Acta hygienica, epidemiologica et microbiologica
Cislo 1/2007

Metody biologického monitorovani
genotoxickych ucinki faktort prostredi

Cytogeneticka analyza perifernich lymfocyti

Aktualizace platné standardni metodiky
(Ptiloha AHEM 20/1989, 5/2000)

Praha, ¢erven 2007

Ptedseda redak¢ni rady: doc. MUDr. L. Komarek, CSc.
Clenové: prof. MUDr. V. Bencko, DrSc., MUDr. J. Mika,
RNDr. F. Rettich, CSc., Mgr. J. Vesela, MUDr. J. Volf, Ph.D.

Statni zdravotni ustav v Praze
ISSN 1804-9613



ACTA HYGIENICA, EPIDEMIOLOGICA ET MICROBIOLOGICA
Cislo 1/2007 - &erven 2007

Cytogeneticka analyza perifernich lvmfocyti
Aktualizace platné standardni metodiky

Autofi: D. Oc&adlikova, H. Bavorova, J. Smid - Narodni referenéni laboratof
pro genetickou toxikologii, SZU

Vychazi nepravidelné v elektronické podobé

Redakce:
Telefon: 267082288, e-mail: ahemszu@szu.cz
Statni zdravotni ustav, Srobarova 48, 100 42 Praha 10



mailto:ahemszu@szu.cz

Obsah

CYTOGENETICKA ANALYZA LIDSKYCH PERIFERNICH LYMFOCYTU.................... 7
SKUPINOVE A INDIVIDUALN{ HODNOCEN{ PROFESIONALNI EXPOZICE
GENOTOXICKYM LATKAM .....cooiiiiiecteeeeeee ettt sn st 8
INTERPRETACE VYSLEDKU CYTOGENETICKE ANALYZY
SKUPINOVE HODNOCENI ......coouiiiiiiiis ettt sn st ssn s 8
INDIVIDUALNI HODNOGCENT ..ottt enes st 9
CYTOGENETICKA ANALYZA V SYSTEMU PREVENTIVNICH PROHLIDEK............ 11
STANDARDNI OPERACNI POSTUP ........oouiiiieiteesieseesee e 12
1. Predmet @ vymezeni PUSODNOSTI.....uviiiiviiiiiieiiiie et 12
2. 1= T o= ORI 12
3. PIINCIP MELOAY ...ttt ettt e reesteenreareenee e 12
4, BeZPECNOSE PIACE ... uviiiiiie ittt rr e 13
5. Chemikalie a spotiebni Materil...........cocoveiiiiiiiiiiiiie e 13
ZaK1adnT CHEMIKALIE ....vvvviiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb bbb bbb b b aaba b bbb sbbbsbaassssssssssanes 13
ROZEOKY ...t ettt et et enre e r e re e ens 14
Piistroje a pomoCna ZaFIZENT .......ceiveeiiiieiiiiii e 15
PraCcOVIT POSTUP ..vvivviiiiiie ittt sb e nbb e s bn e e sreeanes 15
T LA VZ 1o PRI 16
Bi0logické mONItOrOVANT.........ccciiiiiiiiiiii 16
TeStOVANT ZENOTOXICILY ..ovviviiiiiiriiiiiie i 16
Zpracovani kultur a ptiprava mikroskopickych prepardtli...........ccocovviiiiiiiciiiinnnn, 17
Barveni preparatll ... 18
Mikroskopickd analyza ...........ccccovviiiiiiiiii s 18
RUSIVE VIIVY .ottt 20
ValidaCe MELOUY .......ceiiiiecie ettt e esae e ens 20
10.  Vyjadfovani nejistot mefeni.........cccovvevviviiieninnns Chyba! Zalozka neni definovana.
11, Kontrola Kvality........ccccooiiiiniiiinieicccce Chyba! Zalozka neni definovana.
PRUVODKA PRO CYTOGENETICKOU ANALYZU PERIFERNICH LYMFOCYTU ....21
PROTOKOL O ZKOUSCE ..ottt st en st 23
PROTOKOL CYTOGENETICKE ANALYZY ...oiviieieeeeeeeeeeeeeeee e, 24
INTERVALY SPOLEHLIVOSTI ..ottt 25
LITERATURA ...ttt ettt ettt n sttt en et en et en s eneees 26



Cytogenetickd analyza lidskych perifernich lymfocyti je jednou
z genotoxikologickych metod, vhodnych pro biologické monitorovani expozice
a ucinku klastogennich latek na clovéka, jez jsou charakteristické svymi
casnymi uCinky. Poc¢atky biomonitorovani téchto genotoxickych latek spadaji do
70. let minulého stoleti, kdy byla pozornost soustiedéna piedev§im na expozici
¢lovéka mutagennim a karcinogennim latkdm z pracovniho prostiedi. V CR
piibyva rocné piiblizné¢ 45 000 nadorovych onemocnéni a z tohoto poctu je
zhruba 2 000 ptipadi zplsobeno profesionalni expozici chemickym latkam.
Koncem 90. let bylo u nas asi 1,4 milionu osob profesionalné¢ exponovanych
prokdzanym a podezielym karcinogenim (1). Geneticka toxikologie vyuZziva
metody biologického monitorovani v oblasti prevence nadorovym onemocnénim
nejen u osob profesionalné exponovanych mutagennim a karcinogennim latkam,
ale 1 u osob neexponovanych, ovlivnénych témito latkami z zivotniho prostiedi.
Biologicky monitoring slouzi k ureni expozice genotoxickym faktorim
pracovniho a Zivotniho prostfedi a tim umoziuje posoudit miru rizika pro
exponované 1 neexponované skupiny 1 jednotlivce. Vzhledem k tomu, Ze
Vv pribéhu uplynulych 30 let bylo vyhodnoceno cytogenetickou analyzou velké
mnozstvi vzorkil (2, 3, 4, 5, 6, 7), byly ziskdny dostatecné zkuSenosti k pfijeti
zavéru, Ze je nutné povaZovat cytogenetickou analyzu perifernich lymfocytl za
biologicky expozicni test vhodny pro skupiny i jednotlivce.

