceni (nejdéle vsak 3 dny).

Znateni DNA adukti pomoci y—"P-ATP

V této proceduie je radioaktivni fosfor ptenesen ve formé fosfatu z y—[**P]-ATP
(ptitomen v molarnim nadbytku) na 5°- hydroxylovy konec modifikovanych
nukleotidl ptisobenim T4-polynukleotidkindzy. Vzniké nukleosid-3¢,5¢-bifostat.
Provadi se v izotopové laboratori pii dodrzovani vSech bezpecnostnich
predpisu platnych pro praci s kratkodobymi zdroji ionizujiciho zareni. 10).
Objednavky, vydej, evidence a zachazeni s odpady podléhaji predpisiim
vydanym centrilnim pracovi$tém kréského arealu AV CR.
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Chemikalie

v—[**P]-ATP 3000 Ci/mmol; 1 mCi/100u] (Amersham, PB 10168)
T4 Polynucleotide kinase (PNK) 30 U/ul (USB, #70031)
Ostatni Sigma (analytical grade)

Roztoky

Znacdici pufr pH=9.0
230 mM Bicine
115 mM Magnesium Chloride
115 mM Dithiothreitol (DTT; D-0632)
5.8 M Spermidine (S-2626)
Pro pripravu 25 ml roztoku navazime:
0.9385 g Bicine (M.W.=163.2)
0.274 g Mg Cl,
0.443 ¢ DTT (M.W.=154.2)
0.2105 g Spermidine (M.W.=145.2)
pH nastavujeme opatrné pomoci 1 N NaOH
150 pl alikvoty uchovavame v mrazicim boxu pii - 20° C

Potiebné pristroje

termobloky na ependorfky, Liebisch
ochranné pomticky pro praci v izotopové laboratofi

Podminky znaceni

mnozstvi DNA: Sug

T4 PNK na vzorek: 36U

3-"P-ATP na vzorek: 24.2 uCi

pH: 9.5

celkovy objem béhem znaceni: 17.5 ul (BUT); 24 ul(P1)
doba inkubace: 30 min

teplota pii inkubaci: 37°C

Postup znaceni

1. Pfipravime ATP-mix o objemu potiebném pro dany set vzorkl. Pro jedno
baleni ATP o aktivit¢ 1 mCi (37 MBq) a objemu 100 pul md ATP-mix
nasledujici slozeni:

Znacici pufr 60 pl
PNK 8 ul
HPLC voda 142 pl
P-ATP 100 pl
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Celkovy objem 310 pl (pro max. 40 vzorkii)
NEVORTEXOVAT! jen opakované promichat Spickou (cca 10 x).

2. Ke kazdému vzorku (zkontroluj, jsou-li vzorky u dna ependorfky, jinak
zcentrifuguj) pfiddme 7.5 pl ATP-mixu a opatrné promichdme Spickou.

Vzorky dame do termobloku a inkubuje 30 min pfi teploté 37°C.

3. Po skoncené inkubaci vzorky nanaSime na chromatografické folie, které
umistime do chromatografickych tankd s roztokem DI, jak bude uvedeno

v nésledujici kapitole.

Tenkovrstva chromatografie k separaci dna aduktu

DNA adukty, oznagené **P podle postupu uvedeném v predchozi kapitole, jsou
v dalSim postupu déleny vicerozmérnou tenkovrstvou chromatografii
s pouzitim polyethylenimin-celulosovych folii. Chromatografie ve smérech DI,
D2 a D5 se pouzivda k odmyti nezddoucich radioaktivnich komponent pro
dosazeni optimalniho pozadi. Chromatografie D3 a D4 s mobilni fazi o vysoké
iontove sile, s kyselym (D3), resp. alkalickym (D4) pH, slouzi k rozdéleni adukti

s rozdilnou pohyblivosti za danych chromatografickych podminek.

Chemikalie a materialy

chemikalie Sigma (analytical grade)

POLYGRAM CEL 300 PEI chromatografické félie, 20x20 cm, 0.1 mm

(Macherey-Nagel, Germany)
filtrani papir Whatman # 3
fluorescencni pero (Autoradiography pen Sigma Z36,351-0)

roentgenové filmy Kodak X-OMAT 35x43 cm a 20.3x25.4 cm (Sigma)

vyvojka G153, ustalova¢ G354, Agfa

Roztoky

DI1: 1 M Sodium phosphate, pH = 6.8
Ptiprava 2 1 roztoku:
276 g NaH2PO4.H20 (MW:138) nebo
240 g NaH,PO, (M.W .=119.98) rozpustime v 1.5 | HPLC H,0

Nastavime pH pomoci konc. NaOH na 6.8 a doplnime objem na 2 1.

D2: 2.5 M Ammonium formate, pH = 3.5
Ptiprava 500 ml roztoku:
50 ml formic acid (99%) smichame s 300 ml HPLC H,0 a
cca. 20 - 30 ml 25% NH,OH (27%) az do pH =3.5
Doplnime na objem 500 ml
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D3: 3.5 M LiF, 8.5 M Urea, pH = 3.5
Ptiprava 2 1 roztoku:
1020 g urea (M.W.=60.16) rozpustime v 1,5 1 HPLC H,0 a ptidame
277.4 ml formic acid (99%)
Nastavime pH pomoci LiOH na hodnotu 3.5
Doplnime objem na 2 1.

D4-A: 0.5 M Tris, pH = 8.0
Ptiprava 1 1 roztoku:
60.55 g Tris (M.W.=121.1) rozpustime v 900 ml HPLC vody
Nastavime pH pomoci 1 N HCI a doplnime objem na 1 1

D4: 0.8 M LiCl, 0.5 M Tris, 8.5 M Urea, pH = 8.0
Ptiprava 2 1 roztoku:
1020 g urea
121.1 g Tris M.W.=121.1)
67.84 g LiCl (m.W.=42.4)
Rozpustime v 1,5 1 HPLC H,0O
Nastavime pH pomoci konc. HCI na hodnotu 8.0
Doplnime objem na 2 1.

D5 =D1: 1 M Sodium phosphate, pH = 6.8

Potiebné pristroje

chromatografické a promyvaci tanky

el. vysousece (vlasove)

prosvétlovaci zatizeni na folie

hypercassetteTM 35x 43 cm a 20.3x25.4 cm , Amersham, USA
automaticky vyvolavac roentgenovych filmi CURIX 60, Agfa
ochranné pomticky pro praci v izotopové laboratofi

Podminky chromatografie
Chromatografie D1 - D5 je schematicky zobrazena na obr.¢.2.

D1 probihé pies noc na konec filtraéni pasky (10x20 cm, Whatman ¢.3)
ptisponkované k folii, min. 15 h

D2 wvyvijeni az k po¢atku (OR) s nanesenymi adukty (cca 1 min)

D3 35h

D4 3h

D5 pies noc, az na konec filtracni pasky (10x7 cm, Whatman ¢.2) pfi-
sponkované k fo6lii, min. 15 h
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7.

Postup chromatografie

. Rozkresleni chromatografickych fo6lii (obr.¢.2) podle predlohy provadime na

prosvétlovacim zatfizeni, nejlépe pred zahajenim postlabelingového experi-
mentu (pied hydrolyzou). K rozkreslenym a sefiznutym foliim ptisponkujeme
filtrani pasky 10x20 cm. Takto jsou folie pfipraveny pro nanaSeni vzorki.

. Vzorky po oznageni y-""P-ATP podle postupu uvedeném v kap. 8,

kvantitativné nanaSime na vyznaceny pocatek OR a folie ithned vlozime do
chromatografickych tankl s roztokem D1 (tank pro 16 vzorkl - 180 ml D1).
Nechame vyvijet pfes noc.

. Réno odstfihneme filtracni péasky podle vyznacené linie a folie ponotfime

s nosnikem do promyvaciho tanku s destilovanou vodou. Destilovanou vodu
nechame mirné protékat tankem po dobu 20 min.

. Po skonceni promyvéani vyjmeme folie s nosnikem a umistime je pod

vysousSece. SuSime opatrné s mirnym ohfevem cca. 15-20 min. Suché folie
ponoiime do fotomisky s roztokem D2 a nechdme vyvinout az po OR (trva
asi 1 min). Ihned vlozime do tanku s roztokem D3 (tank pro 16 vzorka - 180
ml D3) a vyvijime 3.5 h.

. Po této dob¢ vyjmeme f6lie z tanku, odstfihneme vrchni 2 cm pas folie a

rozsttihneme uprostied podle vyznacenych liniich. Promyjeme (20 min) a
vysusime stejnym zptsobem jako po D1.

. Such¢ folie kratce ponofime ve sméru chromatografie D4 do roztoku D4-A

ve fotomisce a ithned vlozime do chromatografického tanku s roztokem D4
(tank pro 16 vzorki - 180 ml D4) a vyvijime 3 h.

Po skonceni folie opét promyjeme (20 min) a vysuSime stejnym zpiisobem
jako v pfedchozim piipadé. K vysuSenym foliim ptisponkujeme filtracni
pasky 10x7 cm na koncovou stranu chromatografie D4, vloZime do tanku
s roztokem D5 a nechame vyvijet pfes noc.

