Laboratorium radiobiologiczne ZFB

Test aberracji chromosomowych -
protokoél do éwiczen laboratoryjnych

1 Wprowadzenie

Kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA) jest duza czasteczka o dobrze znanej podwdjnej helikalnej struktu-
rze. Sktada sie z dwdch nici utrzymywanych razem przez wigzania wodorowe miedzy zasadami azotowymi.
Szkielet kazdej nici sktada sie z naprzemiennych grup cukrowych i fosforanéw. Cukrem tym jest dezok-
syryboza. Do tego szkieletu dotaczone sa cztery zasady, ktérych sekwencja okresla kod genetyczny. Dwie
zasady to zasady z pojedynczym pierécieniem (pirymidyny) - tymina i cytozyna. Dwie pozostale to zasady
z podwdjnym pierscieniem (puryny) - adenina i guanina. Zasady na przeciwnych niciach musza sie uzupet-
niaé¢, adenina taczy sie z tymina, a guanina z cytozyna. Schemat budowy nici DNA zostal przedstawiony
na Rysunku 1.
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Rysunek 1: Fragment struktury podwdjnej nici DNA [1].

Promieniowanie jonizujace indukuje duza liczbe zmian w strukturze DNA, z ktorych wiekszosé jest
z powodzeniem naprawiana przez komérke. Dawka promieniowania, ktora indukuje Srednio jedno $mier-
telne zdarzenie na komérke pozostawiajac 37% weciaz zywotnych, nazywana jest Dg. W przypadku komérek
ssakéw Dg pochodzaca od promieniowania X zwykle wynosi od 1 do 2 Gy. Liczba zmian DNA na komérke
wykrytych natychmiast po takiej dawce wynosi w przyblizeniu [2]:

uszkodzenie zasady, >1000

jednoniciowe przerwanie struktury DNA (ang. single-strand break, SSB), 1000
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dwuniciowe przerwanie struktury DNA (ang. double-strand break, DSB), 40

Jedli komorki zostana napromienione niska dawka promieniowania rentgenowskiego, nastapi wiele po-
jedynczoniciowych uszkodzen. Mozna je obserwowaé i oceniaé¢ jako funkcje dawki, jesli DNA zostanie
zdenaturowane, a struktura nosna zostanie usunieta. Jednak w nienaruszonym DNA SSB maja niewielki
wplyw biologiczny na zabijanie komérek, poniewaz sg one latwo naprawiane na podstawie drugiej nici,
ktéra nie zostala uszkodzona. Jesli naprawa jest niepoprawna (bledna naprawa), moze to spowodowaé
mutacje. Jesli obie nici DNA sg zerwane, ale odstepy pomiedzy nimi sa duze, naprawa réwniez nastepuje
latwo, poniewaz dwie przerwy sa naprawiane osobno.

W przeciwienstwie do tego, jesli pekniecia dwoch nici sa naprzeciw siebie lub oddzielone tylko Kkil-
koma parami zasad, moze to prowadzi¢ do powstawania DSB, powodujac rozszczepienie chromatyny na
dwie czeéci. Uwaza sie, ze DSB sa najpowazniejszymi zmianami powstajacymi w chromosomach, ktore
idnukuje promieniowanie. Oddzialywanie dwéch DSB moze powodowaé¢ $mieré komérek, powstawanie no-
wotworéw lub mutacje. Istnieje wiele rodzajéw DSB, rézniacych sie odlegtoscia miedzy zerwaniami dwdch
nici DNA a rodzajem tworzonych grup koncowych. Ich wydajnos¢ w napromieniowanych komérkach jest
okolo 0,04 razy wieksza niz SSB i sa one indukowane liniowo z dawka, co wskazuje, ze sa one tworzone
przez pojedyncze Sciezki promieniowania jonizujacego.

Jednym z rodzajéw mutacji sa aberracje chromosomowe, czyli zmiany w strukturze chromosomdw
spowodowanych peknieciami chromatyd i laczeniem sie odcinkéw w innych uktadach niz pierwotne ze
wzgledu na interakcje miedzy wolnymi koncami podwojnoniciowych peknieé DNA indukowanych promie-
niowaniem.
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Rysunek 2: Zaleznos¢ dawka-efekt dla catkowitej liczby aberracji chromosomowych. Dane dla limfocytéw
krwi obwodowej od szesciu dawcéw po napromienieniu in vitro 0, 3, 5, 71 10 Gy promieniowania 7 [3].

