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1. Princip stanoveni DNA adukti polyaromatickych latek ("'bulky aromatic
adducts") metodou **P-postlabelingu

Princip metody sestavajici z nékolika naslednych biochemickych reakci je schematicky znédzornén na
obr.1. DNA izolovand z tkdn€ nebo bunék je nejprve enzymaticky hydrolyzovana plisobenim smési
enzymu (mikrokokalni nukledza a fosfodiesteraza) na nukleosid-3'-monofosfaty. DalSim krokem je
separace modifikovanych nukleotidi od nukleotidii intaktnich, ktera neni nikdy dokonald, a proto byva
oznacovana jako obohacovani aduktl. Jedna varianta vyuziva k oddé€leni aduktl extrakce do butanolu,
druhd specifické enzymové aktivity nukledzy P1, kterd odStépuje zbyvajici fosfat z nukleosid-3'-
monofosfatu preferenéné u normalnich nukleotidi. Vzniklé nukleosidy jsou pak Spatnym substratem pro
T4-polynukleotidkindzu, kterd prenasi radioaktivni fosfat z adenosin-5'-trifosfatu (ATP) na nukleosid-3'-
monofosfaty. Dalsim krokem je znaCeni radioaktivnim fosforem. Ten je pienesen ve formé fosfatu z
[**P]-ATP (ptitomen v molarnim nadbytku) na 5'- hydroxylovy konec modifikovanych nukleotidd
pusobenim T4-polynukleotidkindzy. Vznika nukleosid-3',5'-bifosfat. Takto oznacené adukty jsou v
dal$im postupu déleny vicerozmérnou tenkovrstvou chromatografii (TLC) s pouzitim polyethylenimin-
celulosovych folii. Chromatografie ve smérech D1, D2 a D5 se pouzivda k odmyti nezadoucich
radioaktivnich komponent pro dosaZeni optiméalniho 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 ur€ovana jejich chemickou strukturou.
Separace aduktil je zavisla nejenom na celkové iontové sile, ale i na pH, koncentraci mocoviny a povaze
anionti. Vyvolané chromatogramy jsou vyhodnocovény autoradiograficky s pouzitim citlivého filmu a
délkou expozice 1-5 dnti pfi -80 °C pro detekci 1 aduktu v 10*-10'° nukleotidech. Radioaktivita se mé&fi
na scintilaénim spektrometru. Koncentrace DNA adukti se vyjadfuje poStem aduktt na 10* nukleotidi.
Tyto hodnoty mohou byt snadno pievedeny na veli¢inu fmol aduktt /ug DNA (1 adukt/107 nukleotidt =
0.3 fmol aduktti /ug DNA).
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2. Referencni materialy a omezeni metody

Pro tuto metodu neexistuji komeréné vyrabéné standardy DNA adukti. Kazdéa laboratof si potfebné

standardy musi pfipravit sama.

B(a)P-DNA standard - 4 adukty/10® nukleotidt -byl pfipraven izolaci DNA z jater krysy, které bylo
peroralné aplikovano 100 mg B(a)P/kg telesné hmotnosti. Tento standard je uchovavan v alikvotech
(20 pul) pti -80 °C. Standard se pouziva pii kazdém poslabelingovém experimentu v triplikatech pro
kontrolu vSech postupti, které budou dale podrobné¢ uvedeny.

Pro kontrolu mozné kontaminace v jednotlivych postupech provadime v kazdém experimentu vSechny
procedury soucasn¢ s 3 blankovymi vzorky (misto DNA alikvot HPLC vody), které soucasné

pouzivame pro korekci pozadi.
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3. Inkubace bunék a calf thymus DNA

Calf thymus DNA (CT DNA 1mg/ml) inkubujeme se vzorky extraktl (za aerobnich podminek bez a s
metabolickou aktivaci (s pfidanim S9 mikrosomalni frakce ) ve vodni lazni pii teploté 37°C, 24h. V
kazd¢ inkubaci je pouzita pozitivni kontrola (1 uM B[a]P) a negativni kontrola (DMSO).

Butiky A549 kultivujeme v 72 ¢cm? lahvich s 15-30 ml kultivaéniho média (DMEM s 10% FBS, 2%
L-glutaminem, 0,4% gentamicinem) do 70-80% konfluence. Poté bunky inkubujeme v aplikaénim
médiu (DMEM s 1% FBS, 2% L-glutaminem, 0,4% gentamicinem) se vzorky extraktll v termostatu
pii teploté 37 °C, 24h. Nasleduje nesterilni sklizeni bunék.