. Nasledujici den rdano odstfihneme filtratni pasky, folie opét promyjeme a

vysuSime. Kazdou folii ozna¢ime cCislem a v rozich 2 teCkami pomoci
fluorescencniho pera. Umistime do predem vyc¢iSténych autoradiografickych
kazet. Ve fotokomote vlozime filmy X-ray KODAK a nechame exponovat
v mrazicim boxu pfi teploté -80°C po dobu 1-5 dnii podle typu vzorka.

.Filmy po skoncené expozici vyvoldme v automatickém vyvolavaci

roentgenovych filml. Kontroluj stati vyvojky pted vyvolavanim!

Vyhodnocovani chromatografickych map DNA aduktu

Vyvolané roentgenové filmy predstavuji mapu DNA aduktii, resp. spotli, na
chromatografickych foliich pro jednotlivé analyzované vzorky. Pro dany set
vzorkd, resp. danou studii, se zvoli vhodny templat mapy spotii a diagondlni
radioaktivni zony (DRZ) pro jejich vystfihovani, ktery pak pouzivame pro
vSechny vzorky v dané studii. Aktivita vystfizenych spotih a DRZ se méfi na
kapalném scintilaénim pocitaci.
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Chemikalie a materialy

scintila¢ni koktejl LSC SigmaFluoTM
scintilacni lahvicky (Alpha Dialab, 619 301)

Potiebné pristroje

LS counter, Wallac (Pharmacia)

ochranné pomticky pro praci v izotopové laboratofi
prosvétlovaci zafizeni

davkovac scint. koktejlu

Postup vyhodnocovani chromatografickych folii

1. Zvolime vhodny templat mapy spotli a diagonalni radioaktivni zény (DRZ)
pro jejich vystiihovani. Tento templat pak pouZivame pro vSechny vzorky
v daném experimentu (studii). Templat rozkreslime na filmech u vSech
jednotlivych vzorkii v€etné blankovych vzorki (kap.2).

2. Podle filmu rozkreslime templat na jednotlivé chromatografické folie s po-
uzitim prosvétlovaciho zafizeni a vodicich znacek fluorescencniho pera.
Jednotlivé spoty a DRZ u kazdého vzorku opatrné vystfihdme a vlozime do
pfedem popsanych scintilacnich lahvicek. Do lahvicek nadavkujeme
scintila¢ni koktejl (5 ml/lahvicka), zazatkujeme a dame méftit do scintilaéniho
pocitace. Pouzivame program ,32-Postlabeling BB+JT“. Je vzdy nutné
provést v programu editaci referen¢niho data pro y-32P-ATP pouzitého v da-
ném experimentu. Ostatni parametry méfeni ziistavaji zachovany.

3. Vysledky méteni (CPM) jsou automaticky ukladany do file ve verzi LOTUS
(WKS). Soucasné vSak nechame data tisknout v textové formé na ptipojené
tiskarn€ pro kontrolu méteni. Je-li méteni v potaddku, ptislusny file pfeneseme
disketou do pocitace s programem EXCELS, kde data vyhodnocujeme.

Stanoveni celkové koncentrace nukleotidu pomoci HPLC
Pro vypocet hladin DNA aduktl je nutné znat celkovou koncentraci nukleotidi
v analyzovanych vzorcich. Analyza alikvéti jednotlivych vzorkl, oddélenych
po hydrolyze DNA (kap.5) se provadi pomoci HPLC.

Chemikalie a materialy

Standardy nukleotidii:

dG- 2‘-deoxyguanosine 3 ‘-monophosphate,sodium salt, Sigma D 4147 (2 mg)
dA- 2¢-deoxyadenosine 3 ‘-monophosphate,sodium salt, Sigma D 3139 (1 mg)
dC- 2¢-deoxycytidine 3‘-monophosphate,sodium salt, Sigma D 3389 (1 mg)
dT- thymidine 3 ‘-monophosphate, sodium salt, Sigma T 3512 (5 mg)
Acetonitril, HPLC grade
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membranové filtry pro mobilni fazi, Waters
chromatograficka kolona SGX C18 5 ,4 x 250 mm, TESSEK, ¢.141 300013 001
predkolona SGX C18 5, 4 x 40 mm, TESSEK, CR

Roztoky
25 mM NaH2PO4, pH=4.0 s obsahem acetonitrilu 2% - mobilni fize

Pro ptipravu 2 I roztoku rozpustime v 1.5 1 HPLC vody:

6.0 g bezvody NaH,PO, (M.W.= 120) nebo

6.9 g NaH,PO4.H,0 (M.W.= 138)
Nastavime pH pomoci ziedéné kyseliny fosforecné. Pfidame 40 ml acetonitrilu
a doplnime do 2 1. Pfed pouzitim vzdy zfiltrujeme na filtratnim zafizeni
Waters s pouzitim membranového filtru pro vodné mobilni faze.
Uchovavame v lednici nejvySe do jednoho mésice.

Roztoky standardit pro kalibraci o koncentraci 100 ng dC, dG, dT a dA/él —

Nukleotidy rozpustime (v origindlnich lahvickach) v pfislusném objemu
HPLC vody, odpovidajicim koncentraci 1 mg/ul. Nafedime 10x na
koncentraci 100 ng/ul. Alikvéty a‘ 100 pl uchovavame v mrazicim boxu
pii -80°C.

Potiebné pristroje

centrifuga Savant HSC 10K

vortex MS1, Schoeller Pharma

filtra¢ni zatizeni pro mobilni fazi, Waters

HPLC systém Waters sestavajici z nasledujicich ¢asti:
HPLC pumpa typ 600

diode-array detektor typ 966

autosampler typ 717

osobni pocita¢ Digital

chromatograficky software Millenium

laserova tiskarna HP 5P

Podminky HPLC analyzy

1zokratické

mobilni faze: 25 mM NaH,PO, s obsahem acetonitrilu 2%,
pH=4.0

pratokova rychlost: 1 ml/min

doba analyzy: 14 min (zavisi na pouzité kolon¢)

nasttikovy objem vzorku: 5 pl

kolona: analyticka, 4 x 250 mm, Sum, ODS 18
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detekce: sniméani spektra v rozsahu vlnovych délek 230 -
- 320 nm; procesorovani pii 260 nm

kalibra¢ni kiivky: standardy dC, dG, dT a dA-5‘-monophosphates
kalibrace pro jednotlivé nukleotidy se provadi
v rozsahu 10-30 ng.

reten¢ni Casy: dC - 3.7 min; dG - 5.5 min; dT - 6.3 min; dA -
10.9 min.

Postup HPLC analyzy

1. Kalibraci pro jednotlivé nukleotidy provadime v rozsahu koncentraci 10 - 30
ng vzdy pii vyméné nové kolony nebo predkolony. Ovétfujeme jednobodove
pted kazdym novym setem vzorkd. Smichdme zdsobni (zamraZené) roztoky
standardl v poméru 1:1:1:1, coz odpovida vysledné koncentraci nukleotidi
25 ng/ul a nafedime 10x. Provedeme néstiik 4 pl = 10 ng kazdého
nukleotidu.

2. Alikvéty DNA vzorkl po hydrolyze (2.5 pl) rozmrazime a piidame 37.5ul
HPLC vody. Zvortexujeme a zcentrifugujeme. Vzorky piepipetujeme k
HPLC analyze do pfisluSnych inserti.

3. Naprogramujeme analyzu pfislusného setu vzorku v programu Millenium.
Vysledky analyz jednotlivych vzorkt jsou automaticky vypisovany a
soucasn¢ ukladany na hard disk. Data pifehrdvame na diskety pro jejich
evidenci. Z vysledkl o koncentraci jednotlivych nukleotidli vyhodnocujeme
jejich sumaci koncentraci DNA ve vzorku (ug DNA), kterd byla vzata do
postlabelingového experimentu.

Vypocet hladin DNA aduktu

Vypocet hladin DNA aduktl v analyzovanych vzorcich provadime v programu
EXCELS. Vysledky méteni aktivity jednotlivych spoth a DRZ (v CPM), které
jsou automaticky ukladany LS pocitatem do file ve verzi LOTUS (kap.10).,
pieneseme disketou do osobniho pocitace s programem EXCELS, kde data
vyhodnocujeme. Pro vysledny pocet DNA adukti - Z v daném vzorku plati
vztah:

Z (DNA addukty/10° nucleotidi) = 0.00501 x --------

XygDNA

Mnozstvi DNA ve vzorku X (nug DNA) vyhodnotime z HPLC analyzy
nukleotidt (kap.11). Provadime korekci CPM analyzovanych vzorkll podle
CPM blankovych vzorki, a to pro jednotlivé spoty (DNA adukty) 1 DRZ.
Ptiklad vypoctu je uveden v pftiloze.
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Vypocitame hladinu DNA adukti standardi, které pouzivame pii kazdém
postlabelingovém experimentu pro kontrolu vSech postupt. Je-li primérna
hodnota z triplikatu odchylena od hodnoty deklarované pro standard > 15%, pak
kvantitativni vysledky experimentu nepovazujeme za relevantni a hodnotime
pouze vysledky kvalitativni (mapa adukti a jejich zastoupeni v jednotlivych
analyzovanych vzorcich).
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Tabulka velka obr.1
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Obr. 2 - velky
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1. Princip metody

Metoda ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) je vysoce citliva
metoda umoznujici stanovit pfitomnost analyzovaného proteinu ve vzorku a ve
spojeni s konstrukei kalibraéni kiivky provést 1 jeho kvantifikaci.

