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1. PRINCIP METODY

Alkalicka verze jednobunééné gelové elektroforézy neboli kometového testu (Comet assay) umoziiuje
detekci jedno- a dvouretézcovych zlomtt DNA na tirovni jednotlivych bunék. V alkalickém prostredi
dochazi k denaturaci DNA a pfi nasledné elektroforéze je DNA uvoliiovéna z jadra a jako polyanion
migruje ke kladné elektrodé .Cim v&t3i je podet zlomii v DNA, tim vétsi mnozstvi DNA vycestovava
Z jadra., takze po obarveni objekty pfipominaji komety s hlavou obsahujici zdravou DNA a ohonem
obsahujicim poskozenou DNA. Po obarveni lze mnozstvi poSkozené DNA kvantifikovat pomoci

obrazové analyzy.

2. PRISTROJE a ZARIZENI

Elektroforéza
Zdroj napéti : model OSP-300, Owl, USA
Box na horizontalni elektroforézu: model A-5, Owl, USA

Obrazova analyza

Fluorescen¢ni mikroskop VANOX — BHS, Olympus, Japonsko
Cernobild kamera UDS CCD - 1300B

Software - Comet assay analyser Lucia G, LIM, Praha
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3. PRIPRAVA VZORKU

3.1 Kultivace a sklizeni bunék A549

Buriky A549 kultivujeme v 25 ecm?® lahvich s 10 ml kultiva¢niho média (DMEM s 10% FBS, 2% L-
glutaminem, 0,4% gentamicinem) do 70-80% konfluence. Pot¢ buiiky inkubujeme v 10 ml aplikacniho
média (DMEM s 1% FBS, 2% L-glutaminem, 0,4% gentamicinem) se vzorky testované latky v
termostatu pii teploté 37°C, 4 a 24h. Po 4/24 hodinach nésleduje nesterilni sklizeni bunék.

1) Z kultiva¢ni lahvicky slijeme médium, piidame 1 ml trypsinu, slijeme, opét piidame 1 ml
trypsinu a slijeme.

2) Buiiky inkubujeme v termostatu pii 37°C 5-10 minut.

3) Piidame 1 ml vychlazeného PBS a preneseme Pasteurovou pipetou do popsanych zkumavek.
Chranime pted svétlem a uchovavame v lednici. Nasleduje zpracovani na Comet Assay

(standardni alkalické verze ¢i modifikovana verze pro oxidac¢ni poskozeni).

Chemikalie a roztoky

Inkubace 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/LL Versene® (EDTA) (LONZA
BE17-161E)

DMSO (Sigma D2650)

PBS (Phosphate Buffered Saline, pH=7.4)

3.2 Vypocet koncentrace bunék

1) Do Biirkerovy komirky dat 50 pl bunécné suspenze, prikryt krycim sklem a nechat stat cca 2 — 5
min
2) Spocitat buiiky v 16 velkych étvercich (= 0.064 mm3, tj. 0.064 i)

3) Spocitat koncentraci bunék v 1 ml (X) podle vzorce:
3
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N (pocet bunék)
X = x 1000 (x 2)
0.064
2x se nasobi, je-li suspenze fedéna 1 : 1 trypanovou modii pro vypocet viability

3.3 Hodnoceni viability bunék trypanovou modri

Priprava trypanové modri:
0.2% roztok v PBS

Postup:

1) 50 plvzorku + 50 pl 0.2% roztoku trypanové modfi.

2) 50 pl obarvené suspenze kapnout na sklicko s miiZkou.

3)  Priikryt krycim sklickem.

4)  Hodnotit pomér zivych bunék (neobarvené, siln¢ svétlolomné) a mrtvych bunék (modré)

z celkového poctu 100 hodnocenych bunék na vzorek.



MEDETOX
Inovativni metody monitorovani emisi z naftovych motora v realném méstském provozu

(LIFE10 ENV/CZ/651)

4. ZAKLADNI CHEMIKALIE a PRIPRAVA ROZTOKU:
(vSe Sigma Aldrich, pouze NaCl — Lachema)

Na,EDTA (ethylenediamine-tetraacetic acid, disodium salt, dihydrate)
Triton X-100

TRIS  (trispufr hydrochlorid, trizma hydrochloride)

NaOH

NaCl

DMSO

Ethidium bromid

ZASOBNI ROZTOKY

Pufrovany fyziologicky roztok PBS (bez Ca™ a Mg"")
pH 7.4, skladovat pii 4°C

NaCl 8.00g
KClI 144 ¢
KH,PO, 024 ¢
Na,HPO, 144 ¢

Pridat 800 ml destilované deionizované vody, upravit pH na 7.4 a doplnitdo 1 1

Lyzujici roztok (zasobni)
pH 10, skladovat pfi pokojové teploté

2.5 M NaCl 146.40 g
100 mM EDTA 3720 ¢
10 mM Tris 120 ¢

upravit pH na 10 cca 8.00 g pevného NaOH
pridat 800 ml deioniz. H,O, doladit pH na 10, doplnit objem do 1 1, autoklavovat

Pufr na alkalickou elektroforézu (300 mM NaOH/1 mM EDTA)
Piipravi se té€sné pied pokusem z nasledujicich zasobnich roztokd:
1) 10N NaOH

2) 200 mM EDTA (7.4448 g EDTA ve 100 ml deioniz. H,O)
Zivotnost cca 2 tydny!!!