Chemikalie a roztoky

Inkubace calf thymus DNA

Mikrosomalni S9 frakce jaterniho homogenatu potkani — (Vyzkumny ustav organickych
syntéz a.s., Rybitvi)

DNA z teleciho brzliku Calf thymus DNA (Sigma D 1501)

Glukoso-6-fosfat (Sigma G 7879)

NADP (Sigma N 0505)

DMSO - Dimethyl sulfoxide (Sigma D2650)

Pufr A: 1.65 M KC1 + 0.4 M MgCl,

Pufr B: Fosfatovy pufr 0.2 M, pH=7.4: 60 ml 0.2 M NaH,PO, + 440 ml 0.2M Na,HPO,

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/L. Versene® (EDTA) (LONZA
BE17-161E)

DMSO (Sigma D2650)
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Postup sklizeni bunék

1. Bunky seskrabeme pomoci Skrabky, pfevedeme do 15 ml zkumavek oznacenych nizvem
projektu Medetox a ¢isly vzorkd.

2. Kultivacni lahvicky proplachneme cca 4 ml fyziologického roztoku a tento zbytek bunck
pfidame do ptislusnych zkumavek. Zkumavky zcentrifugujeme pti 3000 ot/min, 5 min.

3. Supernatant slijeme, pelet bunék zvortexujeme, pfiddme cca 13 ml fyziologického roztoku a
zcentrifugujeme pti 3000 ot/min, 5 min. Toto promyti bunék se 2x opakuje.

4. Nakonec zcentrifugujeme pii 3000 ot/min, 5 min, supernatant odsajeme, pelet bunék
zvortexujeme a pokracujeme s izolaci DNA (kap. 4) ¢i buiikky zamrazime v mrazicim boxu pii

-80 °C pro pozdé¢jsi izolaci DNA.
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4. Izolace DNA

Izolaci DNA provadime bud’ z cerstvé sklizenych bunék a CT DNA nebo ze zamrazenych vzorkl
okamzité po jejich rozmrazeni. Vzorky izolované DNA fadné oznacené ndzvem studie Medetox, ¢islem

vzorku, koncentraci DNA a datem izolace uchovavame v mrazicim boxu pii -80°C.

Chemikalie a roztoky
Extrakcni pufi: 1 % SDS, 10 mM EDTA, 20mM Tris
Pro ptipravu 1 I roztoku (uchovavame pfi teploté mistnosti):

2,42 g 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 pii teplot¢ 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 ptipravé roztokt CIP a CI

1.21 g /200 ml, pH nastavujeme pomoci HCL
CIP - chloroform : izoamylalkohol : fenol (24 : 1 : 25)

250 g fenol, redestilovany (Sigma, 328111)

240 ml chloroform (Merck, 1.02445)

10 ml izoamylalkohol (Sigma I 0640)

Fenol rozpusime ve vodni lazni pii 50 °C. Po rozpusténi vSechny slozky smichame a diikladné
protiepeme s 80 ml 50 mM Tris pH=7.4 (nasyceni smési CIP Trisem) a smés nechame stat pres
noc. Nadbytek roztoku Trisu vytvoii vrstvu na povrchu CIP smési.

CI - chloroform : izoamylalkohol (24 : 1)

240 ml chloroform (Merck 1.02445)
10 ml izoamylalkohol
Smichame a protiepeme s 80 ml 50 mM Tris pH=7.4 (viz. CIP)

RNA mix = Ribonuclease A 10mg/ml (Sigma, R-5125), Ribonuclease T1 5000 U/ml (Sigma R-
1003)

Ptipravime roztok RNAzy-A 10mg/ml v 50 mM Tris pH=7.4. Zahtejeme na 80 °C po dobu 10
minut a nechdme vychladnout. 1 ml tohoto roztoku pfepipetujeme do ampulky s RNAzou-T1



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

(5000 U/ampulka) a jemné promichdme. Rozpipetujeme po mensich alikvotech (200 wl) a
uchovavame v mrazicim boxu pii -20 °C.

Proteinaza K (20 mg/ml H,0) (Sigma, P-6556)

Roztok ptipravujeme vidy pi‘ed pouZitim Cerstvy.

Material

15 ml zkumavky s gelem (PLG Light, Eppendorf 2302840)

Potiebné pristroje

pH-metr, Beckman

Centrifuga Savant Speed fuge HSC 10K, centrifuga Eppendorf 5810 R
Vortex MS2 Minishaker IKA, vortex Bio vortex V1 BIOSAN
Termobloky Thermodual Liebisch, termoblok DRI-BLOCK DB.3D
Vodni lazent GFL 1086

Spektrofotometr Nanodrop

Evaporater - vakuové odparka Jouan RC10.22., RCT 90

Postup izolace DNA

1.