Konvencni metoda cytogenetické analyzy perifernich lymfocytd je ve
svété hodnocena jako biomarker expozice a ¢asného biologického ucinku
mutagennich a karcinogennich latek (8, 9, 10). Vzhledem k izkému vztahu mezi
mutagenezi a karcinogenezi ma vyznamnou asociaci s rizikem vzniku nadori pfi
zvySenych hodnotach aberantnich bun¢k (11, 12, 13, 14, 15, 16, 17). Dtkazy
0 tom pfinesly prospektivni kohortové studie (18). ZvySena incidence nadori
U osob s vysokou frekvenci chromozomovych aberaci byla prokdzana v severské
kohort¢ (12, 14), italské kohorté (13) a v nested case — control studii z Taiwanu
(16). V mezinarodnim projektu 5. rdmcového programu EU, kterého se
zG&astnilo 11 evropskych statd véetné Ceské republiky v letech 2000 — 2004
byla provedena epidemiologickd analyza vysledkl cytogenetickych vySetfeni
Ceské kohorty. Prokdzala signifikantni asociaci mezi vyskytem riznych typl
nadort a chromozomovym typem aberaci. Nadory zaludku vykazovaly silnou
asociaci se zvySenou frekvenci vSech typli chromozomovych aberaci. Rozsah
Ceské kohorty nema ve svété srovnani co do velikosti a kvality pouzitych udaja.
Z obdobi 1975 — 2000 bylo vybrano témét 12 000 osob, u kterych v dobé
cytogenetického vySetfeni nebylo diagnostikovano nadorové onemocnéni. Bylo
prokazéano signifikantné vyssi riziko vzniku vSech typl nadorti u osob s vyssi



frekvenci aberantnich bun€k a profesiondlné exponovanych polycyklickym
aromatickym uhlovodiklim. Uplatiiovani preventivnich opatieni pii zjisténi vyssi
frekvence chromozomovych aberaci u profesionalné¢ exponovanych osob v 70.
ve srovnani s ostatnimi staty (2, 19, 20).

Frekvence bunék s chromozomovymi aberacemi dospélé neexponované
populace v CR je odhadnuta na zikladé velkého mnozstvi udajii hygienické
sluzby na 1,2 — 2,0 % aberantnich bun¢k (21). Z analyzovanych udaji 1201
neexponovanych osob za obdobi 1980 — 1988 (22) byla stanovena frekvence
aberantnich bunék na 1,75 %, v obdobi 1989 — 1993 byla 1,87 % (339 0sob)
a Vv letech 1994 — 1999 doslo k poklesu na 1,10 % aberantnich bunék (1801
0sob). Z vysledki cytogenetickych analyz shromazdénych za obdobi 2000 —
2006 od 1998 neexponovanych osob byla stanovena frekvence aberantnich
bunék na 1,70 %. Tuto hodnotu lze v soucasné dobé povaZovat za
referen¢ni hodnotu pro profesionalné neexponovanou populaci.

Zastupci Ceské a slovenské spolednosti pro mutagenezi zevnim
prostfedim Ceskoslovenské biologické spole¢nosti a Spoleénosti pracovniho
lékatstvi CLS JEP vroce 2006 spoleéné diskutovali otazku vyuZiti
cytogenetické analyzy perifernich lymfocyti pro monitorovani expozice
genotoxickym faktorim pracovniho prostfedi. Vysledkem jedndni byla shoda
Vtom, Ze tato metoda je biologickym expozi¢nim testem vhodnym pro
hodnoceni expozice genotoxickym latkdm, smésim téchto latek a pracovnim
procesim spojenych s prokdzanymi genotoxickymi ucinky v pracovnim
prostiedi. Jeji vyuziti je nutno prosazovat zejména v piipadé¢ smésnych expozic
a Vv ptipad¢ expozic latkam, jejichZ analyza v prostfedi neni v soucasné dobé
uskute¢nitelnd. Znacnou vyhodou této metody je monitorovani dlouhodobé
expozice, na rozdil od vysledkli jednorazového métfeni parametrti prostiedi,
které nemohou piinést dostate¢ny diikaz o expozici mimo dobu méteni. Fakt, ze
hodnoty chromozomovych aberaci vykazuji tendenci individudlni variability je
nutné povazovat za klad metody, nebot’ vysledky pre- a post-expozicni jsou
schopny detekovat osoby se zvySenou individualni vnimavosti ke genotoxické
NoXe.

Proto je zapotfebi zafadit cytogenetickou analyzu mezi biologické
expozicni testy do vyhlasky 432/2003 Sb., kterou se stanovi podminky pro
zafazovani praci do kategorii, limitni hodnoty ukazateli biologickych
expozi¢nich testl, podminky odbéru biologického materialu pro provadéni
biologickych expozi¢nich testd a nalezitosti hlaseni praci s azbestem
a biologickymi ciniteli, jako provadéci vyhlasky k zakonu ¢. 258/2000 Sb.



0 ochran¢ vefejného zdravi v platném znéni, a to v ramci jeji novelizace
s dlirazem na to, aby provaddéni a interpretaci vysledkli byly opravnény
vykonavat pouze laboratofe genetické toxikologie pracujici v oblasti preventivni
mediciny, zafazené do systému kontroly kvality NRL pro genetickou toxikologii
SZU Praha. Do této vyhlasky je tfeba zafadit piikladovy seznam latek i procesi,
u kterych je nutné cytogenetické vySetieni pravidelné provadét a uvést odkaz na
jednotnou metodiku véetné systému kontroly kvality.

Ptredkladana aktualizace stavajici a platné Standardni metodiky (Ptiloha
AHEM 20/1989 a AHEM 5/2000) se tykd metody cytogenetické analyzy
lidskych perifernich lymfocytd hlavné z hlediska referencnich hodnot za
posledni obdobi, biologického monitorovani skupin 1 jednotlivcli a interpretace
vysledk.

