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1. Princip Micronucleus testu

Micronucleus test je aplikovan jako rychld a citlivd metoda umoziiujici in vitro detekci
cytogenetického poSkozeni bunék. PoSkozeni genetického materidlu buiiky (DNA), analyzované
jako mikrojadra, je projevem biologického ucinku genotoxickych faktort. Mikrojadra jsou struktury
viditelné v bunécné cytoplazmé behem interfaze s podobnymi charakteristikami barveni jaké
vykazuje hlavni buné¢né jadro. Obsahuji bud’ celé chromozomy nebo chromozomalni fragmenty.
Mikrojadra se analyzuji vyhradné v téch bunkach, které proSly jednim bunéénym délenim
v disledku inhibice cytokinézy pomoci cytochalasinu B. Buiiky jsou ve vhodné dobé zpracovany a
z pripravenych a obarvenych preparatl je analyzovana frekvence mikrojader ve dvoujadernych

bunkach.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Chromozom
http://cs.wikipedia.org/wiki/Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%A9_j%C3%A1dro
http://cs.wikipedia.org/wiki/Interf%C3%A1ze
http://cs.wikipedia.org/wiki/Cytoplazma
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2. Chemikalie a spotiebni material

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

Roztoky pro kultivaci bunék A549

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) with 1.0 g/L glucose, with pyruvate, without
L glutamine (LONZA BE12-707F/12)

Fetal bovine serum (FBS), EU standard (LONZA DE14-801F/12)

L-glutamine (200 mM) (LONZA BE17-605E)

Gentamicin sulfate 10 mg/ml (LONZA 17-519L)

Trypsin/EDTA (1x) contains 0.5 g/L trypsin 1:250 and 0.2 g/L Versene® (EDTA) (LONZA
BE17-161E)

DMSO (Sigma D2650)

100 mg cytochalasinu B rozpustit ve 5 ml
DMSO, uchovavat pfi minim. - 20°C

zasobni roztok cytochalasinu B

1 ml zasobniho roztoku ptidat k 9 ml
DMSO

pracovni roztok cytochalasinu B

Chemikalie a roztoky pro zpracovani bunék

Metanol

Kyselina octova, 99 %
Chlorid draselny
Cytochalasin B
deinizovana voda

0,55 % roztok chloridu draselného
(hypotonicky roztok)

metanol :kys.octova
(fixacni roztok)

DAPI zasobni roztok

DAPI pracovni roztok

montovaci médium pro fluorescenci
VECTASHIELD (H 1000)

reagent gr., Merck, USA

p.a., Penta Chrudim

p.a., Merck

reagent gr., Sigma - Aldrich Deionizovana
LGE, Millipore

0.55 g KCl rozpustit ve 100 ml dH,O
pii 37°C uchovavat do spotfebovani

3dily: 1 dilu
neuchovavat

6 ng DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole)
v 1 ml H,O
uchovavat pii —20°C

4 nl zasobniho roztoku
100 pl antifade, uchovavat pii 4°-10°C

Vector Laboratories, Inc.
uchovavat pii 4 °C
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3. Pristroje a pomocna zarizeni
Pristroje

* laminarni box

* chladni¢ka (4°C az 10°C)

* mraznicka (od —20°C)

* centrifuga (od 1 000 ot/min)

* termostat (37°C £ 1°C) — teplota kontrolovéana teplomérem, pti provozu denné

e fluorescen¢ni mikroskop Axio Imager Z1(Zeiss) ve spojeni s Metaferem (MetaSystems)
* fluorescencni filtr pro DAPI

* opticky mikroskop Olympus BX41

e vortex

Pomocna zarizeni

e vodni vyvéva

e automatické pipety

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

* podlozni sklicka — pted pouzitim jednotlivé promyta pod tekouci vodou, nalozena do
destilované vody a vychlazena v chladni¢ce

e germicidni zafivky

* analytické vahy

* digitalni budicky
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4. Pracovni postup

Bezpecnost prace

Metodika vyzaduje praci s ziravinami (konc. kyselina octova), ostatnimi jedy (cytochalasinem B) a
zvlasteé nebezpecnymi jedy (metanol).