Rozmrazené nebo cCerstvé vzorky bunck ¢i calf thymus DNA resuspendujeme v 1.5 ml
extrakéniho pufru (1% SDS,10 mM EDTA, 20 mM Tris) v 15 ml plastikovych zkumavkach s
uzaveérem.

Piidame 30 ul RNA-mix (10 mg/ml RNAza A, 5000 U/ml RNAza T), jemné promichdme a
inkubujeme 1,5 hodiny v 1azni 37 °C.

Ptidame 30 ul proteindzy K (20 mg/ml), promichame a inkubujeme 2 hodiny pti 37°C.

Po skonceni inkubace smés pieneseme pomoci umélohmotnych jednordzovych pasterek do
15 ml umélohmotnych zkumavek s gelem a ke kazdému vzorku piidame 75 ul M Tris, pH=S8,
150 ul 5M Na Cl a 1.5 ml CIP. Extrakce se provadi v digestofi vzhledem k vysoké toxicité
fenolu. Zazatkujeme a intenzivné rucné protfepeme 100x. Zcentrifugujeme na centrifuze
Eppendorf pti 3000 ot/min.po dobu 5 minut.

Odebereme vrchni vodnou fazi do nové pripravenych 15 ml zkumavek a ptidame 1.5 ml CI.
Zazatkujeme, opét intenzivné protiepeme a zcentrifugujeme pii 3000ot/min., 5 minut.
Odebereme vrchni vodnou fazi do novych 5 ml zkumavek a ptidame 150 ul 5M NaCl a 1.5 ml

ledového absolutniho etanolu (Merck, 1.11727). Zkumavky zazatkujeme. Pfi pomalém otaceni
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zkumavky dojde k vysrazeni DNA. Zcentrifugujeme na centrifuze Savant pfi 3000ot/min.,
5 minut. Ethanol opatrné odsajeme a DNA vysuSime v evaporateru.
Pelet DNA rozpustime v pfiméfeném mnozstvi redestilované H.O podle mnozstvi vysrazené
DNA (optim. vyslednd koncentrace 0.8 - 1.5 mg/ml ). Dobie protiepeme na vortexu a DNA
nechame rozpoustét pies noc pii teploté¢ mistnosti.
Po rozpusténi DNA zmétime jeji koncentraci spektrofotometricky na pfistroji Nanodrop.
V piipad¢é koncentraci [12.0 pg/pl vzorek nafedime a méfeni opakujeme. Pomér absorbanci
Aze/Azso slouzi pro kontrolu Cistoty DNA. Tento pomér by mél byt kolem hodnoty 1.80 pro
¢istou DNA - bez kontaminace RNA a proteiny. Vyssi hodnota ukazuje na kontaminaci RNA,
niZ$i na kontaminaci bilkovinami.
Po zméteni koncentrace DNA vzorky ptepipetujeme do 1.5 ml eppendorfek a oznac¢ime Stitkem
s popisem studie Medetox, ¢islem vzorku, koncentraci DNA a datem izolace. Vzorky pak
ulozime do mraziciho boxu na -80 °C.

Udaje o vzorcich DNA evidujeme na poéita¢i v programu Excel.
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5. Hydrolyza DNA

Timto postupem se zahajuje vlastni postlabelingovy experiment, ktery trva 1-2 tydny, podle typu a
poctu vzorkii DNA vybranych pro experiment. Soucasné Ize v jednom experimentu analyzovat 30 max.
vsak 100 vzorkti DNA. V tomto kroku je DNA enzymaticky hydrolyzovana piisobenim smési enzymu

(mikrokokalni nukledza a fosfodiesteraza) na nukleosid-3'-monofostaty.