RNDr. Dana Oc¢adlikova
vedouci NRL pro genetickou toxikologii
SZU Praha



CYTOGENETICKA ANALYZA LIDSKYCH PERIFERNICH
LYMFOCYTU

Metoda cytogenetické analyzy perifernich lymfocyti umoznuje detekci,
kvalitativni a  kvantitativni  analyzu chromozomovych abnormalit
(strukturdlnich a numerickych aberaci) v lidskych somatickych buiikach
in vitro v optickém mikroskopu (6, 23, 24, 25, 26).

PoSkozeni genctického materialu bunky (pfedevsim jaderné DNA),
analyzované jako chromozomové¢ aberace, je projevem biologického efektu
genotoxickych faktord (chemickych, fyzikalnich a biologickych) prostiedi (6,
7, 27).

Metoda piimo prokazuje expozici C¢lovéka genotoxickym faktorim
s klastogennim tuc¢inkem, jehoz projevem je indukce chromozomovych
aberaci v somatickych bunikach. Zlomy a pifestavby chromozom ptedstavuji
riziko aktivace onkogenii a deaktivace tumor supresorovych gent.
Indukovana poskozeni chromozomi somatickych bunék prokazatelné zvysuji
v lidské populaci riziko vzniku nadorovych 1 degenerativnich onemocnéni,
negativné ovlivityji funkci bunéénych reparacnich mechanismi a zasahuji do
procesu apoptosy (9, 12, 14, 15, 24, 26, 27, 28).

Mnohaleté zkuSenosti s vyuzitim metody cytogenetické analyzy v ramci
biologického monitorovani profesionalni i neprofesionalni expozice v CR
potvrzuji, Zze uvedeny metodicky pfistup je zatim jediny s praktickym
vyuzitim pro objektivizaci vlivu faktorli pracovniho i1 environmentalniho
prostiedi na lidsky organismus z hlediska pozdnich G€inkl genotoxickych
faktorti na ¢lovéka (3, 5, 6, 9, 12, 13, 27, 29).

Hodnoceni zmén frekvence ziskanych chromozomovych aberaci ve vztahu
k expozici genotoxickym faktorim v prostfedi je v souladu se stanovisky
expertnich komisi EC, WHO a ILO, doporucujicich rozsitit spektrum
vysetfovacich metod o metody molekularni cytogenetiky, napt. FISH, Comet
assay (30).

Metoda cytogenetické analyzy je celosvétové rozSifena a pouZziva se jako
biologicky expozicni test a jako biomarker expozice genotoxickym latkam
V pracovnim i environmentalnim prostfedi.

Metoda slouzi jako biomarker u¢inku genotoxickych faktorti na organismus
a jako biologicky indikator ¢asnych efektii expozice genotoxickym latkam.

Metoda umoziiuje zhodnoceni expozice jednotlivce genotoxickym latkam.



SKUPINOVE A INDIVIDUALNI HODNOCENI PROFESIONALNI
EXPOZICE GENOTOXICKYM LATKAM

e C(ytogenetickd analyza perifernich lymfocytd se pouziva jako biologicky
expozi¢ni test. Za nejmensi statisticky pfijatelnou skupinu je povazovano
20 osob. U téchto skupin se analyzuje minimaln¢ 100 metafazi/osobu —
skupinovy test.

e U skupin mensich (v rozsahu 10 — 20 osob) je analyzovano minimalné
200 metafazi/osobu.

Analyzu kolektivu mensSiho nez 10 osob nelze povazovat za skupinovy test
a kazdou osobu je tfeba hodnotit individualné. Analyzuje se 200 — 300
bunék/osobu, ptipadné i vice.

INTERPRETACE VYSLEDKU CYTOGENETICKE ANALYZY

SKUPINOVE HODNOCENI

Po zji$téni primérné hodnoty procenta chromozomovych aberaci celé
skupiny jsou vysledky interpretovany takto:

o Méné nez 2 % AB. B. hodnota je shodna se spontanni frekvenci aberaci
U bézné, profesiondlné neexponované populace. Svéd¢éi o biologicky
neefektivni expozici genotoxickym latkdm — je velmi nizkd a lidskym
organismem pravdépodobné tolerovana.

Vyznamnou mérou se pii tom uplatiuji:
a) geneticky polymorfismus
b) bunécné repara¢ni mechanismy
C) imunitni systém exponovaného jedince
d) Zivotni styl
e) kvalita prostfedi ve kterém osoba zije a dalSi, dosud nepoznané
faktory

(kontrola skupiny cytogenetickou analyzou za 1 — 2 roky a vidy pri zméné

pracovnich podminek)

e 2 -4 % AB. B. - svéd¢i 0 zvySené expozici genotoxickym latkadm,
organismem jiz netolerované, kdy se kromé vyssi expozice uplatiuji faktory
uvedené vyse:

Viz. a) —e).

(kontrola skupiny cytogenetickou analyzou 1 x ro¢né a vidy prfi zméné

pracovnich podminek )




* Utelem kazdoroéni kontroly neni prosté konstatovani zvysené frekvence
chromozomovych aberaci. Je nutné vyuzit v§ech dostupnych opatieni ke snizeni
expozice celé skupiny. U osob s opakované vysokymi hodnotami (5 a vice %
AB. B.) je vhodné doporucit piefazeni na pracovisté, kde nedochézi k expozici
genotoxickym latkam.

* pokud je to mozné, je tfeba pifesné¢ definovat expozici (napi. pomoci

persondlnich dozimetrii) v provozech s expozici t¢ém genotoxickym latkam, které

lze stanovit kvalitativné a/nebo kvantitativng.

e Vice nez 4 % AB. B. - tento néalez svédc¢i o vysoké expozici genotoxickym
latkdm; pravdépodobné piedstavuje pro vnimavé jedince zvySené riziko
vzniku nadorového onemocnéni a dalSich projevli pozdnich uc¢inkl
genotoxickych latek a/nebo zvySeny vyskyt vrozenych vad u potomki
exponovanych jedinctl.