Metoda je zalozena na specifické interakci monoklondlni protilatky se
stanovovanym proteinem ve vzorku, vazb¢ dalSi (vétSinou polyklonalni)
protilatky konjugované s vhodnym enzymem (napft. kienovou peroxidasou) na
komplex protein-monoklondlni protilatka a detekci pomoci substratu (napf.
tetrametyl benzidinu, TMB). Substrat je pfisluSnym enzymem Stépen na
barevny produkt, jehoZ absorbance je méfena pomoci spektrofotometru. Cim
vys$i je zméfend absorbance, tim vysSi je obsah analyzovaného proteinu ve
vzorku.

Stanoveni se provadi na mikrotitracnich desti¢kach, pti¢emz potadi vzorku a
detek¢énich protilatek mtze byt rizné. “Sandwich ELISA” zahrnuje vazbu
primdrni monoklonélni protilatky proti sledovanému proteinu na desticku,
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pfidani analyzovaného vzorku a po promyti detekci pomoci sekundarni
protilatky konjugované s enzymem namitfené opé€t proti studovanému proteinu.
Pti modifikaci metody zvané “Nepiima ELISA” se na desticku nejprve pipetuje
analyzovany vzorek, nasleduje pifidani primarni monoklonélni protilatky
proti hledanému proteinu a detekce pomoci sekundarni protilatky konjugované
s enzymem, kterd je namifena proti primarni protilatce.

2. Referen¢ni materialy

Jako pozitivni kontrola a soucasné jako vzorky pro konstrukci kalibracni kiivky
byly pouZity: protein p21, kat. ¢. sc-4078 WB, Santa Cruz Biotechnology, USA;
protein p53, kat. ¢. sc-4246, Santa Cruz Biotechnology, USA.

3. Chemikalie a roztoky

Chemikalie
v§echny pouzité chemikalie byly v kvalité p.a.

vyrobce kat. €.

BSA Sigma A-3803
Ficoll Amersham 17-1440-03
H,S0O, Aldrich 25,810-5
KCl Sigma P-4504
KH,PO, Merck 104873
mySsi sérum Oncogene NSO03L
NaCl Merck 106404
NaHCO; Aldrich 22,348-4
Na,HPO, Sigma S-0876
Nonidet P-40 Sigma N-6507
TMB Sigma T-8665
Tris Sigma T-1503
Tween-20 Sigma P-9416

Protildtky a standardy

anti-p21WAF1, WA-1 EXBIO 11-338-C100
anti-mouse IgG, konjug. s kienovou peroxidasou
Amersham NA 931

anti-p53, BP53-12, primarni  EXBIO11-114

anti-p53, BMG-1B1, sekundarni Roche 83830622
protein p21 WAF1 Santa Cruz Biotechnology sc-4078 WB
protein p53 Santa Cruz Biotechnology sc-4246
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a. Roztoky
Coating solution (250 ml)

NaHCO; 2,1g

pH 8,2

Pti uchovavani pfi 4°C méni roztok pH, proto je vhodné jej rozpipetovat po
2 ml a zmrazit pii -20 °C.

PBS (500 ml)

NacCl 40¢g
Na,HPO, 0,58 g
KH2P04 0,1 g
KCl 0,1g
pH 7,0
Skladovat pri 4°C.
PBS/Tween (500 ml)
Tween-20 0,25 ml
PBS 500 ml
Skladovat pri 4°C.
Blokovaci pufr (5% BSA v PBS) (20 ml)
BSA lg

PBS do 20 ml

Skladovat pri 4 °C, ne vSak déle nez 1 tyden.

Stop Solution
H,SOs  (98%) 2,68 ml
H,O 97,32 ml

Skladovat pri pokojové teplote.

Lyzacni roztok (100 ml)

Tris 0,24 g
NaCl 0,87 g
Nonidet P-40 1 ml
pH 8,0

Po rozpusteni pridat: inhib. proteaz (Roche, kat ¢. 1 836 153) I tableta/10 ml.
Skladovat pri -20 °C.

4. Pristroje a zarizeni

chladnicka (+4 °C)

mrazak (-70 °C)

automatické pipety jedno- a osmikanélové
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pH-metr Beckman

magnetické michadlo

chlazena centrifuga Jouan MR22

chlazena centrifuga Heraeus Megafuge 1.0R

spektrofotometr ,,Spectra Rainbow reader* Tecan, pro jeho ovladdani pouzit
osobni pocita¢ a program pro méfeni a vyhodnocovani mikrotitracnich desticek
KIMW (autor D. Kittrich)

5. Priprava vzorku krevni plazmy

Stanoveni se provadi v krevni plazmé, pfip. v lyzatech lymfocyt (postup pro
zpracovani lymfocytl je popsan v bod€ 7). Pii zpracovani krevni plazmy se
krev centrifuguje na centrifuze Jouan MR22 10 minut, 3 000 ot./min, teplota
20°C. Po ukonceni centrifugace je odebrana krevni plazma (horni faze) po 250 -
500 pl (v zavislosti na celkovém objemu krevni plazmy) do mikrozkumavek a
zamrazena pii -70 °C.

Pii praci s krvi, nebo s krevni plazmou je nutno dodrzovat zasady prace
s infekénimi materidly. Po ukonCeni prace se pouzité nastroje i pracovni plocha
dezinfikuji vhodnymi prostiedky.

6. Stanoveni obsahu proteinii v krevni plazmé

6. 1. Stanoveni obsahu proteinu p21™*"

6. 1. 1. Redéni standardu proteinu p21%*"

Standard p21WAF]1 (Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-4078 WB) je nutno
nafedit; nafedéné vzorky jsou dale pouzity pro konstrukci kalibracni kiivky.
Protein je dodavan v roztoku o koncentraci 100 ng/ul; po dodani je roztok
rozdélen do mikrozkumavek po 4 pl a zmrazen pii —20°C. Je nutno se
vyvarovat opakovanému rozmrazovani a zmrazovani roztoku.

ziskana koncentrace vychozi roztok (konc.) Coating solution

10 ng/ul 4 ul (100 ng/ul) 36 ul

1 ng/ul 40 pul (10 ng/ml) 360 pl
100 ng/ml 100 ul (1 ng/ul) 900 pl
50 ng/ml 300 ul (100 ng/ml) 300 pl
25 ng/ml 300 pl (50 ng/ml) 300 pl
12,5 ng/ml 300 pl (25 ng/ml) 300 pl
6,25 ng/ml 300 pl (12,5 ng/ml) 300 pl
1,25 ng/ml 200 pl (6,25 ng/ml) 800 ul
0,625 ng/ml 300 pl (1,25 ng/ml) 300 pl
0,063 ng/ml 100 ul (0,625 ng/ml) 400 pl
0 ng/ml - 300 pl
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Pro konstrukei kalibragni kiivky jsou pouZity roztoky proteinu p21V*"' o kon-
centraci 50 ng/ml a nizsi.

6. 1. 2. Detekce proteinu p21"**!

l.

Na mikrotitra¢ni destiC¢ku firmy Nunc (NN Immuno Module, Maxisorp F8
lot, kat. ¢. 468 667) napipetovat po 100 pl jednotlivych fedéni standardu
p21VAT " resp. analyzovanych vzorktl krevni plazmy; kazdy vzorek i
standard je analyzovan v duplikatech; na desticku pipetovat nejprve standard
(pocinaje nejvyssi koncentraci), pak vzorky plazmy; inkubovat desticku pii
4°C, ptes noc.

Nasledujici den vzorky odstranit, desticku 1x promyt roztokem PBS/Tween,
200 pl/jamku, ptidat po 200 pl blokovaciho pufru a inkubovat pii pokojové
teploté 2 hodiny (alternativné pti 4°C pfes noc).

. Odstranit blokovaci pufr a desticku promyt 2x roztokem PBS/Tween, 200

ul/jamku. Napipetovat primarni protilatku WA-1 fedénou v blokovacim
pufru, vzdy 100 ul roztoku/jamku; koncentrace primarni protilatky 4 pg/ml.
Inkubovat pfi pokojové teploté 2 hodiny.

Desticku 4x promyt roztokem PBS/Tween, 200 pl/jamku, napipetovat
sekundarni protilatku anti-mouse IgG konjugovanou s kienovou peroxidasou
fedénou v blokovacim pufru v poméru 1:500, vzdy 100 pl roztoku/jamku.
Inkubovat pii pokojovée teploté, 60 minut (alternativné 2 hodiny).

. Promyt desticku 7x roztokem PBS/Tween, 200 ul/jamku, zbyly roztok

dikladné odstranit poklepanim desticky o buniCinu, ptidat substrat TMB,
100 pl/jamku, inkubovat 30 minut pii pokojové teploté ve tme.

Reakci zastavit pfidanim Stop Solution, 100 ul/jamku, zméfit absorbanci na
spektrofotometru pti vinové délce A=450 nm (referencni filtr A=540 nm).