Chemikalie a material

Micrococcal nuclease (MN, Sigma N 3755; 1 bal MN = 200 U)
Spleen phosphodiesterase (MP Biomedicals 0210097701)
Ostatni Sigma (analytical grade)

Dialyza¢ni membrane trubicka Spectopor 6.4 mm

1,5 ml zkumavky (Eppendorf, Axygen)

Roztoky
MN/SPD mix: 50 U MN/ml a 1Img SPD/ml (odpovida 2 U/ml)

Suspenzi SPD (1 baleni obsahuje 2 mg SPD v 1 ml) pted ptfipravou mixu pfepipetujeme
do dialyza¢ni 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 nadmémému zvétSeni objemu pii dialyze (max. do 2 ml). Totéz
provedeme 1 s druhym balenim SPD. Obé¢ dialyzaéni trubi¢ky ponofime do 2 | HPLC vody
v kadince a dame na 2 h do lednice. Po 2 h vodu v kddince vyménime a nechame dalsi 2 h
dialyzovat. Po skoncené dialyze pfeneseme objem SPD z obou dialyza¢nich trubicek do
malé kadinky a doplnime na celkovy objem 4 ml. Tento objem piepipetujeme do lahvicky
s MN (1 bal MN=200U) a cely obsah lahvicky po zazatkovani opatrné¢ promichame. Po
rozpusténi MN obsah MN/SPD mix rozpipetujeme (alikvoty 200 pl a 500 pl) do 1.5 ml
ependorfek s popisem a datem piipravy.

Alikvoty uchovavame v mrazicim boxu pii — 20 °C (max. vSak 4 mésice).

Hydrolyzaéni pufr

100 mM Na Succinate pH=6.0

50 mM CaCl,

Pro pfipravu 100 ml roztoku: 2.7 g Na Succinate (M.W.= 270.1), 0.368 g CaCl,
(M.W.=147). pH nastavujeme pomoci HCI.

100 pl alikvoty uchovavame v mrazicim boxu pii — 20 °C.

Hydrolyzacni mix
MN/SPD mix : Hydrolyzaéni pufr =4 : 1
10



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

Ptipravujeme vZdy Cerstvy pied hydrolyzou DNA vzorkl v mnoZstvi potifebném pro experiment.
Poti‘ebné pristroje

Centrifuga Savant Speed fuge HSC 10K, centrifuga Spectrafuge 24D Labnet

Vortex MS2 Minishaker IKA, vortex Bio vortex V1 BIOSAN

Termobloky Thermodual Liebisch, termoblok DRI-BLOCK DB.3D

Podminky hydrolyzy DNA

Mnozstvi DNA na jeden vzorek: 6 ug
Vysledna koncentrace DNA ve smési 0.4 pg/pl
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
1. Objemové mnozstvi vzorku odpovidajici 6.0 png DNA napipetujeme do zkumavek a 1.5 ml a

doplnime redestilovanou vodou na celkovy objem 7.5 pl (jsou-li vzorky DNA piili§ ziedéné,
nutno predem odpafit a odparek rozpusit v 7.5 ul HPLC vody).

2. Pfipravime potiebné¢ mnozstvi MN/SPD mixu. Ke kazdému vzorku napipetujeme 7.5 pl takto
piipraveného enzymového mixu. Vzorky promichame a kratce zcentrifugujeme (5000 ot/min,
20 sec).

3. Ependorfky se vzorky umistime do termobloku s teplotou nastavenou na 37 °C a nechdme 4 h
inkubovat.

4. Po skoncené inkubaci vzorky kratce zcentrifugujeme (5000 ot/min, 20 sec). Z objemu 15 pl
kazdého vzorku odpipetujeme 2.5 pl do nové oznacenych eppendorfek. Tyto alikvoty slouzi pro
stanoveni koncentrace nukleotidi (dC, dG, dT, dA) pomoci HPLC. Alikvoty uchovavame v
mrazicim boxu pfi — 20 °C az do HPLC analyzy.

5. Zbyvajici objem 12.5 ul = "DNA-digest” (odpovida cca. 5 ng DNA) se dale podrobuje
obohacovacim postupiim uvedenym dale (butanolova extrakce, nuclease P1). Obohacovaci
postupy se provadi bud’ bezprostredné po skoncené hydrolyze nebo lze tyto alikvoty (12.5 pl a'

vzorek) zamrazit a uchovat do druhého dne v mrazicim boxu pii — 20 °C.

11
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6. Nuclease P1 pro obohacovani DNA adukti

Tento postup je jednim ze zpisobu obohacovani DNA adukti, ktery vyuziva specifické enzymové
aktivity nukledzy P1. Ta odstépuje zbyvajici fosfdt z nukleosid-3'-monofosfatu preferenéné u
normalnich nukleotidi. Vzniklé nukleosidy jsou pak Spatnym substratem pro T4-polynukleotidkindzu,
kterd piendsi radioaktivni fosfat z adenosin-5'-trifosfatu (ATP) na nukleosid-3'-monofosfaty. Tento
postup provadime vzdy bezprostiedné pied vlastnim znacenim vzorkd. Vzorky po inkubaci s nuclease

P1 nikdy nezamrazujeme.