Aberracje chromosomowe w limfocytach krwi obwodowej czlowieka sg szeroko stosowane jako bio-
markery ekspozycji na promieniowanie. W prébkach krwi uzyskanych do oceny cytogenetycznej w ciagu
od kilku dni do kilku tygodni po napromieniowaniu calego ciata czestotliwo$¢ aberracji asymetrycznych
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(dicentrycznych i pierécieniowych) w limfocytach odzwierciedla otrzymana dawke. Limfocyty w prébce
krwi sg stymulowane do podzialu za pomoca mitogenu, takiego jak fitohemagglutynina i sg zatrzymywane
w metafazie, a czestosé¢ wystepowania pierscieni i dicentrycznych jest oceniana. Dawke mozna oszacowaé
przez poréwnanie z hodowlami in vitro narazonymi na znane dawki. Rysunek 2 pokazuje krzywa dawka-
odpowiedz dla aberracji w ludzkich limfocytach wytwarzanych przez promienie. Dane sa dopasowane
liniowo-kwadratowa zaleznoscia, zgodnie z oczekiwaniami, poniewaz piericienie i dicentryczne wynikaja
z interakcji dwéch peknieé¢ chromosoméw, jak opisano wezeéniej. Sktadnik liniowy jest konsekwencja dwoch
zerwan wynikajacych z pojedynczej naladowanej czastki. Jezeli te dwa pekniecia wynikaja z réznych na-
tadowanych czastek, prawdopodobienistwo interakcji jest kwadratowa funkcja dawki. Ilustruje to réwniez
tworzenie dicentryczne na Rysunku 2.

W ramach niniejszego ¢wiczenia zostanie wykonany test aberracji chromosomowych dla komérek PC3
(linia komérkowa raka gruczotu krokowego).

2 Medium i odczynniki

2.1 DMEM - F12

Jest to syntetyczna pozywka do hodowli komoérek, ktéra jest uzywana do utrzymywania komoérek w hodowli
tkankowej. Stanowi ona podstawowe Srodowisko wzrostu zastepujace srodowisko naturalnego wystepowa-
nia komorek. Jest zrédlem substancji odzywczych, w tym cukréw, aminokwaséw, witamin, mineratéw, ale
takze, poprzez wlasciwy sktad, odpowiada za zachowanie pozadanego pH i osmolalnosci.

2.2 RPMI - 1640

Pozywka RPMI jest zaliczana do podstawowych pozywek wzrostowych do hodowli komérek. Tradycyjnie
byta stosowana do wzrostu ludzkich limfocytow. To medium zawiera duzo fosforanéw i jest przeznaczone do
stosowania w atmosferze zawierajacej 5% COz. RPMI 1640 wykorzystuje dwuweglanowy uktad buforowy
i rézni sie od wiekszosci pozywek pH, ktére jest nieco bardziej zasadowe (pH = 8).

2.3 Fetal Bovine Serum (FBS)

Serum jest wykorzystywane jako pozywka dla komoérek macierzystych w hodowli in vitro. Gtéwnym sktad-
nikiem surowicy bydlecej jest biatko globularne, albumina surowicy bydlecej (BSA). Bogata réznorodnosé
bialek w surowicy utrzymuje komérki hodowane w pozywce, w ktérej moga przetrwaé, rosnac i dzielié.

2.4 Penicylina/Streptomycyna

Mieszanina antybiotykéw Penicyliny (5000 IU) oraz Streptomycyny (5000 g/ml) w 50-krotnym stezeniu.
Penicylina blokuje aktywnosci enzyméw bakteryjnych — transpeptydaz (PBP) bioracych udzial w ostatnim
etapie syntezy peptydoglikanu $ciany komoérki bakteryjnej, za$ streptomycyna jest naturalnym antybioty-
kiem aminoglikozydowym (zakléca synteze bialek bakteryjnych). Zalecane stezenie mieszanki antybioty-
kéw stosowane w pozywce do hodowli komérkowej to 20 ml/L.