6. 2. Stanoveni obsahu proteinu p53

6. 2. 1. Redéni standardu proteinu p53

Protein p53 (Santa Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-4246) je nutno nafedit;
nafedéné vzorky jsou dale pouzity pro konstrukci kalibraéni kiivky. Protein je
dodavan v roztoku o koncentraci 1 pg/pl; po dodani je roztok uchovan pii
-20°C; roztok obsahuje 50% glycerolu, je tedy pii uvedené teploté v tekutém
stavu.
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ziskana koncentrace vychozi roztok (konc.) Blokovaci pufr
100 ng/ul 2 ul (1 pg/ul) 18 ul
10 ng/ul 20 ul (100 ng/ul) 180 ul
1 ng/pl 200 pl (10 ng/ml) 1800 pl
100 ng/ml 100 pl (1 ng/pl) 900 pl
10 ng/ml 100 pl (100 ng/ml) 900 pl
5 ng/ml 300 pl (10 ng/ml) 300 pl
2,5 ng/ml 300 pl (5 ng/ml) 300 pl
1,25 ng/ml 300 pl (2,5 ng/ml) 300 pl
0,625 ng/ml 300 pl (1,25 ng/ml) 300 pl
0,313 ng/ml 300 pl (0,625 ng/ml) 300 pl
0,157 ng/ml 300 ul (0,313 ng/ml) 300 pl
0 ng/ml - 300 pl

Pro konstrukci kalibra¢ni kiivky jsou pouzity roztoky proteinu p53 o kon-
centraci 10 ng/ml a nizsi.

6. 2. 2. Detekce proteinu p5S3

l.

Na mikrotitra¢ni desti¢ku firmy Nunc (NN Immuno Module, Maxisorp F8
lot, kat. ¢. 468 667) napipetovat primarni protildtku anti-p53 (BP53-12)
fedénou v Coating solution, vzdy 50 pl/jamku; koncentrace primarni
protilatky 4 pg/ml; pii 4°C, pies noc.

. Promyt desti¢ku 2x roztokem PBS/Tween, 200 pl/jamku, ptidat po 200 pl

blokovaciho pufru a inkubovat pii pokojové teploté 2 hodiny.

. Odstranit blokovaci pufr a desticku promyt 2x roztokem PBS/Tween, 200

ul/jamku; napipetovat po 100 ul jednotlivych fedéni standardu p53, resp.
analyzovanych vzorki krevni plazmy; kazdy vzorek i standard je analyzovan
v duplikatech; na desticku pipetovat nejprve standard (pocinaje nejvyssi
koncentraci), pak vzorky plazmy. Ke standardiim 1 ke vzorkiim plazmy je
nutno pied nanesenim na desticku ptidat mysi sérum (Oncogene, NSO3L)
tak, aby jeho vysledna koncentrace ve vzorku byla 1,5%. Inkubovat desticku
pii pokojové teploté 2 hodiny.

. Promyt desticku 4x roztokem PBS/Tween, 200 pl/jamku, napipetovat

sekundarni protilatku anti-p53 (BMG-1B1) konjugovanou s kienovou
peroxidasou fedénou v blokovacim pufru, koncentrace 200 mU/ml, vzdy 100
ul/jamku. Inkubovat pii pokojové teploté 1 hodinu.

. Promyt desticku 7x roztokem PBS/Tween, 200 ul/jamku, zbyly roztok

dikladné odstranit poklepanim desticky o buniCinu, pfidat substrat TMB,
100 pl/jamku, inkubovat 30 minut pii pokojové teploté ve tme.
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. Reakci zastavit pfidanim Stop Solution, 100 pl/jamku, zmétit absorbanci na
spektrofotometru pii vinové délce A=450 nm (referencni filtr A=540 nm).

. Stanoveni hladiny proteinu p53 v lyzatech lymfocyti
Izolace lymfocyti z pIné krve

Krev (min. 2 ml) nanést na Ficoll (Amersham, kat. ¢. 17-1440-03) (objem

krve a Ficollu by mél byt ptiblizné stejny) a centrifugovat 30 minut, 1600 ot.,

4°C, na centrifuze Heraeus Megafuge 1.0R, pfi zastavovani rotor nebrzdit.

. Do nové zkumavky odebrat lymfocyty, ptfidat 10 ml PBS (pH 7.0), jemn¢
promichat a centrifugovat 15 minut, 1400 ot., 4 °C.

. Odsat supernatant a lymfocyty znovu promyt podle podminek v bod¢ 2.

. Odsat supernatant, lymfocyty zamrazit pti —70 °C (pfip. mozno pokraCovat

v pripravé lyzatl bez pfedchoziho zmrazeni lymfocytit).

Priprava lyzati lymfocyta

. Lymfocyty rozmrazit, ptidat cca 100 ul lyzaéniho roztoku (LB) (v zéavislosti
na mnozstvi sedimentu), resuspendovat a inkubovat na ledu 30 minut.

. Centrifugovat 10 minut, 8000 ot., 4 °C.

. Odebrat supernatant, ptip. rozd¢lit na mensi alikvoty a zamrazit pti -70 °C.
Pouzit 4 ul lyzatu pro stanoveni obsahu celkovych proteini.

Stanoveni obsahu celkovych proteinii pomoci kitu Protein Assay Kit
(Sigma P5656)

. Naredit v destilované vod¢ zasobni roztok BSA (konc. 50 mg/ml) 50x. Ze
ziskaného roztoku pfipravit vzorky pro kalibra¢ni kiivku:

Albumin zas. roztok albuminu (50x H,O (ub)
(ng/ml) naredény) (ul)
10 1 99
25 2,5 97,5
50 5 95
100 10 90
150 15 85
200 20 80

. Pfipravit vzorky lyzath: natedit 4 pl lyzatu a 96 ul destilované vody, jako
blank pouzit 4 ul LB + 96 ul destilované vody.

. Ke vSem vzorkiim ptidat po 10 ul roztoku DOC, promichat, inkubovat 10
minut pti pokojové teploté.
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. Ke vzorkiim pfidat po 10 pl TCA, promichat, centrifugovat pii pokojové

teploté 10 minut, 7 000 ot.

Odsat supernatant, sediment resuspendovat ve 100 ul Lowry Reagent a 100
ul destilované vody. Dikladné promichat a inkubovat 20 minut pii pokojové
teploté.

. Ke vSem vzorkiim postupné piidavat po 50 ul Folin et al. Reagent, okamzit¢

po pfidani Cinidla promichat. Vzorky inkubovat 30 minut pii pokojové
teplot¢.

Zm¢tit absorbanci na spektrofotometru pii vinové délce 595 nm a vypocitat
obsah proteinti ve vzorcich.

Stanoveni proteinu p53 v lyzatech lymfocyti Elisou

Jedna se o modifikaci metoda popsané v bodé 6.2.2. Redéni standardu p53 je
provedeno podle popisu v bod¢ 6.2.1.

1.

Na mikrotitra¢ni desticku firmy Nunc (NN Immuno Module, Maxisorp F8
lot, kat. ¢. 468 667) napipetovat primarni protilatku anti-p53 (BP53-12)
fedénou v Coating solution, vzdy 50 pl/jamku; koncentrace primarni
protilatky 4 pg/ml; inkubovat pti 4 °C, ptes noc.

. Promyt desticku 2x roztokem PBS/Tween, 200 pl/jamku, ptidat po 200 pl

blokovaciho pufru (5% BSA v PBS) a inkubovat pii pokojové teploté 2
hodiny.

. Natedit standard p53 (Santa Cruz Biotechnology, kat. €. sc-4246) a lyzaty

lymfocyti v blokovacim pufru (obsah celkovych proteini v lyzatech
lymfocyta v jedné jamce musi byt 50 pg).

. Odstranit blokovaci pufr a desti¢ku promyt 2x roztokem PBS/Tween, 200

ul/jamku; napipetovat po 100 pl jednotlivych fedéni standardu p53, resp.
analyzovanych vzorkli lyzath lymfocyt; kazdy wvzorek i1 standard je
analyzovan v duplikatech; na desticku pipetovat nejprve standard (pocinaje
nejvyssi koncentraci), pak lyzaty lymfocytd; inkubovat desticku pii pokojové
teploté 3 hodiny.

. Promyt desticku 4x roztokem PBS/Tween, 200 pl/jamku, napipetovat

sekundarni protilatku anti-p53 (BMG-1B1) konjugovanou s kienovou
peroxidasou fedénou v blokovacim pufru, koncentrace 200 mU/ml, vzdy 100
ul/jamku. Inkubovat pti pokojové teploté 1 hodinu.

. Promyt desticku 7x roztokem PBS/Tween, 200 uljjamku, zbyly roztok

dikladné odstranit poklepanim desti¢ky o bunic¢inu, ptidat substrat TMB, 100
ul/jamku, inkubovat 90 minut pti pokojové teploté ve tmé.

. Reakci zastavit pfidanim Stop Solution, 100 pl/jamku, zméfit absorbanci na

spektrofotometru pii vinoveé délce A=450 nm (referenéni filtr A=540 nm) a
s vyuzitim kalibra¢ni kiivky spocitat obsah p53 ve vzorcich lyzat lymfocytu.
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8. Vvyhodnoceni vysledku

Po zastaveni enzymatické reakce roztokem kyseliny sirové (Stop Solution)
proteinu p21™*F', nebo p53 ve vzorku. Absorbance vzorkll se mé&fi pomoci
spektrofotometru ,,Spectra Rainbow reader* firmy Tecan, ktery je urfen pro
hodnoceni mikrotitracnich desti¢ek. Nastaveni pfistroje i jeho ovladani je
zajisténo pomoci osobniho pocitace pripojeného ke spektrofotometru, a
programu KIMW (autor D. Kittrich, dodavatel softwaru firma Schoeller Pharma
Praha). Priistroj vypiSe absorbance vzorkd v jednotlivych jamkéch na
mikrotitraéni desticce a na zdkladé¢ zadanych parametri nakresli kalibracni
kiivku, kterou prolozi regresni ptimku, vypocte jeji rovnici a s jejim vyuzitim i
obsah proteinu p21VA"" a p53 ve vzorcich krevni plazmy. Vystup vysledka je
zajistén na jehlickovou tiskarnu.