VySetieni skupiny je tfeba opakovat za 2 - 4 mésice; kontrola 1 x ro¢né. Je

nutné monitorovat jedince s hodnotami 5 a vice % AB. B. Pii opakovaném

nalezu téchto hodnot u konkrétni osoby je nutné vykonavanou praci povazovat
za kontraindikovanou.

Pokud je to mozné, je tfeba presné definovat expozici genotoxickym latkam

(personalni dozimetrie).

Prvotfadym uUkolem je u¢inné sniZeni expozice genotoxickym latkdm pro celou

skupinu i jednotlivce.

INDIVIDUALNI HODNOCENI

Opakovani cytogenetické analyzy stejné osoby nékolikrat za rok v obdobi
n¢kolika let ukéazalo, Ze individualni primérna frekvence chromozomovych
aberaci je v prubchu let konstantni. BEehem roku hodnoty cytogenetické analyzy
mohou kolisat v rozmezi 0 — 5 % AB. B. (vyjime¢né az 6 % ), avSak tyto vysoke
hodnoty se nachazi jen ojedinéle. Pfi urCovani spontanni frekvence AB. B.
U jednotlivce je tfeba cytogenetickou analyzu opakovat v pribéhu 2 — 4 mésict.
Nalezne-li se opakované vysoka hodnota (5 a vice % AB. B.), nejedna se
pravdépodobné o statisticky jev, ale o dusledek vyznamné expozice
genotoxickym faktorim nebo o osobni dispozici vySetfované osoby.
Opakované zjiSténou frekvenci S a vice % AB. B. je tfeba povaZovat za
kontraindikaci pro praci v riziku chemické karcinogenity.



e 5 avice % AB. B. — ukazuje na vysokou expozici genotoxickym latkam
a/nebo
- snizenou kapacitu reparac¢nich mechanismi
- nedostate¢nou aktivitu imunitniho systému
- zvySenou vnimavost ke genotoxickym latkam (dtsledek genetického
polymorfismu)
- dalsi faktory
Jedinec vlivem nékterého z uvedenych faktorii ztraci schopnost tolerovat zatéz
genotoxickym latkam z prostfedi a je ohrozZen:
% urychlenym starnutim tkani a organd (progrese degenerativnich
onemocn¢ni)
* vznikem naddorového procesu
* poSkozenim genetického materidlu zarode¢nych bunék (vrozené vady
U jeho potomkt)

¢ Individualni hodnoty do 5 % AB. B. (zjisténi 0 — 5 %), nejsou-li zjistovany
opakovan¢, nejsou povazovany za zvysené.

e Opakované zjiSténi 5 a vice % AB. B., zejména je-1i doprovazeno nalezem
zdvaznych typad aberaci, napf. chromozomovych vymén (translokaci,
polycentrickych chromozomit) je divodem k okamzitému - moznéd jen
do¢asnému, vyfazeni osoby z expozice. Tento nalez opraviiuje k opakované
analyze po 2 - 4 mésicich, v¢etné Setieni z hlediska hygieny prace (moznost
prikazu vysoké expozice) a dalSich klinickych vySetteni.

e Pokud je to mozné, je tieba vzdy analyzovat expozici genotoxickym
latkam jak kvalitativné, tak i kvantitativné. Pro vétSinu latek, se kterymi
piichazeji exponované osoby do styku, vSak nejsou k dispozici vhodné
analytické metody. Zde se projevuje vyhoda nespecificnosti metody
cytogenetické analyzy. V ptipadech, a téch je vétSina, kdy nelze provést
cilenou (specifickou) analyzu genotoxickych latek v pracovnim prostiedi,
je zvySena frekvence chromozomovych aberaci jedinym dikazem jak
jejich pfitomnosti v prostfedi, tak 1 vzajemné interakce genotoxinil
a genetického materialu bunky. ZvysSend frekvence chromozomovych
aberaci svéd¢i také o tom, Ze v organiSmu exponovaného jedince vzniklo
poskozeni genetického materidlu, které nebylo opraveno a které muze
perzistovat s rtzn€ dlouhou latenci se vSemi dusledky souvisejicimi
S procesem mutageneze a karcinogeneze.
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CYTOGENETICKA ANALYZA V SYSTEMU PREVENTIVNICH
PROHLIDEK

e P¥i vstupni prohlidce:
obligatorni - vZdy, jedna-li se o pracovisté s rizikem expozice genotoxickym
latkhm (mutageny, karcinogeny). Cilem je zabranit praci v riziku
predisponovanym jedinciim vzhledem k zvySenému riziku poSkozeni zdravi.
Pti zjiSténi 5 a vice % AB. B. vySetfeni opakovat po 2 — 4 mésicich. Potvrdi-
li se vysledek, nezatfadit do rizika, event. vyfadit z rizika expozice
genotoxickym latkam

e P¥i periodické prohlidce:

obligatorni - vZdy, jedna-li se o pracovisté s rizikem expozice genotoxickym
latkam (mutageny, karcinogeny). Kontrola skupiny za 2 mésice — 2 roky
podle vysledku analyzy a vzdy pfi zménach technologie nebo organizace
prace na pracovisti. Jedince s hodnotou 5 a vice % AB. B. opakovan¢ vySetfit
po 2 — 4 mé&sicich a hledat pfi¢iny vysokych hodnot. Pfi opakované
zjisténych vysokych hodnotach AB. B. pracovnika pferadit a dale klinicky
vySetfovat

e P¥i vystupnich prohlidkach:
provadét vzdy — zjiSt€éné hodnoty mohou mit s odstupem casu znaény
vyznam pii posuzovani event. poSkozeni zdravi z prace na pracovisti
s rizikem genotoxickych latek

e Nasledné prohlidky
podle moznosti pracovisté genetické toxikologie

11



STANDARDNI OPERACNI POSTUP

Nazev: Cytogeneticka analyza lidskych perifernich lymfocyti

Cast: Konven¢ni technika

Pivod metody: Hungerford, D.A. (1965) Leucocytes cultured from small
inoculla of whole blood and preparation of metaphase
chromosomes by treatment with hypotonic KCI. Stain

Technol. 40, 333-338.

