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Kazda lidska ¢innost mlze byt za jistych okolnosti zdrojem rizik pro €lovéka i pro Zivotni prostfedi. V pfipadé narlstu a
kumulace téchto rizik je nutno pfijimat opatfeni, ktera snizi Urovern rizika na spole€ensky pfijatelnou uroven. Nejprve je
ale nutné mozné riziko charakterizovat na zakladé identifikace a charakterizace nebezpecnosti a hodnoceni expozice.
V ramci identifikace rizika je nutné hodnotit i schopnost rizikového faktoru zptsobovat poskozeni genetické informace
bunék, tedy plsobit genotoxicky.

Pojem genotoxicita se vztahuje k latkam, faktordm nebo procestim, které poskozuji strukturu DNA, méni informaéni
obsah genomu a pfenos informaci a ovliviiuji segregaci DNA &i inhibuiji jeji replikaci. S procesem genotoxicity se do
znacné miry pfekryva proces mutagenity, ktery je charakterizovan nahlou, neuspofadanou zménou genetické informace,
prenasené do dalSich generaci bunék. Latky (faktory) oznacené jako mutageny indukuji lokalné ohrani¢ené léze ve
struktufe DNA a pokud nejsou odstranény buné&nymi opravnymi systémy, mohou se v pribéhu replikace DNA fixovat ve
stabilni mutaci. Mutace mohou vznikat bud' uvnitf jednotlivych genli (genové mutace) nebo maji za nasledek poskozeni
chromozomu (chromozomové mutace). Chromozomové zmény se mohou tykat struktury chromozom nebo jejich poctu.
Z uvedenych ddvodu Ize o testech mutagenity hovofit jako o testech genotoxicity.

Testovani karcinogennich G¢inkd na zvifatech ¢&i analyzovani karcinogenniho potencialu pomoci epidemiologickych
studii vyzaduje vysoké naklady a nutny ¢as se vétSinou méfi v rocich. Kratkodobé testy genotoxicity umozriuji orientacné
vymezit ze Siroké palety nékolika set tisic existujicich i nové produkovanych (a pouzivanych) latek ty, které svym
genotoxickym pusobenim signalizuji i existenci dal$i navazné nebezpecné vlastnosti - karcinogenity. Je vSak nutno
zduraznit, Ze vedle genotoxickych mechanismd karcinogeneze (kdy prvni krok v procesu je navozen poskozenim
DNA muta¢nimi zménami), existuji i mechanismy ne-genotoxické (epigenetické), které kratkodobymi testy genotoxicity
identifikovany byt nemohou.

Vyhodou kratkodobych testll genotoxicity je potencial rychlého odhaleni existence genotoxického pusobeni a podle
charakteru pouZitého testu pfipadné i mechanismus tohoto plsobeni. Na zakladé vztahu mezi genotoxickym a
karcinogennim mechanismem ucinku Ize ur€enim genotoxického ucinku vytipovat latky (faktory), kterym je nutno
vénovat pozornost jako potencialnim karcinogeniim a dale je sledovat v testech in vivo a v epidemiologickych studiich.

Jednim z vyznamnych kratkodobych testl genotoxicity je test ,Comet assay” (CA), ktery se pouziva k detekci zlom
v jadrech bunék. Jedna se o vSestranné vyuZitelnou, relativné jednoduchou a citlivou metodu, ktera je v zavislosti na
varianté schopna detekovat jedno- i dvou-fetézcové zlomy DNA, alkali-labilni mista (apurinova/apyrimidinova mista)
¢i inkompletni reparaci DNA, ale i oxidované purinové &i pyrimidinové baze, cross-link vazby & apoptické buriky.
Zlomy DNA detekovatelné pomoci CA by v burice mohly byt opraveny, byt pro buriku letalni i se v burice fixovat za
vzniku permanentni mutace. PoSkozeni DNA Ize pomoci CA detekovat v suspenzi kvasnic, protozoalnich, rostlinnych i
zivocisnych bunék (bezobratli i obratlovci), a to jak délicich se tak i nedélicich se bunék.
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Obr. 2 Biohazard box s laminarnim proudénim disponuje dvéma pracovnimi misty, tedy umoznuje praci dvou studentt
zaroveén

Béhem CA jsou bunky umistény v agarézovém gelu. Po lyze bunécné a jaderné membrany v solném roztoku dochazi
vlivem elektroforézy k vycestovani fragmentt DNA z jadra, pfesnégji feeno z nukleoidu (,hlavy®) do ,ohonu®, ¢imz
po vizualizaci vhodnym barvivem vznika typicky obraz komety, ktery celé metodé dal své jméno. Cim vice je DNA

fragmentovana, tim je ,ohon“ vétSi a delSi. Fragmentovana DNA diky svému negativnimu naboji putuje smérem k anodé.
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Obr. 3 Ukazka ,komet” z testu comet assay

CA hodnoti miru posSkozeni DNA genotoxickymi latkami, pfitomnymi v Zivotnim a pracovnim prostfedi a schopnost
reparace poskozené DNA. Metoda je vyuzivana v testech in vitro, in vivo a v epidemiologickych studiich. Pro analyzu
obvykle sta¢i malé mnozstvi bunék (<50 000, néktefi autofi udavaji i jen 10 000 bunék). Jeji velkou vyhodou je moznost
aplikace/modifikace na témér vSechny typy bunék a tedy i tkani, které Ize na jednotlivé buriky rozdélit. Diky této
skutecnosti je mozné detekovat poSkozeni DNA ve tkanich, které pfichazeji jako prvni do kontaktu s karcinogeny. V
neposledni fadé je nutno zminit i relativni jednoduchost, rychlost, cenovou nenaro€nost a citlivost detekovat i malé
poskozeni DNA.

V réamci projektu CORE FACILITIES byla na Lékafské fakulté v Hradci Kralové nové vybavena laboratof pro
testovani genotoxického potencialu rGznych latek (faktord) v podminkach in vitro, in vivo, ¢i v rdamci epidemiologickych
studii. Laboratof disponuje biohazard boxem s laminarnim proudénim, inkubatorem s fizenou atmosférou, chlazenou
centrifugou, termoblokem a fluorescenénim mikroskopem s CCD kamerou a SW, ktery umozriuje méfeni vybranych
parametrt béhem analyzy CA.
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