Neutralizacni pufr (TRIS)
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PH 7.5, skladovat pti pokojové teploté — nestabilni pH !
0.4 M TRIS 485¢

doplnit do 1000 ml deioniz. H,O

upravit pH na 7.5 koncentrovanou HCI

Barvici roztok (zasobni)

0.1% roztok ethidium bromidu (0.1 g ve 100 ml deioniz. H,O), skladovat pti pokojové teploté

LMP (low melting point) agardza (Cervena)

(Amresco, USA: Agarose II for low —gel applications

Skladovat pii 4°C, expirace po 2 mésicich — kazdou varku oznacit datem !
0.75% agaréza: 0.15 g ve 20 ml PBS

1) zahtivat na magnetické michacce az k bodu varu, kdy se agaroza
rozpusti

2) odstavit, znovu zahtat k bodu varu
3) bod 2) zopakovat
4)  rozplnit po 160 pl do cervenych eppendorfek

NMP (normal melting point) agar6za (modra)
(Sigma: Agarose Type I, low EEO)
Skladovat pti 4°C, expirace po 2 mésicich — kazdou varku oznacit datem !
0.75% agaréza: 0.15 g ve 20 ml PBS
pfiprava stejna jako u LMP agar6zy az po bod 3
4) rozplnit po 250 pl do zelenych eppendorfek

Potahovani podloznich skel agarézou

- 1% vodny roztok obycejné agardzy nalit do tzké, vysoké kadinky
- namocit sklicko, otfit spodni stranu, nechat zaschnout a 20 min susit v picce pii 60°C
- stranu bez agardzy oznacit diamantem
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V den pokusu pripravit:

A) LYZUJICI ROZTOK:

1) Cerstvy Triton X-100 100x fedit v zdsobnim lyzujicim roztoku, mixovat na magnetické
michacce

2) 17 ml 10% DMSO
3)  promichat a vychladit na 4°C v lednicce !

Propocet:

1 fotomiska = 10 preparati = 168.5 ml roztoku

- 1.5 ml Triton X-100

- 150 ml zasobni lyzujici roztok

- 17 ml 10% DMSO (2 ml DMSO + 18 ml deioniz. dest. H,O)
2 fotomisky = 20 preparati = 337 ml roztoku

- 3 ml Triton X-100

- 300 ml zasobni lyzujici roztok

- 34 ml 10% DMSO (4 ml DMSO + 36 ml deioniz. dest. H,O)
2 fotomisky + 1 mala fotomiska (24 preparati)=421.25 ml

- 3.75 ml Triton X-100
- 375 ml zasobni lyzujici roztok
- 42.5ml 10% DMSO (5 ml DMSO + 45 ml deioniz. dest. H,O)

B) PUFRNA ELEKTROFOREZU:
Zasobni roztok NaOH 60 ml

Zasobni roztok EDTA (200 mM) 10 ml

Doplnit v odmérné barice deioniz. dest. H,O do 2000 ml

C) ETHIDIUM BROMID

zasobni roztok EB 50 ul
destil. voda 900 pl

D) OSTATNI
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podlozni skla potazena agar6zou + mikrotuzka na popis
kryci skla 22 x 22 mm

LMP agardza

NMP agar6za

mikropipety a sterilni Spicky

ledova tfist, polystyrénova krabice

minutka
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5. VLASTNI PRACOVNI POSTUP

5.1 Standardni alkalicka verze

1)

(detekce alkalilabilnich mist, jedno- a dvouietézcovych zlomti v DNA)

rozehtat agardzu NMP 1 LMP pti 90°C a po roztaveni premistit LMP do vodni lazné 37°C

képnout 110 pl NMP agardzy (min. 60°C teplé) na podlozni sklo (predehiaté na ploténce na
50°C) a ihned piekryt krycim sklickem, nechat ztuhnout na ledu 5 min (z 1 eppendorfky
piipravime 2 skla)

Nasledujict kroky pri Zlutém svetle !