Zpracoval: RNDr. Hana Bavorova, RNDr. Dana Oc¢adlikova

1. Predmét a vymezeni pusobnosti

Metoda umoznuje detekci, kvalitativni a kvantitativni analyzu chromozomovych
abnormalit (strukturdlnich a numerickych aberaci) v sav¢ich (lidskych) buiikach
in vitro pomoci optického mikroskopu.

2. Definice
Poskozeni genetického materialu  bunky (DNA), analyzované jako
chromozomové aberace, je projevem biologického efektu genotoxickych

faktoru.

3. Princip metody

Tento cytogeneticky test in vitro je kratkodoby test mutagenity pro detekci
strukturdlnich a numerickych aberaci v kultivovanych sav¢ich bunkéach. Lze
pouzit jak kultury stabilizovanych bunécnych linii, tak primarnich bun¢k, napft.
buiiky cinského kiecka nebo lidské lymfocyty. Po expozici testované latce
S pouzitim 1 bez pouziti vhodného metabolického aktivaéniho systému se na
bunééné kultury plsobi mitotickym jedem, napt. kolchicinem, aby dosSlo ke
kumulaci d¢€licich se bun¢k (C-metafaze). Builkky jsou ve vhodné dobé
zpracovany a jsou z nich ptfipraveny mikroskopické preparaty. Preparaty jsou
obarveny vhodnym barvivem. Metafazické buniky jsou analyzovany z hlediska
chromozomovych abnormalit.
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4. BezpecCnost prace

Metodika vyzaduje praci s:

a) ziravinami (kyselina octova konc., chromsirova smes)

b) ostatnimi jedy (kolchicin)
C) nebezpecnymi jedy (metanol)

d) karcinogeny a mutageny (napf. thiotepa cyklofosfamid,

N-nitrosodimethylamin)

DodrZovani zésad béznych pro praci v chemické a mikrobiologické laboratofi.
Kontakt s chemickymi latkami typu mutagenti a karcinogend.

PouZzivani pomiicek osobni ochrany - ochranny od¢v, rukavice, rousky.

Dbat na zamezeni kontaminace osob 1 prostiedi pii praci s rozpoustédly,
S nebezpecnymi chemickymi latkami, s infekci, véetné likvidace odpadu.

5. Chemikalie a spotiebni material

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

e Zakladni chemikalie

Metanol

Kyselina octova, 99 %
Chlorid draselny

Glutamin, 3 %

Colchicin pulv.
Phytohaemagglutinin HA 15
Kysely uhli¢itan sodny, 7.5 %
Thiotepa, 15 mg
Cyklofosfamid, 200 mg
N-Nitrosodimethylamin
Deionizovana voda
Chromsirova smés SzU
Kofaktory pro MAS (viz dale):
NADP

G-6-P SigmaMgCl,

KCI

Na,PO,
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p.a., Lachema, Brno

p.a., Lachema, Brno

p.a., Merck

p.a., Sevapharma

reagent gr., Calbiochem, USA
reagent gr., Murex, GB
reagent gr., Sevapharma
injekce, Lederle, Némecko
injekce, Orion, Finland
reagent gr., Merck, USA
SZU, Millipore

Sigma

Lachema
Lachema
Lachema



e Roztoky

Médium pro kultivaci bunék -
RPMI 1640 - 5x konc.
Sevapharma

Bovinni sérum pro TK
Bioveta lvanovice

glutamin 3 %

NaHCO3; 7.5 %

PHA - HA 15

zasobni roztok kolchicinu

pracovni roztok kolchicinu

0.55 % roztok chloridu draselného
(hypotoniza¢ni roztok)

H,0 : kys. octova : metanol
(fixacni roztok €. 1)
metanol : kys. octova
(fixacni roztok €. 2)

Sorensentv pufr, pH 6.8
SZU

5 % roztok Giemsa-Romanovski
Merck
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uchovavat pii 4°C — 10°C

uchovavat pii minim. —20°C,
po rozmrazeni spotfebovat do 1 mésice

uchovavat pii 4°C — 10°C
po nafedéni spotiebovat do 1 mésice

uchovavat pii 4°C — 10°C
otevienou ampuli neuchovavat

uchovavat pii 4°C — 10°C
po nafedéni spotiebovat do 1 mésice

10 mg rozpustit v 10 ml fyziol.
roztoku, uchovavat pti 4°C — 10°C
uchovavat do spotfebovani

0,05 ml zasobniho roztoku do
10 ml fyziol. roztoku,
neuchovavat

0,55 g KClI rozpustit ve 100 ml
deionizované vody, pti 37°C
uchovavat do spotfebovani

92ml:5ml:3ml
neuchovavat
3 dily : 1 dilu
neuchovavat

roztok A:
1,376 g KH,PO,4 do 400 ml
deionizované vody

roztok B:
5,52 g Na;HPO,4.12 H,0O do 600 ml

deionizované vody

roztoky slit a uchovavat 4°— 10°C

GIEMSA. .. 5ml
Sorensendv pufr................ 15 ml
H,O deionizovana............. 80 ml



Pristroje a pomocna zarizeni

e Piistroje

chladnicka (4°C az 10°C)

mraznicka (od - 20°C)

centrifuga (od 1 000 ot/min)

termostat (37°C = 1°C)

tirepacky

mikroskopy (vysoka rozliSovaci schopnost pii zvétseni 1000 X):
Olympus BX 60 F; Olympus BX 40 F;
Olympus CHS-G-CH-2; Axiolab (Zeiss);

e Pomocna zarizeni

automatické pipety

laboratorni sklo a plast (kultiva¢ni lahve Falcon, pipety, apod.)
odbérové zkumavky Vacuette (Greiner) s lithium heparinem
plynové kahany

germicidni zatfivky

analytické vahy

Pracovni postup

odbér krve
dezinfikovat loketni jamku Septonexem nebo Jodisolem

do odbérové zkumavky s heparinem odebrat poZadované mnozstvi krve
jehlu na stfikacce kryt sterilnim krytem a ihned nékolikrat prevratit, aby se

krev dobfe promichala s heparinem a nedoslo ke srazeni
ulozit do chladnicky pfi teploté 4°C — 10°C.

