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B.18. USZKODZENIE I NAPRAWA DNA - NIEPLANOWA SYNTEZA
DNA - BADANIE NA KOMORKACH SSAKOW IN VITRO

1. METODA

1.1. Wstep

Zamieszczono we Wstepie Ogélnym Czesci B.
1.2. Definicje

Zamieszczono we Wstegpie Ogéinym Czgsci B.
1.3. Substancje kontrolne

Nie sa stosowane.

1.4. Zasada badania

Test nieplanowej syntezy DNA (UDS) shuzy do oceny syntezy naprawczej DNA po wycieciu i usunieciu
odcinka DNA zawierajacego obszar uszkodzony przez czynniki chemiczne lub fizyczne. Badanie opiera si¢ na
pomiarze wbudowywania znakowanej trytem tymidyny (CH-TdR) do DNA komérek ssakéw, niebedacych
w fazie S cyklu komérkowego. Ilo§¢ wbudowanej *H-TdR moze by¢ okreslana metoda autoradiograficznego
i scyntylacyjnego (LSC) pomiaru DNA wyizolowanego z komdrek poddanych dzialaniu zwiazku. Komérki
ssakéw w hodowli, o ile nie sg to hepatocyty szczura z pierwotnej hodowli, sa poddawane dzialaniu czynnika
badanego w obecnosci lub bez egzogennego ukladu aktywacji metabolicznej. Test nieplanowej syntezy DNA
moze by¢ réwniez wykonany in vivo.

1.5. Kryteria wiarygodnosci badan
Nie s stosowane.

1.6. Opis metody badawczej

1.6.1. Przygotowanie

Substancje badane ikontrolne powinny by¢ przygotowane w medium hodowlanym, rozpuszczone albo
zawieszone w odpowiednim nosniku i dopiero p6zniej rozcieficzone w medium hodowlanym w celu uzycia ich
do badania. Koficowe stezenie no$nika nie powinno wplywa¢ na zywotno$¢ komorek.

W badaniu moga by¢ stosowane pierwotne hodowle hepatocytéw szczura, limfocyty ludzkie lub okre$lone linie
komorkowe (np. diploidalne fibroblasty ludzkie).

Komérki powinny by¢ eksponowane na badanag substancj¢ chemiczna zaréwno z odpowiednim ukladem
aktywacji metabolicznej, jak i bez niego.

1.6.2. Warunki badania

Liczba hodowli

Do okredlenia UDS metoda autoradiograficzna w kazdym eksperymencie konieczne sa przynajmniej dwie
hodowle komérek, a szes¢ hodowli (lub mniej, jesli jest to naukowo uzasadnione) do okreslenia UDS za pomoca
licznika scyntylacyjnego.

1.6.3. Stosowanie kontroli ujemnej i dodatniej

Rownolegle wkazdym eksperymencie powinny by¢ przeprowadzone badania kontrolne (kontrola dodatnia
i kontrola ujemna tzn. komérki niepoddane dziataniu zadnego zwiazku i/lub z noénikiem) z metabolicznym
ukiadem aktywujacym i bez niego.

Przyktadami substancji wykorzystywanych w badaniach kontrolnych dodatnich w tescie na hepatocytach szczura
sa 7,12-dimetylobenzantracen lub 2-acetyloaminofluoren. W przypadku okre§lonych linii komérkowych,
przykladem substancji wykorzystywanej w kontroli dodatniej jest tlenek N-4-nitrochinoliny zaréwno do oceny
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autoradiograficznej, jak 1scyntylacyjnej prowadzone) bez aktywacji metabolicznej; natomiast do badania
w obecnosci ukladow aktywacji metabolicznej jako kontrolg pozytywna stosuje si¢ N-dimetylonitrozoamine.