Je nutno dodrzovat zasady bézné pro praci v chemické a mikrobiologické laboratofi, navic dochazi
ke kontaktu s chemickymi latkami typu mutagent a karcinogenti — vyzadovano pouZzivani pomicek
osobni ochrany (ochranny odé€v, rukavice, rousky), dbat na zamezeni kontaminace osob i prostredi

pfi préci s rozpoustédly, s nebezpecnymi chemickymi latkami, a s infekci, véetné likvidace odpadu.

4.1 Kultivace bunék

Buiiky A549 kultivujeme v 75 ¢m? lahvich s 15-30 ml kultivacniho média (DMEM s 10% FBS, 2%
L-glutaminem, 0,4% gentamicinem) do 70-80% konfluence. Poté¢ bunky inkubujeme v 15 ml
aplika¢niho média (DMEM s 1% FBS, 2% L-glutaminem, 0,4% gentamicinem) se vzorky extraktl v
termostatu pii teploté¢ 37°C, 72h. Ve 44. hodiné od zacatku kultivace se piida 40 pl pracovniho
roztoku cytochalasinu B (vysledna koncentrace Sug/ml). Obsah dobfe promichame. Po 72 h

nasleduje nesterilni sklizeni bunck.

4.2  Zpracovani kultur a priprava mikroskopickych preparati

1. Po ukonceni kultivace slijeme 15 ml kultivaéniho média do 50 ml zkumavek. Kultivacni
lahvicky dvakrat proplachneme 5 ml PBS (phosphate buffered saline, pH=7.4), PBS
pfidame do 50 ml zkumavky ke kultivaénimu médiu.

2. Buily oplachneme 2 ml trypsinu a inkubujeme pii 37°C cca 4 minuty. Po skonceni
inkubace dvakrat ptidame po 5 ml PBS, bunky v lahvicce resuspendujeme a
piepipetujeme do téze 50 ml zkumavky.

Zkumavky uzavieme vickem a centrifugujeme 10 min., 1 000 ot/min., pti 20°C.

4. Odsajeme supernatant, resuspendujeme pelet bunék a prepipetujeme do sklenénych

centrifugacnich zkumavek. Za stalého vortexovani pfiddme 10 ml hypotonického roztoku

vytemperovaného na 37°C, nechame stat 5 min pfi lab. teploté.
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Centrifugujeme 5 min pfi 1 000 ot/min, odsajeme supernatant.
Pomalu ptfidame 5 ml vychlazeného fixa¢niho roztoku kapku po kapce, za stdlého michani
na vortexu.
Centrifugujeme 5 min pfi 1 000 ot/min, odsajeme supernatant.
Ptiddme 5 ml vychlazeného fixa¢niho roztoku za stalého michani na vortexu.
Centrifugujeme 5 min pifi 1 000 ot/min, odsajeme supernatant.
Ptridame 5 ml vychlazeného metanolu za stalého vortexovani.
Centrifugujeme 5 min pii 1 000 ot/min, odsajeme supernatant aZ na maly objem (0,5 ml).
Bunéény sediment resuspendujemet v maldm mnoZzstvi metanolu a nakapeme na mokré
vychlazené podlozni sklo.

Skla popiSeme a nechdme uschnout pii laboratorni teploté ptes noc.

Barveni pro hodnoceni fluorescen¢nim mikroskopem

Provadime zamontovanim fixovanych bun¢k do montovaciho média VECTASHIELD firmy Vector

LABORATORIES s fluorosceinem DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole).

4.4

1.

Do eppendorfky odmétime 100 pl montovaciho média VECTASHIELD se 4 pl zasobniho

roztoku DAPI o koncentraci 6 pg/ml.

Montovaci médium dobte promichdme vortexem, uchovdvame v chladu a v temnu.

. Na sklicko na zafixované bunky kapneme 2 kapky a 10 pul montovaciho média a piiklopime

krycim sklem (24 x 50 mm).

Preparat mizeme hodnotit. Po dobu hodnoceni skladujeme preparaty uzaviené v krabici

v temnu a v chladu (v lednici).