2.5 DPBS

Jest to roztwér soli na bazie wody zawierajacy wodorofosforan disodu, chlorek sodu i diwodorofosforan
potasu. Bufor pomaga utrzymacé stale pH. Osmolarnos$é i stezenia jonéw w roztworach odpowiadaja ste-
zeniom w organizmie czlowieka. PBS ma wiele zastosowan, poniewaz jest izotoniczny i nietoksyczny dla
wiekszosci komérek. Zastosowania te obejmujg rozcienczanie substancji i ptukanie pojemnika z komérkami.
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2.6 Trypsyna

Trypsyna to enzym trawiacy biatka. W laboratorium hodowli tkankowej trypsyna jest stosowana do po-
nownego zawieszania komorek przylegajacych do Sciany naczynia do hodowli komérkowej podczas procesu
pobierania komérek. Niektére typy komorek przylegaja do bokéw i dna szalki podczas hodowli in vitro.
Trypsyna shuzy do rozszczepiania bialek utrzymujacych hodowane komérki na szalce, dzieki czemu ko-
morki mozna usunaé z ptytek.

2.7 Trypan Blue

Trypan Blue jest powszechnie stosowany w mikroskopii jako barwnik niezbedny do selektywnego zabar-
wienia martwych tkanek lub komérek.

2.8 Izopropanol

70% wodny roztwor izopropanolu stosowany jest jako plyn antyseptyczny. Nalezy uzywaé go do odkaza-
nia powierzchni, na ktoérych wykonywany jest eksperyment, a takze do przemywania drobnego sprzetu
laboratoryjnego.

3 Hodowla komoérek PC3 w laboratorium radiobiologicznym

Hodowle komérek in vivo nalezy przeprowadzaé¢ w warunkach sterylnych (zastosowanie komory z lami-
narnym przeplywem powietrza), srodowisku o stalej optymalnej temperaturze (dla wiekszosci kmorek
pochodzenia ludzkiego temperatura ta wynosi 37°C), i wilgotnosci utrzymanej na poziomie 95%, stalym
stezeniu COs (inkubatory przeznaczone do hodowli komérek, 5-10%). Nalezy réwniez zapewni¢ komérkom
niezbednych do zycia oraz proliferacji skltadnikéw odzywezych (pozywki hodowlane).

Wszystkie przybory laboratoryjne nalezy zdezynfekowaé przed ich umieszczeniem w komorze laminar-
nej. Czynno$ci zwiazane z prowadzeniem hodowli komdrkowej nalezy wykonywaé szybko i sprawnie.

Pasazowanie komoérek PC3

3.1 Przygotowanie pozywki dla komérek

Nalezy przygotowaé roztwér DMEM zawierajacy 10% FBS oraz 0,6% antybiotyku. Pozywka, ktéra
jest wykorzystywana podczas napormieniania komoérek moze zawieraé 2% FBS oraz 1% antybiotyku.
3.2 Pasazowanie komoérek przed napromienianiem

Wszystkie objetosci odczynnikéw sa podane dla butleki o pojemnosci 75 ml. W sytuacji zmiany obje-
tosci butelki do hodowli komoérkowej nalezy odpowiednio przeskalowaé objetosci podanych odczynnikéw.

1. Usun z kolby medium. Dodaj 10 ml PBS, lekko poruszaj kolba (wykonuj ruchy po 8, aby jak najlepiej
przeptukaé¢ komérki) Usun PBS.

2. Dodaj 1 ml trypsyny.

3. Inkubuj komorki przez 10 min w temperaturze 37°C, aby komérki oderwaly sie od $ciany kolby.
Podczas ostatnich 2 min obserwuj komérki pod mikroskopem.
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3.3

4

Po oderwaniu komoérek od $cianki dodaj 9 ml pozywki i ponownie zawie$§ komorki, ptuczac po-
wierzchnie i pipetujac w gére i w dét 5-10 razy.

. Pobierz mala probke zawieszonych komérek (<0,5 ml) w prébéwee Eppendorfa i zlicz komorki

zggodnie z protokotem zliczania.

. Zachowa 1 ml komoérek w oryginalnej kolbie (aby podzieli¢ je w proporcji 1:10). Dodaj pozywke,

aby uzyska¢ catkowita objetosé 10 ml.