Pro usnadnéni archivace vysledkli jsou ziskané hodnoty absorbanci
exportovany do tabulkového editoru Microsoft Excell, v némz jsou zpracovany
analogickym zpiisobem. Hodnoty absorbanci duplikati jednotlivych vzorkh
jsou zpriiméerovany, body tvofici kalibracni kiivku jsou zaneseny do grafu, jimi
je prolozena regresni piimka, vypoditana jeji rovnice a koeficient R?, ktery
udava presnost vypoctu regresni pifimky (¢im vice se jeho hodnota blizi ,,1, tim
je regresni piimka presnéj$i). Na zaklad€ rovnice regresni ptimky a s vyuZzitim
hodnot priméru absorbanci vzorki je vypodten obsah proteinu p21V*"", nebo
p53 ve vzorcich. Obsah proteini je v uveden v ng/ml krevni plazmy.
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9. Prilohy

9. 1. Stanoveni proteinu p21"*"" - kalibraé¢ni kiivka

Ptiklad kalibra¢ni kiivky ziskané pomoci standardu p2

WAF1
1

(Santa Cruz

Biotechnology, kat. €. sc-4078 WB); prolozeni regresni piimky; zpracovdno v
programu Microsoft Excell.

absorbance

1,800 -
1,600 -
1,400 -
1,200 -
1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 -

0,000

-0,200 -

y =0,0305x - 0,0006

R>=0,9961

10

20

30

WAF1

p21/ (ng/ml)

40

50

60
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9. 2. Stanoveni proteinu p53 - kalibra¢ni krivka

Ptiklad kalibracni kiivky ziskané pomoci standardu p53 (Santa Cruz
Biotechnology, kat. €. sc-4246); zpracovano v programu Microsoft Excell.

1,600 -

1,400 - y=0,1293x +0,059
2_

1200 | R®=0,9993

absorbance

p53 (ng/ml)
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1. Princip stanoveni

Ke stanoveni koncentrace kotininu v moc¢i nebo krevni plazmé se pouziva
komeréni radioimunologicky kit, ktery je zaloZzen na kompetici mezi
radioaktivné znaCenym a nezna¢enym kotininem pii tvorbé vazby s omezenym
mnozstvim specifickych vazebnych mist protilatky.

Pti vlastnim stanoveni se ke standardu (vzorku) zfedéného pufrem ptida kotinin
znacCeny tritiem a antikotininova protilatka. Po inkubaci se prida krali¢i sérum a
antikrali¢i imunoglobulin. Po inkubaci ptes noc pii 4°C se vznikla sraZenina
odstiedi a rozpusti v 0,1M NaOH. Po pfidani scintilacni kapaliny se meéfi
aktivita komplexu kotinin-protilatka scintilaénim pocitacem. Pro kazdy
analyzovany set vzorki se prométuje nova kalibra¢ni kiivka.

Ke stanoveni nespecifické vazby se analyzuje vzorek obsahujici normalni
krali¢i sérum misto antikotininové protilatky.

Ptfidany pufr minimalizuje nespecifické vazby, vznikajici v zavislosti na pH a
iontov¢ sile vzorkli moc¢e nebo plazmy.

Koncentrace kotininu v plazm¢ se vyjadiuje v ng kotininu/ml plazmy. Pro
stanoveni kotininu v moci je nutné vypocitanou hodnotu koncentrace kotininu
normovat na koncentraci kreatininu v témze vzorku. Hodnoty se pak vyjadiuji
v ng/mg kreatininu.

Za limitni hodnotu stanovené koncentrace uvedenou metodou se povazuje
nejnizsi bod kalibraéni kiivky tj. 50 pg kotininu v 0,1ml vzorku.

2. Pouzivané pristroje a vybaveni

4ml PE zkumavky s vickem
automatické pipety a ddvkovace
chladova mistnost

temperovana vodni lazeti pro 37°C
vortex MS1, Schoeller Pharma
pH-metr, Beckman
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chlazend centrifuga Jouan MR22
scintila¢ni pocita¢ - LS counter, Wallac ( Pharmacia )
davkovac scintila¢niho koktejlu

3. Odbér a uchovavani vzorku

Plazma

Thned po odbéru se heparizovana krev odstfedi v chlazené centrifuze (1000g 10
min.). Potom se z vrchni Casti pipetou odebere plazma (minimaln¢ 200 pl).

Moé

Pro stanoveni koncentrace kotininu je nejvhodnéjsi ranni mo¢ (minimalné 200
ul), protoze polocas rozkladu kotininu je 19 hodin.

Thned po odbéru se vzorky plazmy nebo moce zamrazi pii -20°C. V pfipadé, Ze
se analyzy nebudou provadét do 1 tydne po odbéru, skladuji se pii -80°C.

4. Priprava vzorku

Analyzované vzorky se po rozmrazeni zvortexuji a nasledné kratce odstiedi. Pro
vlastni stanoveni se vzorky nafedi v 1,5 ml ependorfkich podle dotaznikovych
dat o koufeni:

vzorky moce:

fedéni 10x 100 pl vzorku + 900 ul H,O vSechny vz. - 0 cigaret/den

fedéni 50x 20 wl vzorku + 980 ul H,O 1-2 cigarety/den

fedéni 100x 10 ul vzorku + 990 ul H,O 3-5 cigaret/den

fedéni 200x 5 pl vzorku + 995 ul H,O 5-7 cigaret/den

fedéni 300x 5 ul vzorku + 1495 ul H,O 10 cigaret/den

fedéni 400x 5 pl analytu + 1995 ul H,O 15 cigaret/den

fedéni 500x 5 pl analytu + 2495 ul H,O 15 a vice cigaret/den
vzorky krevni plazmy:

fedéni 10x 100 pl vzorku + 900 ul H,O <10 cigaret/den

fedéni 50x 20 pl vzorku + 980 ul H,O >10 cigaret/den

Vsechny vzorky se analyzuji v duplikatech. Idealni pocet vzorki je 30 - 38.

158



5. Pouzita ¢inidla a chemikalie

Isogel - Tris pufr - 250 ml:
(0,14M NaCl, 0,01M Tris-HCI, 0,1% Zelatina, pH=7,4)

2,03 ¢g NaCl
0,305 ¢ . Tris
0,25¢g Zelatiny

Nejdiive rozpustit zelatinu v destilované vodé¢. Pro rychlejsi rozpousténi je
vhodné roztok zahtivat (50°C). Pfidat NaCl a Tris a upravit pH roztoku pomoci
6M HCI na hodnotu 7,4 a doplnit do 250 ml.

Uchovéava se pii 4°C a ptipravuje se Cerstvy kazdy tyden.

0,IM NaOH
400mg NaOH / 100 ml H,O

Rozpustit ve 100 ml destilované vody.
Skladuje se pfi laboratorni teploté.

Scintilacni kapalina

SIGMA-FLUOR - High Performance LSC Cocktail pro vodné roztoky Sigma
S-4023

Komercéni kit (Brandeis University, Walthan, Massachusetts USA)

Uchovava se piti -80°C.

Pro opakovana stanoveni se uchovavaji rozpipetované alikvoéty, které se pred
stanovenim nafedi podle Sarze dodavanych kitl, pro nyni uzivany kit
nasledujicim zpiisobem:

*H Cotinine (1,1 x 10° cpm/ml) ziedit 20x, tj.:
3500 ul doplnit do 10 ml Isogel-Tris pufrem

Normal Rabbit Serum (NRS) — neredéné ziedit 25x, tj.:
400ul doplnit do 10ml Isogel-Tris pufrem

Normal Rabbit Serum - 10x naredéné ziedit 200x, tj.:
10ul + 2ml Isogel-Tris pufru

Ra.113 D-(14-23) Anti-Cotinin-CDI-Thyroglobulin - 10x ziedény
ziedit 200x.,t.
50ul doplnit do 10ml Isogel-Tris pufrem

Goat "Minnie" Anti-Rabbit-Gamma-globulins zfedit 4x, tj.:
2,5ml doplnit do 10ml Isogel-Tris pufrem
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Cotinine STD 50 pg/ml - zakladni roztok
500ul doplnit do Sml Isogel-Tris pufrem a ptipravit kalibra¢ni standardy

6. Priprava kalibrac¢nich standardu

(Isogel-Tris pufr nechat vytemperovat pti laboratorni teplot¢)

roztok A:
10pl Cotinine STD- 50ug/ml (viz.kap.5 ) STD  vysl. konc. # pg/0,1 ml

roztok B:
10pl roztoku A + Sml Isogel-Tris pufru ( 100ng/ml ) vzorku

roztok C:

250ul roztoku B + 250l Isogel-Tris pufru  (50ng/ml) S7 5000 pg
roztok D:

200ul roztoku C + 300l Isogel-Tris pufru  (20ng/ml) S6 2000 pg
roztok E:

200 roztoku D + 200pul Isogel-Tris pufru  (10ng/ml) S§ 1000 pg
roztok F:

50l roztoku C + 450ul Isogel-Tris pufru ~ (Sng/ml) S4 500 pg
roztok G:

200ul roztoku F + 300ul Isogel-Tris pufru  (2ng/ml) S3 200 pg
roztok H:

200 roztoku G + 200pul Isogel-Tris pufru  (Ing/ml) S2 100 pg

roztok I:
50l roztoku F + 450l Isogel-Tris pufru (0,5ng/ml) S1 50 pg

7. Podrobnv postup

1. Pfipravi se duplikaty zkumavek (4ml s vickem), které se oznac¢i T, NSB, BO,
S1-S7 a déle &isly vzorkd. Do vSech zkumavek (kromé T) se napipetuje
(davkovacem) 500ul Isogel-Tris pufru.