Barveni pro hodnoceni optickym mikroskopem

Po ususeni skel volné na vzduchu barvime preparaty 5% roztokem Giemsa. Doba barveni je 3 — 4

minuty, poté preparaty dikladné oplachneme pod tekouci vodou a nechame uschnout.

5% roztok Giemsa

Giemsa Sml
Sorenstv pufr 15 ml
dH,O 80 ml
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Hodnoceni preparati

Automaticka mikroskopicka analyza

V ramci automatické analyzy jsou hodnoceny nasledujici bunky:

1. Dvoujaderné buiiky bez mikrojadra - hodnoceny jako nepoSkozené (obr. 1a)

2. Dvoujaderné buiiky s 1 mikrojadrem - hodnoceny jako poskozené (obr. 1b, ¢)

3. Dvoujaderné buiiky se 2 a vice mikrojadry - hodnoceny jako poskozené (obr. 1d)

Postup automatické analyzy

Provadime automatickou obrazovou analyzu, pii které hodnotime 1 000 — 3 000
dvoujadernych bunck. K automatickému vyhledavani a identifikaci bun¢k s mikrojadrem je
vyuzit ptistroj Metafer (MetaSystems), vybaveny softwarem pro vysokorychlostni analyzu.
Piistroj provadi vyhleddvani na zadklad¢ ptreddefinovanych parametrli, charakterizujicich
vlastnosti jader a mikrojader. (Vice informaci - D. Varga, T. Johannes, S. Jainta, S.
Schuster, U. Schwarz-Boeger, M. Kiechle, B. Patino Garcia and W. Vogel, An automated
scoring procedure for the micronucleus test by image analysis, Mutagenesis 19 (2004) 391-
397.)

Doporucené nastaveni klasifikatoru:

Pro jadra -: sharpen (3,4); object threshold: 20%; minimum area: 4000 in 1/100 pum?
maximum area: 20 000 in 1/100 um? maximum relative concavity depth: 120 in 1/1000;
maximum aspect ratio: 1500 in 1/1000; maximum distance: 180 in 1/10 um; maximum area
asymmetry: 90%; region of interest radius: 300 in 1/10 pm; maximum object area in the
region of interest (ROI): 2000 in 1/100 pm?.

Pro mikrojddra - medianv (3), medianh (3), average (3,1), sharpen (5,5); object threshold:
15%; minimum area: 100 in 1/100 pm? maximum area: 2100 in 1/100 pm?* maximum
relative concavity depth: 1000 in 1/1000; maximum aspect ratio: 1720 in 1/1000; maximum
distance: 290 in 1/10 pum.

Na zéavér je provedena manudlni kontrola, vyhledanych objektii. Nalezené objekty je mozno

analyzovat, ¢i konzultovat opakované.
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Kriteria analyzy

Prednastavené parametry klasifikatoru zohlednuji kritéria pro vybér a analyzu dvoujadernych

bunék a mikrojader. Zejména jsou to:

Pro vybér bunék:

1. Bunky musi byt dvoujaderné.

2. Jadra jsou ptiblizné stejn¢ velkd s podobnou intenzitou zbarveni.

3. Jadra se nepiekryvaji.

Pozn.: Pri flurescencnim barveni spojenym s automatickym hodnocenim je cytoplasma
nezietelna a jeji oblast je v klasifikatoru vymezena na zakladé ROI (region of interest),

podrobnéji na http.// www.human.org.

Pro vybér mikrojader:

1. Morfologické shoda s hlavnim jadrem.
2. Pramér mikrojadra je v rozmezi 1/16 — 1/3 priméru hlavniho jadra (tj. 1/256 — 1/9 plochy
hlavniho jadra).