Pozor! Krev nesmi zmrznout.

pro kazdou osobu je vyplnéna ,,Cytogenetickd pritvodka®, kterd je do laboratote

piedana spolu s piislusnou krvi a dale archivovéana

b) transport krve

pokud se krev transportuje z mista odbéru do laboratofe, je tfeba pouZit
transportnich chlazenych tasek, kde je krev po dobu mezi odbérem a predanim

Vv laboratofi udrZzovéna pfi teploté 4°C — 10°C.
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Kultivace

e Biologické monitorovani

Kultivace za¢ina do 24 hodin po odbéru krve, v mimoiadnych ptipadech lze
krev pouzit do 72 hodin po odbéru. Kultivace probiha v kultiva¢nich nadobach
v poméru 7,5 ml média a 0,6 £ 0,2 ml krve.

Kultivacni médium pro 1 kulturu :

RPMI 1640 1,06 ml
bovinni sérum 1,80 ml
H,O 4,24 ml
glutamin 0,10 ml
NaHCO; 7,5% 0,16 ml
PHA HA 15 0,10 ml

Lahvicky musi byt pevné uzavieny a obsah dobie promichan. Kultury se umisti
do termostatu pii teploté 37 = 1°C. Celkova doba kultivace je 50 hodin. Dv¢
hodiny ptfed koncem kultivace se ptida 0,8 ml pracovniho roztoku kolchicinu,
kultura se dobte promichéd a dale kultivuje v termostatu.

e Testovani genotoxicity (OECD Guideline for the testing of chemicals, 473,
July 1997)

Lidské periferni lymfocyty jsou exponovany testované latce v pfitomnosti 1 za
absence metabolického aktiva¢niho systemu (MAS)

MAS je piipraven z S9 frakce jaterniho homogenatu potkantt doplnéného smési
kofaktori.

Roztok testované latky a MAS se sterilizuje filtraci Milliporovym filtrem
0,45 um nebo 0,22 um.

Pro kazdy experimentalni bod se pouziji dvé paralelni kultury. Hodnoti se 200
metafazi. I kdyz acelem testu je zjistit strukturalni chromozomové aberace, je
také diillezité zaznamenat ptipadné polyploidie a endoreduplikace. Soucasné je
tfeba zaznamenavat také zjiSténou cytotoxicitu v experimentalnich i kontrolnich
kulturach.

Jako negativni kontrola se pouzije: fedidlo (H20, fyziol. roztok, DMSO)
metabol. aktivacni systém (MAS)
neovlivnéna kultura
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Jako pozitivni kontrola se pouZzije: pfimo puasobici klastogen (thiotepa)

©ooNOO N R

nepiimo plisobici klastogen
(cyklofosfamid) s MAS a bez MAS

koncentrace testované latky: pouZziji se nejméné tfi analyzovatelné
koncentrace testované latky. Dochazi-li k cytotoxicité, tyto koncentrace musi
pokryvat rozsah od maximdlni do nizké nebo nulové toxicity. To obvykle
znamena, Ze se jednotlivé koncentrace neliSi vice nez nasobkem, ktery lezi
mezi hodnotami 2 az 3.

Nejvyssi pouzita koncentrace testované latky musi inhibovat mitotickou
aktivitu minimalné o 50 %. U relativné necytotoxickych latek ¢ini maximalni
koncentrace 5 mg/ml, 5 pl/ml nebo 0,01 M.

doba expozice: na proliferujici buiiky se plsobi testovanou latkou za
pfitomnosti 1 nepfitomnosti MAS. Na lymfocyty je tifeba zacit plisobit
48 hodin po stimulaci mitogenem. V hlavnim experimentu se bunky vystavi
testované latce s MAS 1 bez ni po dobu 3 — 6 hodin a vzorky se odebira;ji
V Case, ktery odpovida zhruba 1,5 ndsobku normalni délky bunécného cyklu
od zacatku expozice. Pokud jsou pfi pouziti aktiva¢niho systému i bez ného
vysledky negativni, provadi se dalsi pokus bez aktivace po dobu 1,5 nasobku
normalniho bunééného cyklu.

e Zpracovani kultur a priprava mikroskopickych preparatu

Centrifugace kultury 3 min pii 2 000 ot/min

Ptidat cca 10 ml hypotoniza¢niho roztoku, nechat stat 10 min pfi lab. teploté
Centrifugace 3 min pii 2 000 ot/min

Ptidat cca 5 ml fixa¢niho roztoku €. 1

Centrifugace 3 min pii 2 000 ot/min

Ptidat cca 5 ml metanolu

Centrifugace 3 min pii 2 000 ot/min

Ptidat cca 5 ml fixa¢niho roztoku €. 2

Centrifugace 3 min pii 2 000 ot/min

10 Po sliti supernatantu sediment dobte promichat a nakapat 4 — 6 kapek na

mokré vychlazené podlozni sklo. Od kazd¢ kultury kapat 2 skla

Po kazdé centrifugaci supernatant slit a sediment ditkladné resuspendovat.
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° Barveni preparatu

Po ususeni skel voln€ na vzduchu barvime preparaty 5 % roztokem Giemsa -
Romanovski :

Giemsa 5mi
dest. H,0 80 ml
Sorensentv pufr 15 ml

Doba barveni je 4 — 5 minut, poté preparaty dukladné oplachneme pod tekouci
vodou.