1.6.4. Stgzenia substancji w czasie ckspozycji

W celu okreslenia dokladnej reakcji, wbadaniu powinno stosowac si¢ wiele stezen substancji badanej,
w niezbednym zakresie. Najwyzsze stgzenie powinno wywolywaé niewielkie efekty cytotoksyczne. Zwigzki
stosunkowo stabo rozpuszczalne w wodzie powinny by¢ badane w stgzeniach, az do osiagnigcia ich
rozpuszczalnosci. Dla zwiazkéw nietoksycznych, tatwo rozpuszczalnych w wodzie, goérne stezenie badanej
substancji powinno by¢ okreslone w zaleznosct od potrzeb.

1.6.5. Komorki

Do utrzymywania hodowli powinny by¢ stosowane odpowiednie media hodowlane, stgzenie CO,, temperatura
1 wilgotnos¢. Ustalone linie komorkowe powinny by¢ okresowo sprawdzane, czy nie sg zakazone Mycoplasma.

1.6.6. Aktywacja metaboliczna

Do pierwotnej hodowli hepatocytow nie stosuje si¢ ukladu metabolicznej aktywacji. Ustalone linie komorkowe
t limfocyty sa eksponowane na badana substancj¢ zardéwno w obecnosci, jak ibez odpowiedniego ukfadu
aktywacji metabolicznej.

1.6.7. Opis postgpowania
1.6.7.1. Przygotowanie hodowli

Ustalone linie komorkowe otrzymane zhodowli podstawowych (np. przez trypsynizacje lub wytrzasanie)
wysiewa si¢ w odpowiedniej gestosci w naczyniach hodowlanych i inkubuje w 37°C.

Krotkoterminowe hodowle hepatocytow szczura sa zakladane ze $wiezo wyizolowanych hepatocytow,
w odpowiednim medium w celu przyczepienia si¢ ich do podioza hodowlanego.

Hodowle limfocytéw ludzkich sa zakladane przy uzyciu odpowiednich technik.

1.6.7.2. Wykonanie badania

Pierwotna hodowla hepatocytdw szczura.

Swiezo wyizolowane hepatocyty szczura sa eksponowane na badana substancj¢ w medium zawierajacym
*H-TdR przez odpowiednio diugi czas. Po zakonczeniu okresu dziatania, medium powinno by¢ $ciagniete znad
komorek, nastgpnie komorki powinny by¢ przemyte, utrwalone i umieszczone na szkietkach podstawowych oraz
wysuszone. Preparaty komorek na szkietkach podstawowych powinny by¢ pokryte emulsja autoradiograficzng
(moze by¢ stosowana inna odpowiednia emulsja §wiatloczuta), nast¢pnie eksponowane, wywolane, odpowiednio
zabarwione 1 policzone.

Ustalone linie komoérkowe 1 limfocyty.

Techniki autoradiograficzne: Hodowle komoérek sg eksponowane na badana substancj¢ przez odpowiednio dlugi
czas, nastepnie poddawane dziataniu *H-TdR. Czas narazenia komérek jest uzalezniony od rodzaju substancii,
aktywnoséci ukladow metabolicznych itypu komoérek. W celu wykrycia szczytu UDS, *H-TdR powinna by
dodawana rdéwnoczesnie z badang substancjg lub wciagu kilku minut po ekspozycji na badang substancjg.
Wybér jednej z tych dwoch procedur bedzie zalezat od interakcji pomigdzy badang substancja i "H-TdR. W celu
rozroznienia (oddzielenia) UDS od semikonserwatywnej replikacji DNA, nalezy zahamowac¢ replikacje DNA, na
przyklad przez stosowanie medium bez argininy lub o niskiej zawartosci surowicy albo stosowanie w medium
hodowlanym hydroksymocznika.

Pomiary UDS za pomocg LSC: Przed ekspozycjg na badana substancje, przejscie komorek do fazy S powinno
by¢ zablokowane w sposdb opisany powyzej; nastgpnie komorki powinny byé eksponowane na badang
substancjg, jak opisano w metodzie autoradiograficznej. Pod koniec okresu inkubowania DNA powinno by¢
wyekstrahowane z komorek 1powinna by¢ oznaczona calkowita zawartos¢ DNA oraz ilo$¢ wbudowanej
tymidyny.