Protokél zliczania komorek

. Dodaj 30 pl trypan blue i 30 upl zawiesiny komoérek w probéwce Eppendorfa. Pobierz 10 ul na

studzienke i policz w liczniku komoérek. Pamietaj, aby uzy¢ wlasciwego protokotu.

. W16z plastikowy slajd, powieksz, aby sprawdzi¢ ostro$é. Wioéz nastepna prébke i ponownie policz

komoérki.

. Zapisz liczbe zywych komérek i zywotnosé w %.

Powtérz procedure 3 razy i wyznacz érednia z otrzymanych wynikéw.

Zbieranie komoérek PC3 do analizy aberracji chromosomowych

Po 24 godzinach hodowli do prébek dodawaé kolcemid (Sigma) do stezenia koncowego 1 g/ml. W 70
godzinie hodowli dodawaé kalikuling A (50 nM) w celu indukcji PCC. Po 72 godzinach hodowli odwirowaé
i utrwali¢, a nastepnie wybarwi¢ preparaty. sposéb.

4.1
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Protokoétl dla komorek po napromienianiu
Wiruj 10 min z predkoscia 1000 r/min.
Odciagnij supernatant, pozostaw okoto 0,5 ml osadu.

Powoli dodawaj (mieszaé przez wirowanie) 5-7 ml cieptego (37°C) hipotonicznego roztworu - 0,075 M
KC1

Umies¢ w tazni wodnej lub w inkubatorze (37°C) na 15 minut.

Wiruj 15 min z predkoscig 1000 r/min.

Odciagnij supernatant, pozostaw okoto 0,5 ml granulatu.

Powoli dodaj (wymieszaj przez wirowanie) 5-7 ml lodowatego (0°C) utrwalacza.
Pozostaw na noc w lodéwce lub przejsé do nastepnego kroku.

Wiruj 10 min z predkoscia 1000 r/min.

Wykonaj 2-3 plukania utrwalaczem - supernatant musi by¢ czysty.

Odciagnij supernatant opuszczajacy osad w 0,1 - 0,5 ml utrwalacza.

Nanie$ 2-3 krople granulatu na odtluszczone, zimne (chlodzone) preparaty. Sprawdz zanieczyszczenie
cytoplazmy. W przypadku zanieczyszczenia dodaj kilka kropli kwasu octowego do osadu, wymieszaj,
sprobéj ponownie. Sprébdj zastosowaé na mokrych slajdéw. Wykonaj 2-4 szkietka na granulke.
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13. Susz preparaty przez noc.

14. W16z szkietka do 5-10% roztowru Giemsy w celu zabarwienia komoérek na 5-10 minut. Nastepnie
przeptucz szkietka woda destylowana.

15. Susz w powietrzu (lekko potrzasajac w dloniach szkietkiem).

4.2 Odczynniki chemiczne potrzebne do aberracji chromosomowych

0,075 M KCl1
2,8 ¢ KCL / 500 ml wody destylowanej
Przechowywaé w 4°C

Utrwalajace:
Metanol 3
Kwas octowy 1

BrdU (5’-bromo-2’-deoksyurydyna), Sigma B9285
Rozwigzanie STOCK
Rozpuscié¢ 0,0031 g BrdU w 10 ml PBS / RPMI 1640
Sterylizowaé przez filtracje (filtr 0,22 mm)
Przechowywaé¢ w lodéwce (w temperaturze 4°C) w folii aluminiowe;j.

Bisbenzamid (Hoechst 33258), Sigma B28283 - TRUCIZNA!
ZBIORY:
Rozpusci¢ 0,05 g w 100 ml A. dest.
Przechowywaé¢ w folii aluminiowej w temperaturze 4°C
Roztwér roboczy: wymiesza¢ 0,5 ml z 50 ml wody destylowanej

Calyculin A (Sigma C5552) - 10 ug
Rozpuscié¢ zawarto$é w 1 ml etanolu (bez wody) lub DMSO
Podwielokrotnosé 25 ul w malych probéwkach Eppendorfa, przechowywaé w temperaturze —20°C
Doda¢ 25 pl na 5 ml pozywki. Stezenie koncowe: 50 nM.

Kwas okadaikowy
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