Ptedmyta podlozni skla jsou uchovavana v chromsirové smési. Pfed pouzitim
jsou skla jednotlivé promyta pod tekouci vodou , nalozena do destilované vody
a vychlazena v chladnicce.

e Mikroskopicka analyza

Chromozomové aberace se hodnoti v mikroskopu pii zvétSeni 1 000x pod
imerznim olejem pro fluorescenci. Hodnoti se mitosy s 4642 centromerami.

e gap: jako gap je hodnoceno poruseni kontinuity jedné nebo obou chromatid,
je-li mezera pierusené chromatidy stejna nebo mensi nez je Sitka dané
chromatidy. Ruzné intenzivni projasneni chromatid se objevuje v pripadech
sekundarni konstrikce u chromozomu ¢. 1, 9 a 16. Pri pouZiti teplého (vice
nez 20° C) Sorensenova pufru.se mohou objevovat svétlé prouzky.

e zlom: jako zlom je hodnoceno poruseni kontinuity jedné nebo obou
chromatid, nastane-li néktery z téchto ptipadu:

- mezera preruSené chromatidy je vEtsi nez jeji Sitka
- fragment dislokovany mimo osu chromatidy
- vyrazn¢ kratsi jedna chromatida (delece)

o fragment (zlom): jednoduchy nebo dvojity, cast chromozomu bez
centromery

e kruhovy fragment: je kulovita ¢ast chromatidy (o priiméru stejném nebo
vetsim nez je Sitka chromatidy).

e minute: je kulovita ¢ast chromatidy (o priméru mensim nez je Sifka
chromatidy).

e chromatidové vymény (symetrické, asymetricke)

e chromozomové vymény:
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- dicentricky chromozom plus 0-2 dvojité fragmenty
- translokace
- prsténcity chromozom (ring)

e endoreduplikace: homologni chromozomy leZi tésné u sebe

e polyploidni buiika: pocet centromer je vyssi nez 3 a vicenasobek haploidni
sady (23 chromozom)

e aneuploidni burika: metafaze, kde je vyssi nebo nizsi pocCet chromozomu
nez 46.

Neanalyzuji se:

e nedostate¢né nebo nestejnomérné obarvené a piebarvené metafaze

e metafize s nedostatecné oddélenymi chromatidami

e prometafazické chromozomy

e pozdni metafiaze (chromatidy jsou v centromete od sebe oddéleny)

e nedostatené¢ rozprostiené metafaze (chromozomy se prekryvaji)

e splyvajici metafaze (nelze odlisit ktery chromozom patii do které metafaze)

e mechanické poSkozeni chromozomi (vzniklé pii zpracovani nebo
posSkrabanim natéru)

e metafize, které maji jiny pocet centromer nez 46 + 2

Kategorie poSkozeni chromozomii:

G1, Z1, V1: chromatidovy gap, zlom, vymeéna (symetrickd nebo asymetrickd)
G2, Z2,V2: chromozomovy (isochromatidovy) gap, zlom, vyména
(polycentrické chromozomy, translokace, ringy)
Aberantni bunky: bunky obsahujici 721, Z2, V1, V2

fragmentace jednoho nebo vice chromozom
Gapy: nezapocitavaji se do aberantnich bunék
Endoreduplikace: nezapocitavaji se do aberantnich bunék

Zasady pro vypocet po¢tu zlomi na buiiku (Z/B):

e 71,72 =1zlom

e V1,V2 =2zlomy

e 1-2 parové fragmenty v buiice s dicentrickym chromozomem se
nezapocitavaji do Z/B

e fragmentace se nezapocitavaji do Z/B
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8. Rusivé vlivy

kontaminace vzorki, médii a laboratorniho nadobi
srazena krev

mozny vypadek elektrické energie béhem kultivace
lidsky faktor

9. Validace metody

Pouzivd se standardni metoda odvozena od mezindrodné normované
apouzivané¢ vice nez 30 let laboratofemi celého svéta a ovéfované
mezilaboratornim porovnavanim.

Hungerford,D.A.: Leukocyte cultured from small inculla of whole blood and
preparation of metaphase chromosomes by treatment with hypotonic
KCI.Stain.Technol., 40, 1965, 333-338

Savage J.R.K.: Classification and relationships of induced chromosomal
structural changes.J.Med.Genet., 13, 1976, 103-122

Evans, H.J. Cytological methods for detecting chemical mutagens. Chemical
mutagens, principles and methods for their detection, Vol. 4, Ed. A. Hollaender
Plenum, New York, London (1976) pp. 1-29.

Preston, R.J. et al. Mammalian in vivo and in vitro cytogenetic assays: A report
of the Gene-Tox Program. Mutation Research 87:143-188 (1981).

Carrano A.V., Natarajan A.T. Considerations for population monitoring using
cytogenetic techniques. Mutation Res., 1988, 204, 379 — 406

OECD 473 Genetic Toxicology (1997): In Vitro Mammalian Cytogenetic Test

e specificnost — metoda je specificka pro detekci strukturdlnich a numerickych
chromozomovych aberaci v savéich somatickych buiikach in vitro a neni
ovlivnéna zadnymi ostatnimi slozkami

e kladna odchylka — k odliSeni faleSn¢ positivniho vysledku slouZzi pouziti
pozitivni a negativni kontroly

e negativni odchylka — faleSn¢ negativni vysledek hrozi pti analyze technicky
nekvalitnich preparat,, které se ale podle Standardni metodiky nemaji
analyzovat

e mez stanovitelnosti — je dana detekci 1 aberace

o opakovatelnost — tésnost shody mezi vysledky ziskanymi opakovanym
méfenim za neménnych podminek je variabilni, zpisobena stochastickou
distribuci bunék na mikroskopickém preparatu a nizkou frekvenci
analyzovanych zmén k celkovému poétu bun&k (cca 1 : 10%)

e reprodukovatelnost - tésnost shody mezi vysledky ziskanymi opakovanym
métfenim za riznych podminek je vysoka
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10.Kontrola kvality a vyjadfovani nejistot