2. Do zkumavky NSB a B0 se ptida 100ul Isogel-Tris pufru.

Do zkumavek S1-S7 se napipetuji piipravené standardy kotininu (100pul).
Do dalSich zkumavek 1,2,3, se napipetuji ptisluSné natedéné vzorky (100ul).

3. Do vSech zkumavek se ptida 100ul ztedéného 3H-Cotinine (10x). Zkumavku

T uloZzime do lednicky, protoZze uz s ni nebudeme dale pracovat. Do

160



zkumavky NSB se piida 100ul zifedéného (2000x) NRS a do ostatnich
zkumavek 100ul zfedéného (2000x) Anti-Cotininu.

4. Vsechny zkumavky se zvortexuji a kratce odstfedi a nechaji se inkubovat ve
vodni lazni pfti teploté 37°C, 60min.

5. Po ukonceni inkubace se ke kazdé zkumavce ptida 100ul ziedéného (25x)
NRS a 100ul ztedéného (4x) Goat“Minnie‘“Anti-Rabbit-Gamma-globulins.
Vsechny zkumavky se zvortexuji a kratce odstfedi a nechaji se pies noc
inkubovat pii 40°C .

Celkovy objem v kazdé zkumavce (kromé T) je 1 ml.

6. Nasledujici den se vSechny zkumavky (kromé T) zcentrifuguji 45min.,
3000g, 40°C. Vodni vyvévou se odsaje supernatant a srazenina se rozpusti ve
100ul 0,1M NaOH.

7. VSechny zkumavky se zvortexuji a kratce odstfedi a pfenesou se do
radioizotopové laboratote, kde se do vSech zkumavek (i T) piida 2,5 ml
scintilacni kapaliny, dobife se uzaviou, vlozi do scintilatnich lahvi¢ek a
zm¢ri se aktivita na scintilacnim pocitaci.

8. Pro méfeni se pouziva program LSC 06 Cotinine 3H - bez tisku. Vysledky
jsou zaznamenavany na vlozenou disketu a dale zpracovany v programu
Excel.

Likvidace vzniklého odpadu podléha zvlaStnim predpisim pro

radioizotopové laboratore.

8. Vvpocet vysledku

K vypoctu hodnot koncentrace kotininu ve vzorcich se pouziva pocitatovy
program MICROSOFT EXCEL 97. Namétené¢ hodnoty cpm ze scintilacniho
pocitace se prenesou do tabulky tohoto programu.

Pomoci funkce =LOGLINREGRESE(H11:22;G11:G22;PRAVDA;PRAVDA) a
standardi S1-S6 se urci rovnice piimky y=B*M~B/BO) (kde y = hledani
koncentrace sledovaného vzorku). V programu jsou vypocitany koeficienty M a
B pomoci nichz je urcena hodnota koncentrace kotininu v méfenych vzorcich
v ng/ml - sloupec I.

Pro kazdy vzorek je nutné doplnit hodnotu fedéni — sloupec B. Pfi méfeni
koncentrace ve vzorcich moce je nutno doplnit hodnotu kreatininu v mg/l —
sloupec J a vyslednd koncentrace kotininu je pak uvadéna jako pomér
koncentrace kotininu a kreatininu — sloupec K (ng kotininu /mg kreatininu).

Hodnota T (total) slouzi ke kontrole celkového mnozZstvi aktivity a méla by byt
pfiblizné€ rovna 15 000cpm.

Sloupec F (X-NSB) = hodnota naméfenych cpm - hodnota nespecifické vazby
NSB.

Sloupec G (B/BO) = hodnota X-NSB/BO x 100 = pomérné hodnoty B/BO v %.
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Omezeni

V ptipadé, Ze interval rozdilu aktivit dvou stanoveni téhoz vzorku je vétsi nez
20%, je nutné stanoveni dané¢ho vzorku opakovat. Pro kalibra¢ni standardy tento
interval nesmi byt vétsi nez 10%.

KdyZ je hodnota poméru B/BO u vzorku mens$i nez hodnota poméru B/B0
standardu S6 (2000pg/0,1ml), je nutné stanoveni v dalsi sad¢ opakovat s vétSim
fedénim vzorku.

KdyZz je hodnota poméru B/BO u vzorku vétsi nez hodnota poméru B/B0
standardu S3 (200pg/0,1ml) a bylo-li jiz provedeno fedéni vzorku, je nutné
stanoveni v dal$i sad¢ opakovat s niz§im fedénim vzorku.

Z poméra B/BO kalibra¢nich standardd S1 - S6 (S7 se nezahrnuje) a
odpovidajicich koncentraci kotininu (50 - 2000 pg/0,1ml) miZeme sestrojit graf
v logaritmickém méfitku - InY=m*x + b, kde osa Y=In koncentrace kotininu,
osa X=pomé&r B/BO.
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1. Princip postupu

Analyticky postup vyuzivad k separaci a kvantifikaci hladin vitamini A a E
v krevni plazmé nebo séru vysokoucinné kapalinové chromatografie na kolonach
s reverzni fazi pfi isokratickych podminkach a metanolem jako mobilni fazi.

2. Chemikalie a rozpoustédla

Rozpoustédla
n-heptan,metanol,ethanol -gradient grade for chromatography, Merck, Germany

Interni standard Vitamin A acetate research grade (retinol acetate), Serva
Feinbiochemica GmbH, Germany

Etanolovy roztok vnitiniho standardu retinol acetdtu o koncentraci v rozmezi 3-
5 upg/ml. Pfipravujeme navdzenim piesného mnozstvi 3-5 mg standardu do
eppendortky, ktery rozpustime v 1 ml etanolu (zdsobni roztok). Z tohoto
zasobniho roztoku pfipravujeme srazeci etanolovy roztok s vnitinim standardem o
vysledné koncentraci 3-5 pg/ml retinol acetatu (pipetujeme 100 pl do 100 ml
etanolu). SraZeci etanolovy roztok vnitiniho standardu pfipravujeme Cerstvy pied
zpracovanim vzorkl a pouzivame nejdéle 1 tyden. Jeho koncentraci a stabilitu
stanovujeme na HPLC vzdy pted pouzitim daného roztoku.

Externi standardy
Vitamin A alcohol cryst. research grade, Serva Feinbiochemica GmbH, Germany
DL-alpha-Tocopherol research grade, Serva Feinbiochemica GmbH, Germany

3. Pristroje a zarizeni

laboratorni odstiedivka typ Megafuge 1.OR Heraeus Instruments, Germany
laboratorni odstiedivka typ Speedfuge HSC 10 K Savant, USA
Minishaker IKA,typ MS 1, Germany
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vakuovy rotacni odpatovac (Savant, USA nebo Jouan, Francie)
bézné laboratorni pipety a mikropipety

sklenéné konické vialky, objem 1,1 ml

septa PTFE / Silicone o priméru 8§ mm

HPLC zarizeni:

HPLC- chromatograf firmy Beckman (USA) se softwarem System Gold
Nouveau.

Chromatograf se sklada z nésledujicich ¢asti:

programovatelna pumpa 125 S Solvent Module

programovatelny detektor Module 166 (detekce UV/VIS)

system Gold 507¢ Autosampler

osobni pocita¢

4. Pozadavky na odbér a uchovani vzorku

Odbér krve provadi Skoleny zdravotni personal. Krev je odebrana v takovém
mnozstvi, abychom po odsttedéni (cca 3000 ota¢ek/min. po dobu 5 minut) ziskali
cca 1 ml krevni plazmy - to znamena minimaln€ 2 ml krve. Krev je jimana do
heparinizovanych zkumavek, takZe po jejim odstfedéni ziskame plazmu. Tuto
plazmu uchovavame v mrazicim boxu nejlépe pii teploté -70°C.

5. Priprava vzorku

Vitaminy A a E jsou na svétle nestalé. Dochazi k jejich postupnému rozkladu, coz
podmiiiuje i nasledné zachazeni se vzorky. Nikdy nenechdvat v laboratoii na
primém svétle.

Plazmatické bilkoviny se vysrazZi etanolem s pfidavkem vnitiniho standardu pro
kontrolu Uc¢innosti nasledné extrakce, kterd je provaddéna n-heptanem. Organicky
extrakt vzorku se zkoncentruje odpaienim dosucha a znovu rozpusténim v etano-
lu pro nastiik na chromatografickou kolonu.