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9
10)
11)

12)

do eppendorfky se 150 pl LMP pridame 20 pl bunééné suspenze (koncentrace bunék 10%/ml) a
dobte promichat

opatrn¢ odstranit kryci sklo z vrstvy NMP a kapnou 75 pl LMP agardzy s buitkami, piikryt
krycim sklem a nechat ztuhnout na ledu 5 min (z 1 eppendortky 2 preparaty)

opatrné odstranit kryci sklo a pomalu ponofit preparat do vychlazeného lyzujiciho roztoku,
chranit pred svétlem — umistit do ledni¢ky minimélné na 1 hod (maximalné 24 hod)

vyjmout preparaty z lyzujiciho roztoku a ponofit do alkalického pufiru na elektroforézu na 20
min = unwinding (¢as nutno otestovat pro rizné typy bunck; obecné — ¢im delsi unwinding,
tim vétsi mnozstvi DNA vycestuje z jadra)

naplnit box na elektroforézu alkalickym pufrem a nastavit napéti na 36 V a proud 300 mA
(hodnota napéti zavisi na velikosti pouzitého boxu, hodnota proudu se reguluje objemem pufiu)

preparaty umistit do boxu popisem smérem k anod¢ (kladna elektroda — smér migrace DNA)
elfo 30 min pfi 4°C (16°C)
3x neutralizace 1 ml 0.4 M TRIS pufru po 5 min

slit neutraliza¢ni puftr, kdpnout 100 pl roztoku ethidium bromidu a piikryt krycim sklem — 8
min.

stahnout kryci sklo, promyt dest. vodou 3 x 5 min a po poslednim promyti kapnout 100 pl dest.
vody a ptikryt krycim sklem

Preparaty mohou byt uchovavany v ledni¢ce ve vlhkém prostiedi, optimalni je hodnoceni po 1
— 24 hodinach.

SuSené preparaty pro pozdéjsi hodnoceni
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A) Fixace a suSeni

- po ukonceni elektroforézy 2x promyt 0.4 M TRISem (a1 ml, 5 min)
- fixace methanolem — 100 pl, 15 min

- 2x promyt dest. vodou (1 ml, 5 min.)

- susit na filtranim papiru pres noc

B) Hydratace a barveni

- agardzovou vrstvu opakované smacet sterilni dest. vodou cca 1 hod
- slitvodua standardné obarvit

5.2. Modifikovana verze pro detekci oxida¢niho poskozeni

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

8)
9

Standardni pfiprava preparatii

Ponoteni preparatt do lysujiciho roztoku

Za 1 hod - preparaty piipravené pro Endo III a polovinu kontrolnich promyt endopufrem
(4°C)—3x po 5 min

Pridat 40 pl roztoku Endo III (do kontrol endopufr), prikryt krycim sklem a dat na 45 min do
termostatu (37°C)

Za 1 hod 15 min - preparaty pripravené pro FPG a druhou polovinu kontrolnich promyt
endopufrem (4°C) — 3x po 5 min

Pridat 40 pl roztoku FPG (do kontrol endopuft), prikryt krycim sklem a dat na 30 min do
termostatu (37°C)

Vsechny preparaty pienést do roztoku na elektroforézu — unwinding 20 min
Elektroforéza 30 min, 36 V, 300 mA

Dale jako pfi standardnim zpracovani

Pozitivni kontrola: 100 uM H,0O,

Rozpis na endopufr:

KCl(g) 7,45 14,9 29.8 37,25 44,7
Hepes (g) 9,53 19,06 38,12 47,65 57,18
EDTA (g) 1,46 2,92 5,84 7,30 8,76
BSA (g) 0,2 04 0,8 1,0 1,2

Objem (ml) 1000 2000 4000 5000 6000

Priprava enzymii:

Endo III (z1.1998, A. Collins, crued extract)

Ke 2 pl extraktu piidat 1000 pl endopufru s BSA a rozplnit po 250 pl do eppendorfek a zamrazit.
Pred aplikaci fedit 1 : 1 (250 pl + 250 pl endopufiu s BSA).

Na sklic¢ko se pridava 40 Ul — pripraveny roztok staci na 12 sklicek, celd davka na 48 sklicek. Zbyly
pracovni roztok je mozné zamrazit a znovu pouZit.

10
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FPG (z1.1998, A. Collins, crued extract)

Ke 2 pl extraktu ptidat 600 pl endopufru s BSA a rozplnit po 50 pl do eppendorfek a zamrazit. Pied
aplikaci fedit 1 : 10 (50 pl + 450 pl endopufru s BSA).

Na sklicko se piidava 40 I — pipraveny roztok staci na 12 sklicek, cela davka na 144 sklicek. Zbyly
pracovni roztok se vyhazuje.

6. HODNOCENI

Od kazdého vzorku se pfipravuji dva preparaty, z kazdého preparatii se hodnoti 50 bungk, tj. celkem
100 bunék na vzorek. Stupen poskozeni DNA se vyjadiuje jako %,.tail DNA®.

7. NEBEZPECNE LATKY

Pfi manipulaci s ethidium bromidem (latka mutagenni a potencionalné karcinogenni) je tieba pouZzivat
gumove rukavice a pii vazeni se vyvarovat vdechnuti jemnych krystalkli. Roztoky ethidium bromidu
Ize likvidovat filtraci ptes aktivni uhli.

NaOH a HCl leptaji sliznice a kiizi — veSkeré manipulace s t€mito latkami se provadéji v digestofi.
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