Nalezy =zaznaczy¢, ze jezeli w powyzszych metodach stosowane sa limfocyty ludzkie, blokowanie
semikonserwatywnej replikacji DNA nie jest konieczne, jesli sa to hodowle niestymulowane.
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1.6.7.3. Analizy

Ocena autoradiograficzna

Do oceny UDS whodowli komérek nie sa liczone jadra komoérkowe w fazie S. Powinno byé policzone
przynajmniej 50 komoérek w kazdym stgzeniu. Szkietka podstawowe powinny byé przed liczeniem zakodowane.
Na kazdym szkielku powinno by¢ kilka oddzielnych policzonych, przypadkowych pél. Ilog¢ wbudowanej
*H-TdR w cytoplazmie powinna by¢ okreslona przez policzenie, w kazdej analizowanej komérce, ziaren z trzech
obszaréw cytoplazmy, z ktérych kazdy ma powierzchni¢ odpowiadajaca powierzchni jadra komorkowego.

Oznaczanie z uzyciem licznika LSC
Do oceny UDS metoda LSC powinna by¢ stosowana odpowiednia ilo$¢ hodowli dla kazdego stezenia i kontroli.
Wszystkie wyniki powinny by¢ potwierdzone w oddzielnym, niezaleznym eksperymencie.

2. WYNIKI
Wyniki powinny by¢ przedstawione w formie tabelaryczne;.
2.1. Ocena autoradiograficzna

Oddzielnie nalezy zanotowaé ilosé wbudowanej *H-TdR do cytoplazmy i ilo§é ziaren znalezionych poza jadrem
komoérkowym.

Do opisu rozmieszczenia *H-TdR wbudowanej w cytoplazmie oraz ilosci ziaren/na jadro komérkowe moze by¢
stosowana warto$¢ Sredniej arytmetycznej, mediany i modalne;.

2.2, Ocena z uzyciem licznika LSC

W metodzie LSC iloé¢ wbudowanej *H-TdR powinna by¢ przedstawiona w postaci liczby rozpadéw na minute
na pg DNA (dpm/pg DNA). Do opisu rozmieszczenia wbudowanej *H-TdR moze byé stosowana srednia
arytmetyczna dpm/umg DNA i jej standardowe odchylenie.

Wyniki powinny by¢ obliczane przy uzyciu odpowiednich metod statystycznych.

3. SPRAWOZDANIE
3.1. Sprawozdanie z badan

W sprawozdaniu zamieszcza sig, z uwzglednieniem zakresu badan, nastepujace informacje:

- nazwg zastosowanych komorek, gesto$¢ komoérek w hodowli i liczbg pasazy komérkowych w czasie dzialania
zwiazku, liczbg hodowli komérkowych,

- opis metod stosowanych do utrzymywania hodowli komérek z podaniem medium, temperatury i st¢zenia CO,,

- nazwge substancji badanej, noénika, st¢zenia i uzasadnienie wyboru stezen zastosowanych w badaniu,

- szczegblowy opis ukladéw aktywacji metaboliczne;j,

- przebieg doswiadczenia,

- kontrole dodatnie i ujemne,

- opis zastosowanej techniki autoradiograficznej,

- opis procedury zastosowanej do zablokowania przej$cia komoérek do fazy S,

- opis procedury zastosowanej do ekstrakcji DNA i oznaczenia catkowitej zawartosci DNA metoda LSC,

- zalezno$¢ dawka/odpowiedz, jesli to mozliwe,

- ocene statystyczna,

- omoéwienie wynikow,

- interpretacj¢ wynikéw.

3.2. Ocena i interpretacja wynikéw

Przeprowadza sig¢ na podstawie przepiséw Wstgpu Ogdlnego Czesci B.