Chemikalie

Nuclease P 1 from Penicillium cintrinum 500 U (Yamasa corporation 8801)
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 uchovavame 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 origindlni lahvicce ve 150 pul HPLC vody a pouzijeme ihned k
ptipravé P1-mixu. Zbytek zamrazime na — 20 °C.
Pro dalsi pouziti miize byt uchovavana pii— 20 °C nejdéle 4 tydny.

12
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Poti‘ebné pristroje

Centrifuga Savant Speed fuge HSC 10K, centrifuga Spectrafuge 24D Labnet
Vortex MS2 Minishaker IKA, vortex Bio vortex V1 BIOSAN
Termobloky Thermodual Liebisch, termoblok DRI-BLOCK DB.3D

Podminky NUCLEASE P1
Mnozstvi hydrolyzatu DNA: 12.5 ul "DNA digest"
Nuclease P1 na vzorek : 24U
pH: 5.0
Celkovy objem vzorku pii P1 postupu: 18.5 ul
Doba inkubace: 30 min
Teplota pii inkubaci: 37°C
Ukonceni reakce: 1 ul 1.36 M Tris
Celkovy objem na konci procedury: 16.5 pl
Postup Nuclease P1
1. Ptipravime P1-mix v mnozstvi potfebném pro dany set vzorkd.
SloZeni pro jeden vzorek: 1 pl nuclease P1
1 ul 0.64 M Na acetate, pH=5.0
1 ul 3.2 mM ZnCl,
2. Ke kazdému vzorku (12.5 pul DNA digest) pfiddme 3 pl P1-mixu, jemné zamichdme na vortexu

a kratce zcentrifugujeme (5000 ot/min, 30 sec).
2. Vzorky inkubujeme v termobloku pii 37 °C po dobu 30 min.

3. Po skoncené inkubaci kratce zcentrifugujeme (5000 ot/min, 30 sec) a ke kazdému vzorku

pfidame 1 pl 1.36 M Tris.

4. Vzorky dame do lednice po dobu nez mizeme zah4jit znaceni v izotopové laboratofi.

13
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7.  Znaceni DNA adukti pomoci ?P-ATP

V této proceduie je radioaktivni fosfor pienesen ve formé fosfatu z [**P]-ATP (piitomen v molarnim
nadbytku) na 5'- hydroxylovy konec modifikovanych nukleotidii ptisobenim T4-polynukleotidkindzy.
Vznika nukleosid-3',5'-bifostat. Provadi se v izotopové laboratoii pti dodrzovani vSech bezpecnostnich

predpisi.

Chemikalie

P-ATP 3000 Ci/mmol; 1 mCi/100ul (Perkin Elmer BLU0024)
T4 Polynucleotide kinase (PNK) 30 U/ul (USB, #70031)
Ostatni Sigma (analytical grade)

Roztoky
Znacici pufr pH=9.0

230 mM Bicine
115 mM Magnesium Chloride
115 mM Dithiothreitol (DTT; D-0632)
5.8 M Spermidine (S-2626)
Pro ptipravu 25 ml roztoku navézime: 0.9385 g Bicine (M.W.=163.2);
0.274 g Mg Cly; 0.443 g 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 Thermodual Liebisch, termoblok DRI-BLOCK DB.3D
Ochranné pomticky pro praci v izotopové laboratofi

Podminky znaceni

Mnozstvi DNA: Sug

T4 PNK na vzorek: 3.6U
a-P-ATP na vzorek: 24.2 uCi
pH: 9.5
Celkovy objem béhem znaceni: 24 ul (P1)
Doba inkubace: 30 min
Teplota pfi inkubaci: 37°C
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Postup znaceni

1. Ptipravime ATP-mix o objemu potfebném pro dany set vzorkl. Pro jedno baleni ATP o aktivité

1 mCi (37 MBq) a objemu 100 pl ma ATP-mix nésledujici sloZeni:

Znacici pufr 60 ul

PNK 8 ul

HPLC voda 142 pul

ZP-ATP 100 pl

Celkovy objem 310 pl (pro max 40 vzorkii)

Mix nevortexujeme, pouze JEN opakované promichdme (cca 10 x) Spickou.

2. Ke kazdému vzorku ptidame 7.5 pl ATP-mixu a opatrné promichdme Spickou. Vzorky kratce
zcentrifugujeme dame do termobloku a inkubuje 30 min pfi teplote 37 °C.