6. HPL.C analvza

Chromatografické podminky:

Isokratické, s metanolem jako mobilni fazi 5
Analyticka kolona: SEPARON SGX C 18 (250x4,6 mm,7 um), Tessek, CR
Detekce:

a-tocopherol 292 nm
retinol a retinol acetat 315 nm
Prutokova rychlost 1,0 ml/min.
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Retencni Casy za vySe uvedenych podminek:

retinol 3,5 min.
retinol acetat 4,4 min.
a-tocopherol 6,8 min.
Postup:

Do eppendorfek objemu 2,2 ml napipetujeme 0,4 ml vzorku krevni plazmy.
Pridame 0,4 ml etanolového roztoku vnitiniho standardu retinol acetatu o znamé
koncentraci (viz vySe uvedené) a vzorek ihned kratce zvortexujeme (mame-li sadu
napt. 10 vzorki,zvortexujeme kazdy vzorek ihned po piidani, abychom
minimalizovali sorbci vitamin na srazeninu). Nasledné ptidame ke kazdému
vzorku 0,4 ml n-heptanu k extrakci, intenzivn¢ vortexujeme po dobu 1 minuty a
odstiedime (cca 5 000 otd¢ek za minutu po dobu 5 minut). Po odstfedéni
odebereme z kazdého vzorku 350 pl horni organické faze (heptanové) do Cistych
sklenénych vialek a odpafime pii normalni teplot¢ do sucha ve vakuovém
rotatnim odpaiovaci. Odparek rozpustime v 50 pl ethanolu za intenzivniho
vortexovani a vzorky nasledné kratce (1 minutu) zcentrifugujeme (kvuli separaci
nerozpustnych rezidui, ktera by mohla ucpavat kolonu). Vzorek je pak ptipraven
k nastfiku na chromatografickou kolonu. Néstiik na kolonu ( 20 ul ) provadi
autosampler.

V této fazi ptipravy vzorku dochdzi k 7nasobnému zkoncentrovani vzorku (z 350
ul na 50 pl). Toto je nutno vzit v tivahu pro vypocet koncentrace analytu.

7. Kalibrace postupu

Pro kvantitativni vyhodnoceni hladin vitamini A a E se provadi kalibrace
pouzivaného HPLC systému nastfikem ptesné piipravenych roztokil standardii za
vyuziti softwaru firmy Beckman Instruments, Inc. Roztoky standard(i pro
kalibraci se pfipravuji vzdy Cerstvé.

Kalibrace se provadi v tomto rozsahu koncentraci standardu:

Vitamin A (retinol) 0,25ug/ml - 10 pg/ml
Vitamin E (a-tocopherol) 2,5ug/ml - 200 pg/ml
Retinol acetét (interni standard)  0,5pg/ml - 50 pg/ml

Kalibracni kiivky a jejich statistické vyhodnoceni jsou uvedeny v pftiloze.
Zavislost ploch pikii na koncentraci v rozmezich vySe uvedenych je linearni.
Kalibraci je nutné provadet v celém rozsahu vzdy po aplikaci nové kolony nebo
jakékoliv zméné chromatografickych podminek.V pribéhu analyz pak staci
jednobodové kontrola kalibraénich kiivek.
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8. Vvpocet vvsledku

Koncentraci analytu vypocitime pomoci software Gold Nouveau, ktery
zintegrovan¢ plochy pikii pfepocitd na koncentrace podle zadané kalibracni
kiivky. Pokud dojde k posunu retencnich Castl, je tieba tyto zmény korigovat.
Vysledky analyz jsou piepocteny na ucinnost extrakce, ktera je stanovena pomoci
vnitiniho standardu retinol acetatu.

V piiloze je uveden chromatogram analyzy lidské plazmy ziskané odstfedénim
heparinizované periferni krve (3000 oti¢ek za minutu po dobu 5 minut pii
normalni teploté), softwarem vypoctena vySka a plocha pik. Koncentrace
vitaminu A a E v pg/ml je vypoctena na zaklad¢ ploch pfislusnych pika a je
vynasobena faktorem, ktery koriguje u€innost extraktu do heptanu.

9. Validace postupu

a) Specificnost (Specificity)
Metoda je specifickd pro retinol 1 pro a-tocopherol.

b) Linearita (Linearity)
Kalibra¢ni kiivka pro uvedeny rozsah koncentraci je linearni.

¢) Mez detekce (Limit of detection LOD)

Je stanovena opakovanou analyzou (10 krat) alikvotniho podilu slepého pokusu.
Je to takova koncentrace analytu, jehoz odezva je ekvivalentni primérné odezvé
slepého pokusu plus trojnasobek odhadu smérodatné odchylky.

Vitamin A LOD =0,00944 pg/ml
Vitamin E LOD =0,01009 pg/ml
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Vypo¢éty uvedenych hodnot:

Vitamin A
&islo X1 (ug /ml) (x1—x).10 | (xrx)-10°
méfeni :
1 -0,0013 -1,11 1,23
2 -0,0006 -0,41 0,17
3 -0,0013 -1,11 1,23
4 0,0019 2,09 4,37
5 -0,0028 -2,61 6,81
6 -0,0010 -0,81 0,66
7 0,0026 2,79 7,78
8 -0,0009 -0,71 0,50
9 -0,0051 -4,91 24,11
10 0,0066 6,79 46,10
2 =92,96.10°
x =-0,00019 pg/ml
3 (x; -X)*
smérodatnd odchylka sigma =
n-1
kden=10
sigma: 3,21.10° pug/ml 3 x sigma = 9,63.10” pg/ml
LOD =9,44.10” pg/ml
Vitamin E
&islo xi(ug/ml) | (x—x).107 | (xrx)%10°
méfeni
1 0 1,19 1,42
2 0 1,19 1,42
3 0 1,19 1,42
4 0 1,19 1,42
5 0 1,19 1,42
6 0 1,19 1,42
7 -0,0119 -10,71 114,70
8 0 1,19 1,42
9 0 1,19 1,42
10 0 1,19 1,42
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¥=127,48.10°
x =-0,00119 pg/ml
n=10

smérodatna odchylka sigma: 3,76.10” pg/ml 3 x sigma = 11,28.10” pg/ml
LOD = 1,009.10" ug/ml
d) Mez stanovitelnosti (Limit of quantitation LOQ)

Je nejnizsi koncentrace analytu,jez mlze byt stanovena s pfijatelnym stupném
spravnosti a presnosti.V piipadé HPLC metody stanoveni hladin vitamind A a E

[ RVAA4

Vitamin A LOQ = 0,25 pg/ml
Vitamin E LOQ =2,50 pg/ml
Retinol acetat LOQ = 0,50 pg/ml

e) Spravnost metody (Accuracy)

Lze ji ov¢tit analyzovanim referenéniho materidlu. Tuto analyzu provadime
formou kruhového testu, jehoz se Laboratoi genetické ekotoxikologie ucastni
dvakrat ro€né. Organizatorem a garantem kruhovych testi je INSTAND e.V.
(Institut pro standardizaci a dokumentaci v lékatské laboratori) v Diisseldorfu,
SRN. INSTAND Laboratoii genetické ekotoxikologie ozndmi spravné hodnoty
koncentraci daného analytu spolu s vyhodnocenim analyzy LGE (relativni chyba).
Pokud laboratof splni kritéria INSTANDU, obdrzi certifikat platny pro stanoveni
daného analytu. Tento certifikat je k dizposici u pracovnika povéieného
stanovenim vitaminu A a E. Uvedeny certifikat plati po dobu jednoho roku.

f) Presnost metody (Precision)

Je uvedena ve formé variacéniho koeficientu VK (coefficient of variation nebo
relative standard deviation):

100 = (xi-x)°

VK = : -n>6
X n-1
Xj koncentrace analytu pro dan¢ méfeni (ug/ml)
X aritmeticky primér naméfenych hodnot(pg/ml)
n pocet méfeni
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V Piiloze III je uvedena tabulka hodnot koncentraci vitaminu A a E pro vypocet
varia¢niho koeficientu.Varia¢ni koeficient byl vypocten z vysledkit 10 vzajemné
nezavislych analyz vitaminu A a E v lidské krevni plazm¢.

VK pro vitamin A €ini 8,2%, pro vitamin E 4,4%.

Opakovatelnost metody (Repeatability):
Pribézné kontrolujeme analyzou poolového vzorku krevni plazmy.

10. Seznam nebezpecénvch latek

Vitamin A alcohol je oznacen v katalogu firmy Serva jako latka stfedné€ jedovata.
Metanol je latka jedovaté a hoflavina.

VITAMIN A

Tabulka hodnot pro vypocet variacniho koeficientu VK

C. méfeni x; (ug/ml) X - X (xi- X)°
1 0,9978 +0,1667 0,02778
2 0,8013 -0,0298 0,00088
3 0,8515 +0,0204 0,00041
4 0,7566 -0,0745 0,00555
5 0,7568 -0,0743 0,00552
6 0,8654 +0,0343 0,00117
7 0,8262 -0,0049 0,000024
8 0,8371 +0,0060 0,000036
9 0,8001 -0,0310 0,00096
10 0,8184 -0,0127 0,00016

>=0,04249

x=0,8311 pg/ml
VK =8,2%
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VITAMIN E

Tabulka hodnot pro vypocet variacniho koeficientu VK

C. méfeni X; (ug/ml) Xi - X (xi- X)°
1 10,2997 -0,4735 0,22420
2 10,2984 -0,4748 0,22543
3 11,5535 +0,7803 0,60886
4 10,4794 -0,2938 0,08631
5 10,2513 -0,5219 0,27238
6 11,2037 +0,4305 0,18533
7 10,7136 -0,0596 0,00355
8 11,4588 +0,6856 0,47005
9 10,7537 -0,0195 0,00038
10 10,7202 -0,0530 0,00281

>=2,0793

x = 10,7732 pg/ml
VK =44%
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STANDARDNI OPERACNI POSTUP

18. Stanoveni vitaminu C v krevni plazmé

Zpracoval: Ing. Zdenka Stavkova
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1. Princip postupu

Analyticky postup vyuZiva k separaci a kvantifikaci vitaminu C (kyseliny
askorbové) v krevni plazmé vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
(HPLC) na kolon¢ s reverzni fazi.