3. Intenzita zbarveni ptiblizn¢ odpovida zbarveni hlavniho jadra, nebo je mirné intenzivngjsi.

Statistické hodnoceni

Ziskané vysledky celého hodnoceného souboru jsou testovany na normalitu rozlozeni. Pokud
hodnoty nemaji normdélni rozloZeni, je aplikovdn neparametricky Mann Whitney test

k porovnani hodnocenych skupin. Lze vyuzitit napt. software SPSS.


http://www.human.org/
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(a)

Obr.1 — Hodnoceni dvoujadernych bunék pti automatické obrazové analyze: (a) dvoujaderna
buitka bez mikrojadra; (b,c) dvoujaderné buiiky s jednim mikrojadrem rozdilné velikosti; (d)
dvoujaderna bunka se 2 mikrojadry.
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5.2  Manualni mikroskopicka analyza

V ramci manualni analyzy jsou hodnoceny nasledujici bunky:

1.Dvoujaderné bunky bez mikrojadra - hodnoceny jako neposkozené (obr. 2a)
2.Dvoujaderné buiiky s 1 mikrojadrem - hodnoceny jako poskozené (obr. 2b, ¢)

3.Dvoujaderné buiiky se 2 a vice mikrojadry - hodnoceny jako poskozené (obr. 2d)

Pfi manuédlnim hodnoceni mohou byt t¢Z hodnoceny nukleoplasmatické mustky, indikujici
pritomnost dicentrickych chromosomu, ptipadné frevence tzv. buds (mikrojadra propojena
s hlavnim jadrem) a frekvence dalSich druhi buiiek (jednojaderné, vicejaderné, nekrotické a

apoptotické).

Postup manualni analyzy

1. Vypocet CBPI (Cytokinesis-Block Proliferation Index) — pomér binuklearnich a ostatnich
bunék umoznujici odhad cytotoxicity aplikovanych latek a predstavujici primérny pocet
bunécnych cyklii béhem expozice.

Buiiky se hodnoti v mikroskopu Olympus BX41 pii zvétSeni 400x. Hodnoti se minimalné

500 bunék.

CBPI = M1 + 2(M2) +3(M3 +M4)/N

M1 — pocet jednojadernych bunék

M2 — pocet dvoujadernych bunék

M3, M4 — pocet tii- a vicejadernych bunck

N — pocet hodnocenych bunek (doporuc¢eno 500 objektit)

2. Mikrojadra se hodnoti v mikroskopu Olympus BX41 pfi zvétSeni 1000x pod imersnim
olejem. Hodnoti se 2000 dvoujadernych bunék a poté se stanovi frekvence mikrojader na
1000 dvoujadernych bun¢k (MN/1000 BNC = micronuclei / 1000 binucleated cells).

Kriteria analyzy

Pro vybér bunék:

1. Bunky musi byt dvoujaderné.

2. Jadra jsou ptiblizné stejn¢ velkd s podobnou intenzitou zbarveni.
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3. Jadra se mohou dotykat, ale idedlné se neptekryvaji — pokud ano, prekryvajici se Casti
jader musi byt viditeln€ ohranicené.

4. Jadra mohou byt spojena nukleoplasmatickym mostem, ktery neni SirSi neZ % priméru
jédra.

Pozn.: Pro manualni hodnoceni, kde se vyuzZiva predevsim nefluorescencni barveni je

hodnoceni ovlivnéno téz kvalitou cytoplasmy a jejim jasnym rozliSenim od jadra.

Pro vybér mikrojader:

1.Morfologicka shoda s hlavnim jadrem.

2.Primér mikrojadra je v rozmezi 1/16 — 1/3 priméru hlavniho jadra (tj. 1/256 — 1/9 plochy
hlavniho jadra).

3.Intenzita zbarveni pfiblizné odpovidéa zbarveni hlavniho jadra, nebo je mirn€ intenzivnéjsi.

4. Mikrojadro se s jddrem nesmi prekryvat a mize se ho dotykat max. v jednom bod¢, popt.
musi byt jasné ohrani¢ené a odliSitelné od jadra.

(a) (b)

(d)

Obr.2 — Hodnoceni dvoujadernych bun€k pfi manualni analyze: (a) dvoujadernd buiika bez
mikrojadra; (b,¢) dvoujaderné bunky sjednim mikrojadrem rozdilné velikosti; (d)
dvoujadernd burika se 2 mikrojadry.

Literatura:
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