3. Po skoncené inkubaci vzorky nandSime na chromatografické¢ folie, které umistime do

chromatografickych tankt s roztokem D1.

15



Inovativni metody monitorovani emisi z naftovych motort v redlném méstském provozu

MEDETOX

(LIFE10 ENV/CZ/651)

8. Tenkovrstva chromatografie k separaci DNA adukti

DNA adukty, oznacené **P podle postupu uvedeném v predchozi kapitole, jsou v dal§im postupu déleny
vicerozmérnou tenkovrstvou chromatografii (TLC) s pouzitim polyethylenimin-celulosovych folii.
Chromatografie ve smérech D1, D2 a D5 se pouziva k odmyti nezddoucich 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 rozdé€leni aduktl s rozdilnou pohyblivosti za danych

chromatografickych podminek.

Chemikalie a materialy

Chemikalie Sigma (analytical grade)

POLYGRAM CEL 300 PEI chromatografické folie, 20x20 cm, 0.1 mm (Macherey-Nagel,

Germany)

Filtra¢ni papir Whatman ¢. 3

Fluorescenc¢ni pero (Autoradiography pen Sigma Z36,351-0)

Rentgenové filmy 35x43 cm a 20.3x25.4 cm  (Kodak BioMax MRfilm)

Vyvojka G153, ustalova¢ G354 (Agfa)

Autoradiografické kazety (Hypercassette™ 35x 43 cm a 20.3x25.4 cm, Amersham)

Roztoky

DI:

D2:

D3:

1 M Sodium phosphate, pH = 6.8

Ptiprava 2 1 roztoku:

276 g NaH,PO,.H,O (MW:138) nebo

240 g NaH,PO4 (M.W.=119.98) rozpustime v 1.5 1 HPLC H,O
Nastavime pH pomoci conc. NaOH to 6.8 a doplnime objem na 2 1.

2.5 M Ammonium formate, pH = 3.5

Ptiprava 500 ml roztoku:
50 ml formic acid (99%) smichame s 300 ml HPLC H,O a
cca. 20 - 30 ml 25% NH4OH (27%) az do pH = 3.5
Doplnime na objem 500 ml

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,O a ptidame
277.4 ml formic acid (99%)
Nastavime pH pomoci LiOH na hodnotu 3.5
Doplnime objem na 2 1.

16



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

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: 0.8M LiCl, 0.5 M Tris, 8.5 M Urea, pH = 8.0

Ptiprava 2 I roztoku:

1020 g urea

121.1 g Tris M.W.=121.1)

67.84 g LiCl (m.W.=42.4)

Rozpustime v 1,5 | HPLC H,O
Nastavime pH pomoci conc. HCI na hodnotu 8.0
Doplnime objem na 2 1.

D5=DI: 1 M Sodium phosphate, pH = 6.8

Poti‘ebné pristroje

Chromatografické a promyvaci tanky

El. vysousece (vlasové)

Prosvétlovaci zafizeni na folie

Hypercassette™ 35x 43 cm a 20.3x25.4 cm , Amersham, USA
Automaticky vyvolava¢ rentgenovych filmti CURIX 60, Agfa
Ochranné pomticky pro praci v izotopové laboratofi

Podminky chromatografie
Chromatografie D1 - D5 je schematicky zobrazena na obr.¢.2.
Dl probiha pfes noc na konec filtra¢ni pasky (10x20 cm, Whatman ¢.3) piisponkované k

folii, min. 15 h
D2 vyvijeni az k pocatku (OR) s nanesenymi adukty (cca 1 min)

D3 35h

D4 3h

D5 pies noc, az na konec filtracni pasky (10x7 cm, Whatman ¢.2) pfisponkované k folii,
min. 15 h
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Postup chromatografie

1.

Rozkresleni chromatografickych folii (obr.€.2) podle piedlohy provadime na prosvétlovacim
zafizeni, nejlépe pfed zahdjenim postlabelingového experimentu (pfed hydrolyzou). K
rozkreslenym a sefiznutym foliim pfisponkujeme filtracni pasky 10x20 cm. Takto jsou folie
piipraveny pro nandseni vzorki.

Vzorky po oznaceni y-**P-ATP podle postupu uvedeném v kap.7, kvantitativné nana$ime na
vyznaceny pocatek OR a folie ihned vlozime do chromatografickych tankt s roztokem D1 (tank
pro 16 vzorki - 180 ml D1). Nechame vyvijet pfes noc.