2. Chemikalie a rozpoustédla

voda redestilovana pro HPLC

dihydrofosfore¢nan draselny KH,PO, pro analysi (Merck Germany)

kyselina metafosfore¢na (HPO;) , pro analysi (Merck Germany)

standard pro kalibra¢ni kiivku: L - Ascorbic acid cryst. research grade, Cs HgOg .
Boehringer Ingelheim (Germany)

3. Pristroje a zarizeni

laboratorni odstfedivka typ Jouan MR 22 (Francie)

minishaker IKA, typ MS 1 (Germany)

piesné laboratorni pipety a mikropipety

kolona Tessek Separon SGX C 18 Steel 4 x 250 mm, velikost ¢astic 5 um
membranové filtry Millex - HN, katalogové ¢islo SLHN RO4 NL, nylonova
membrana o velikosti port 0.45 um

injek¢ni sttikacky plastové

sklenéné vialky 1.1 ml s kdnickym dnem a se Sroubovacimi uzavéry z plastu
septa o priméru 8§ mm, material silikon / PTFE

HPLC zarizeni:

HPLC - chromatograf firmy Beckman (USA) se softwarem System Gold
Nouveau

chromatograf se sklada z nasledujicich Casti:

programovatelnd pumpa Module 116, programovatelny detektor Module 166
(detekce UV / VIS), autosampler 507¢

osobni pocitag, tiskarna
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4. Pozadavky na odbér a uchovavani vzorku

Krev je odebirdna do vacutainerii s heparinem, takze po jejim odstfedéni
ziskame plazmu. V cerstvé plazmé jsem neidentifikovala kyselinu dehydro-
askorbovou, coz je oxidovana forma kyseliny askorbové.

Vzhledem k vysoké citlivosti vitaminu C na teplotu a oxida¢ni ¢inidla se
snazime omezit ztraty vitaminu C tim, ze krev odstfed’'ujeme v chlazené
odstiedivce a plazmu skladujeme v lednici. Nasledné oSetieni plazmy pomoci
kyseliny metafosfore¢né provedeme nejpozdéji do 2 hodin.

5. Priprava vzorku

0.4 ml krevni plazmy napipetujeme do plastovych 4 ml zkumavek. Dale
pipetujeme piesné 2 ml 6% kyseliny metafosforecné MPA, zkumavku uzavieme
vickem a dukladné zvortexujeme. Pfesnost pipetovani je velmi dilezita, nebot
dochézi k fedéni vzorku 6 x, coz se dale promita do vypoctu obsahu vitaminu C
v plazmé. Kyselina metafosforecnd srazi bilkoviny. Kyselé prostfedi chrani
kyseliny askorbovou pted oxidaci. Takto oSetfenou plazmu skladujeme v mra-
zicim boxu (- 20°C piipadné i nizsi teplota) do dne méfeni na HPLC (nejdéle
1 tyden).

6. HPLC analvza

Chromatografické podminky:

[zokraticky systém s mobilni fazi dihydrofosforenanem draselnym

KH, POy : 3.7 mmol/l pH =4.0

Analytickd kolona: Tessek Separon SGX C 18, Steel 4 x 250 mm, velikost
castic 5 um

pratokova rychlost 0.5 ml/min.

nastiik 20 pl

Detekce:

214 nm je absorp¢ni maximum kyseliny dehydroaskorbové
245 nm je absorp¢ni maximum kyseliny askorbové
Retencni Cas za vySe uvedenych podminek: cca 7 minut

Pracovni postup:

Zkumavky 4 ml, které obsahuji 0.4 ml srazené plazmy a 2 ml MPA 6%,
nechame Setrné rozmrazit. Tyto zkumavky odstfedime v odstfedivce Jouan MR
22 (5000 rpm, 10 minut, 10°C). Poté odpipetujeme do plastovych ependorfek
s vickem (2.2 ml) asi 1 ml supernatantu a znovu odstiedime, tentokrat pfi
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vysSich otacékach (15000 rpm, 5 minut, 10°C). Takto ziskany supernatant se
zfiltruje pfes nylonovy membranovy filtr s velikosti porti 0.45 pm (Millex HN).
Filtr nasadime na koncovku plastové injekéni stfikacky. Vzorek takto
pievedeme do sklenéné vialky. Vialky uzavieme plastovym Sroubovacim
vickem opatfenym septem (material silikon/PTFE) a vlozime do autosampleru
chlazeného na 5°C, nastiik do smy¢ky je 20 ul vzorku. Vzorek je zfedény 6 x,
proto namétfenou hodnotu vynasobime 6.

7. Kalibrace

Kalibracni kiivku stanovime pomoci softwaru System Gold Nouveau. Zavislost
ploch pikli na koncentraci vitaminu C je v uvedeném rozsahu 2.5 pg/ ml az
50 pg/ ml linearni.

Standardni roztoky pro kalibracni kiivku pfipravujeme vzdy cCerstvé. Kyselinu
askorbovou rozpousStime v 6% MPA. Kalibraci je nutno provadét v celém
rozsahu vzdy pfi pouziti nové kolony nebo pii jakékoliv zméné
chromatografickych podminek. V pribéhu analyzy pak sta¢i jednobodova
kontrola kalibra¢ni kiivky. Kontrolni vzorky navazujeme vzdy Cerstvé !

8. Validace postupu

a) Specifi¢nost (Specifity)
Metoda je specificka pro kyselinu askorbovou.

b) Linearita (Linearity)
Kalibracni kiivka pro uvedeny rozsah koncentraci je linearni.

¢) Mez detekce (Limit of detection LOD)

Je stanovena opakovanou analyzou (10 x) alikvotniho podilu slepého pokusu. Je
to takova koncentrace analytu, jehoz odezva je ekvivalentni primérné odezvé
slepého pokusu plus trojndsobek odhadu smérodatné odchylky.

Vzhledem k tomu, Ze jsem desetkrat naméfila nulovou hodnotu vitaminu C,
hodnota LOD je nulova.

d) Mez stanovitelnosti (Limit of quantitation LOQ)

[ RVAA4

stupném spravnosti a piesnosti. V ptipadé HPLC stanoveni vitaminu C je to
nejnizsi bod kalibracni kiivky 2.5 pg/ml.

e) Presnost metody (Precision)

Uvadi se jako smérodatna odchylka sigma nebo variacni koeficient VK
(relative standard deviation nebo coefficient of variation).
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VK = sigma / x 100 (procenta)

S(xi-x)
sigma 6 = ———
n-1

x; koncentrace analytu pro dané¢ méfeni (pg/ ml)

x  aritmeticky pramér naméfenych hodnot (pg/ ml)
n  pocet méfeni

Tabulka hodnot pro vypocet varia¢niho koeficientu VK

¢. méfeni X; X;-X (Xi- x)2
ug/ml

1 21.8 0.1 0.01
2 22.1 0.4 0.16
3 224 0.7 0.49
4 23.3 1.6 2.56
5 22.9 1.2 1.44
6 22.1 0.4 0.16
7 21.3 -04 0.16
8 21.5 -0.2 0.04
9 20.9 -0.8 0.64
10 18.7 -3.0 9.00

x=21.7+1.3 2 14.66

varia¢ni koeficient VK =5.9 %
prumérna hodnota vitaminu C v plazmé je 21.7 pg/ml £+ 1.3

P Vytéinost (recovery) a reprodukovatelnost metody
byla stanovena u poolového vzorku plazmy, ke kterému se ptidal standardni

piidavek kyseliny askorbové v mnozstvi 21 pg/ml (asi 100 % stanoveného
obsahu kyseliny askorboveé).
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Vysledky jsou uvedeny v nésledujici tabulce:

¢. méfeni X; Xi- X (x;- x)2
ug/ml
1 42.2 1.67 2.7889
2 41.3 0.77 0.5929
3 40.8 0.27 0.0729
4 39.8 -0.73 0.5329
5 41.2 0.67 0.4489
6 40.6 0.07 0.0049
7 40.2 -0.33 0.1089
8 40.3 -0.23 0.0529
9 39.8 -0.73 0.5329
10 39.1 -1.43 2.0449
x = 40.53 ug/ml + 0.9 >=7.1810

variacni koeficient VK = 2.2 %
¢ =0.9 pg/ ml

Vypocet vytéZnosti ( recovery ) :

n A B C recovery

10 21.7+1.3 21 40.53+0.9 95 %

pocet méfeni 10

stanovena hladina kyseliny askorbové v plazmé (pug/ml)

standardni ptidavek kyseliny askorbové do plazmy (pg/ml)
stanovena hladina kyseliny askorbové v plazmé s ptidavkem (ug/ml)

QW=

9. Seznam nebezpecnvch latek

Kyselina metafosforecna je oznacena jako latka korozivni.
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