Vysledky mikrobiologickych vySetfeni se jiz tradicné uvadéji bez
jakychkoli udajii o nejistoté. Hlavnim diivodem je nedostupnost vysledkl
zkousek na standardnich materialech. U téchto metod lze z bézn€ pouzivanych
charakteristik (citlivost, spravnost, pravdivost, piesnost, opakovatelnost
a reprodukovatelnost) s urcitou spolehlivosti hodnotit pouze opakovatelnost.
Tim je mySlena tésnost shody mezi vysledky opakovanych nezéavislych analyz
provedenych stejnym analytikem, na stejném vzorku, za stejnych podminek
méfeni. Jednim z hlavnich problémil pfi standardizovani metod je nedostatek
pouzitelnych referen¢nich materialli. (Kvalimetrie, DoSkarova a kol., 13. Odhad
nejistot chemickych a mikrobiologickych méfeni, str. 36). Komeréné vyrabény
referen¢ni material pro metody genetické toxikologie neexistuje. Misto n¢j se
pi1 hodnoceni chromozomovych aberaci zatazuje kontrolni vzorek Thiotepa,

ktery se hodnoti spolu s hodnocenymi vzorky.
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PRUVODKA PRO CYTOGENETICKOU ANALYZU PERIFERNICH

LYMFOCYTU
Poradové ¢islo:

Piijmeni: Rok narozeni:
Jméno: Rodné ¢islo:
Bydlisteé: Datum odbéru:
PracoviSté V dob€ 0dberui.ceeeeeiieiiiiieiiniiieiiniinienesinrsnionesnse
v riziku: ano —ne
virové onemocnéni v poslednich 3 mésicich: ano —ne
Jind onemOoCNENT (JAKA):ueeieriurineiieiinieieiierinieiesinrinieiasinseneennns
1éky ptred odbérem: ano—ne
0
pravidelné, dlouhodobé uzivani lékii: ano —ne
JAKE: ceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii it
hormonalni antikoncepce: ano —ne
alkohol 24 h pied odbérem: ano —ne
pivo, vino, tvrdy —kolik:...........oooiii
nekuiak (jak dlouho): ano - ne
kurak (kolik denné): ano —ne
rtg vysetfeni v poslednich 3 mésicich: ano —ne
radioterapie (kdy): ano —ne
expozice chemickym latkam v zaméstnani: ano —ne
kdy ajakym: ...
prace s chemikaliemi mimo zaméstnani (barvy, postiiky): ano —ne
kdy asjakymi: ....oooiiiii e
ockovani v poslednich 3 mésicich (jaké): ano —ne
jiné okolnosti v poslednich 3 mésicich:......................ol.

Nehodici se Skrtnéte
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PROTOKOL O ZKOUSCE

¢.:

CYTOGENETICKA ANALYZA LIDSKYCH PERIFERNICH

LYMFOCYTU
KONVENCNI TECHNIKA
Souhrnny protokol
Pracovisté: Predmét zkouSenti:
Lidské periferni lymfocyty
Zadavatel:

Datum odbéru:

Datum analyzy:

Druh rizika:

Pocet vySetienych osob

Pocet analyzovanych bunék/osobu

Priumérné % AB.B. pro skupinu

Prumér Z/B pro skupinu

Jiné:

PoznamkKka:

vedouci laboratore

genetické toxikologie
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PROTOKOL CYTOGENETICKE ANALYZY

Jméno..........ooo PoCet G ..o
Datum odbéru....................... PoCet G ..ovii
Cislo preparatu...................... PoCetZ ..o
Datum analyzy...................... PoCetZ oo
Mikroskop........ccovvviiiiinninn PoCet V' .
Analyzoval........................... PoCet V'
Pocet analyzovanych bunék....... Pocet buné€k s 5 a vice aberacemi.....
Pocet AB.B. (%)....cccovvvvinii.l. Pocet aneuploidnich bunék............
PoCetZ/B......ccooiiiiiiiiii, Fragmentace chromozomd............
PoCet SCE/B.......c.ccooeviiiiinn. JIné. ...
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Intervaly spolehlivosti

ve vztahu k rozsahu analyzovaného souboru

pro skupinové hodnoceni souborti dospélych (18 - 54 r.)
[primérna hodnota AB. B. v letech 2000 - 2006: 1.70 %, ¢ = 1.32, N = 1998]

Pocet osob v souboru - N 95% spolehlivost 99% spolehlivost
10 0-2.52 0-2.78
20 0-2.28 0-246
30 0-217 0-232
40 0-211 0-224
50 0-2.06 0-2.18
60 0-203 0-2.14
70 0-201 0-2.10
80 0-1.99 0-2.08
90 0-197 0-2.06
100 0-1.96 0-2.04
120 0-1.93 0-2.01
140 0-1.92 0-1.99
160 0-1.90 0-1.97
180 0-1.89 0-1.95
200 0-1.88 0-194

Pokud zjisténd primérna hodnota procenta AB. B. vySetfované skupiny
kritickou hodnotu ptesadhne, 1ze prohlésit, ze % AB. B. vySetfované skupiny je
vyznamn€ zvySeno na piislusné hlading statistické vyznamnosti oproti
"Referencni kontrole".

Priklad: U 28 exponovanych osob byla zjisténa priimérnd hodnota 2.3 % AB. B.
Od "Referen¢ni” kontrolni hodnoty se statisticky vyznamné 1isi (je vyssi) na 5%
hladiné¢ vyznamnosti (2.17 vs. 2.3), neli$i se vSak (je niz§i) na 1% hladiné
vyznamnosti (2.32 vs. 2.3).
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SPONTANNI FREKVENCE CHROMOZOMOVYCH ABERACI
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Spontanni frekvence chromozomovych aberaci u populace Ceské republiky

v letech 1977 — 2006 (% AB.B.)

pupecniky 5-6r. 7-15r. 16 -18r. 19-54r.
1977 - 83 ' ' Lol
N =209
1984 - 88 1.12 181 2.38 181
N =24 N=34 N =42 N = 1096
1989 - 93 111 - 1.46 1.29 1.87
N =129 - N =162 N =120 N =339
1994 - 99 111 0.59 1.14 1.19 1.1
N =634 N =110 N = 1882 N =228 N = 1801
2000 - 06 ‘ hes -
N =693 N =1998
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