Rano odstfihneme filtracni pasky podle vyznacené linie a folie ponoiime s nosnikem do
promyvaciho tanku s dest. vodou. Destilovanou vodu nechdme mirné protékat tankem po dobu
20 min.

Po skonceni promyvani vyjmeme folie s nosnikem a umistime je pod vysousece. SuSime opatrné
s mirnym ohfevem cca. 15-20 min. Suché folie ponofime 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 vzorkl - 180 ml D3) a vyvijime 3.5 h.

Po této dob¢ vyjmeme folie z tanku, odstfihneme vrchni 2 cm pas folie a rozstiihneme uprostied
podle vyznacenych liniich. Promyjeme (20 min) a vysuSime stejnym zpiisobem jako po D1.
Suché folie kratce ponofime ve sméru chromatografie D4 do roztoku D4-A ve fotomisce a ihned
vlozime do chromatografického tanku s roztokem D4 (tank pro 16 vzorkli - 180 ml D4) a
vyvijime 3 h.

Po skonceni folie opet promyjeme (20 min) a vysuSime stejnym zpusobem jako v pfedchozim
ptipadé. K vysuSenym foliim piisponkujeme filtraéni pasky 10x7 cm na koncovou stranu
chromatografie D4, vlozime do tanku s roztokem D5 a nechame vyvijet pfes noc.

Nasledujici den rano odstiihneme filtra¢ni pasky, folie opét prymyjeme a vysusime. Kazdou
folii oznacime Cislem a v rozich 2 teckami pomoci fluorescenéniho pera. Umistime do predem
vycisténych autoradiografickych kazet. Ve fotokomoie vloZime filmy X-ray KODAK a
nechame exponovat v mrazicim boxu pfi teploté -80°C po dobu 1-5 dnti podle typu vzorkd.

Filmy po skoncené expozici vyvolame v automatickém vyvolavaci rentgenovych filmu.
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9. Vyhodnocovani chromatografickych map DNA adukti

Vyvolané rentgenové filmy predstavuji mapu DNA adukti, resp. spotil, na chromatografickych foliich

pro jednotlivé analyzované vzorky. Pro dany set vzorkll se zvoli vhodny templat mapy spotl a

diagonalni radioaktivni zony (DRZ) pro jejich vystiihovani, ktery pak pouzivame pro vSechny vzorky v

této studii. Aktivita vystiizenych spoti a DRZ se méfi na kapalném scintilaénim pocitaci.

Chemikalie a materialy

Scintilaéni koktejl LSC SigmaFluo™ (Sigma L8286)
Scintilaéni lahvicky (Greiner)

Poti‘ebné pristroje

LS counter, Wallac (Pharmacia)

Ochranné pomticky pro praci v izotopové laboratofi
Prosvétlovaci zarizeni Kaiser prolite basic (KFB 2176)
Dévkovac scintilatniho koktejlu
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Postup vyhodnocovani chromatografickych folii

1. Zvolime vhodny templat mapy spoti a diagondlni radioaktivni zoény (DRZ) pro jejich
vystiithovani. Tento templat pak pouzivame pro vSechny vzorky v této studii. Templat
rozkreslime na filmech u vSech jednotlivych vzorki véetné blankovych vzork.

2. Podle filmu rozkreslime templdt na jednotlivé chromatografické folie s pouzitim
prosvétlovaciho zafizeni a vodicich znacek fluorescen¢niho pera. Jednotlivé spoty a DRZ u
kazdého vzorku opatrné vystithame a vlozime do predem popsanych scintilacnich lahvicek. Do
lahvicek nadavkujeme scintila¢ni koktejl (5 ml/lahvicka), zazatkujeme a déme méfit do
scintila¢niho pocitace. Je vzdy nutné provést v programu editaci referenéniho data pro y-**P-
ATP pouzitého v daném experimentu.

3. Vysledky méfeni (CPM) jsou automaticky ukladany do file ve verzi LOTUS (\WKS). Soucasné
vSak nechame data tisknout v textové formé na pfipojené tiskarné pro kontrolu méteni. Je-li
meéteni v poradku, prislusny file pfeneseme disketou do pocitace s programem Excel, kde data

vyhodnocujeme.
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10. Stanoveni celkové koncentrace nukleotidii pomoci HPLC

Pro vypocet hladin DNA aduktd je nutné¢ znat celkovou koncentraci nukleotidli v analyzovanych
vzorcich. Analyza alikvoti jednotlivych vzorki, od€lenych po hydrolyze DNA, 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

Membranové filtry pro mobilni fazi, Waters

Chromatograficka kolona SGX C18 5 im,4 x 250 mm, TESSEK, ¢.141 300013 001

Predkolona SGX C18 5 im, 4 x 40 mm, TESSEK, CR

Roztoky

25 mM NaH,PO,, pH=4.0 s obsahem acetonitrilu 2% - mobilni faze
Pro ptipravu 2 | roztoku rozpustime v 1.5 1 HPLC vody:
6.0 g bezvody NaH,PO, (M.W.= 120) nebo
6.9 g NaH,PO,.H,O (M.W .= 138)
Nastavime pH pomoci zied'. kyseliny fosforecné. Pfiddme 40 ml acetonitrilu a doplnime
do 2 1. Pfed pouzitim vzdy zfiltrujeme na filtranim zafizeni Waters s pouZitim
membranového filtru pro vodné mobilni faze.
Uchovavame v lednici nejvyse jeden mésic.

Roztoky standardii pro kalibraci o koncentraci 100 ng dC, dG, dT a dA/ul

Nukleotidy rozpustime (v originalnich lahvickach) v piislusném objemu HPLC vody,
odpovidajicim koncentraci 1mg/pul. Nafedime 10x na koncentraci 100 ng/ul. Alikvoty po 100 ul
uchovavame v mrazicim boxu pii — 80 °C.

Poti‘ebné pristroje

Centrifuga Savant Speed fuge HSC 10K, centrifuga Spectrafuge 24D Labnet
Vortex MS2 Minishaker IKA, vortex Bio vortex V1 BIOSAN
Filtracni zafizeni pro mobilni fazi, Waters
HPLC systém Waters sestavajici z nasledujich casti:
HPLC pumpa typ 600
Diode-array detektor typ 966
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Autosampler typ 717

Osobni pocitac¢ Digital
Chromatogaficky software Millenium
Laserova tiskarna HP 5P

Podminky HPLC analyzy

Isokratické

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¢)

Naéstiikovy objem vzorku: S5ul

Kolona: Analyticka, 4 x 250 mm, 5 im, ODS 18

Detekce: Snimani spektra v rozsahu vinovych délek 230 -320 nm; procesorovani pii 260 nm

Kalibraéni kiivky: Standardy dC, dG, dT a dA-5-monophosphates. Kalibrace pro jednotlivé
nukleotidy se provadi v rozsahu 10-30 ng.

Retencni ¢asy: 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 pfi
vyméné nové kolony nebo ptredkolony. Ovétujeme jednobodové pied kazdym novym setem
vzorkll. Smichame zasobni (zamrazené) roztoky standardi v poméru 1:1:1:1, coz odpovida
vysledné koncentraci nukleotidii 25 ng/ul a nafedime 10x. Provedeme nastiik 4 ul = 10 ng
kazdého nukleotidu.

2. Alikvoty DNA vzorkd po hydrolyze (2.5 pl) rozmrazime a ptiddme 37.5ul HPLC vody.
Zvortexujeme a zcentrifugujeme. Vzorky prepipetujeme k HPLC analyze do ptislusnych insertd.

3. Naprogramujeme analyzu piislusného setu vzorku v programu Millenium. Vysledky analyz
jednotlivych vzorki jsou automaticky vypisovany a soucasné ukladany na hard disk. Z vysledkii
o koncentarci jednotlivych nukleotidli vyhodnocujeme jejich sumaci koncentraci DNA ve

vzorku (ug DNA), ktera byla vzata do postlabelingového experimentu.
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11.  Vypocet hladin DNA adukti

Vypocet hladin DNA adukt v analyzovanych vzorcich provadime v programu Excel. Pro vysledny
pocet DNA aduktl - Z v daném vzorku plati vztah

7 [adukt 110° nukleotid] = 0.00501 B3cey

LgDNA

Mnozstvi DNA ve vzorku X (ug DNA) vyhodnotime z HPLC analyzy nukleotidl. Provadime korekci
CPM analyzovanych vzorka podle CPM blankovych vzorku a to pro jednotlivé spoty (DNA adukty) i
diagonalni radioaktivni zony.

Vypocitame hladinu DNA adukti B(a)P-DNA standard, ktery pouzivame pii kazdém postlabelingovém
experimentu v triplikatech pro kontrolu vSech postupti. Je-li primérna hodnota z triplikdtu odchylena od
hodnoty deklarované pro standard > 15%, pak kvantitativni vysledky experimentu nepovazujeme za
relevantni a hodnotime pouze vysledky kvalitativni (mapa aduktii a jejich zastoupeni v jednotlivych

analyzovanych vzorcich).
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