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UvoD
Prachove Castice v ovzdusi (PM) — na povrchu nesou
smes genotoxickych latek, mj. PAU a jejich derivaty.

Mechanismy pusobeni téchto komplexnich smési
latek v organismu nejsou presne objasneny.

Cil studie:

Zhodnoceni genotoxicity org.latek z PM v ovzdusi.

Studium zmén v genove expresi v odpovedi na
pusobeni téchto latek u dvou ruznych linii plicnich
bunek.



ODBERY PRACHQOVYCH CASTIC Z OVZDuUsSi

Castice PM, ¢ (<2,5 pm) odebrany
v lokalitach: Ostrava — Bartovice,
Ostrava — Poruba, Karvina,
Trebon

V lokalité Praha - Libus odebrany |
z tech. duvodu PM,;, (<10 um) ‘*‘
Odbéry velkoobjemovymi Cerpadly
probihaly po 30 - 35 dnu (po 24h

vyména filtru) v zimnim obdobi | |
2008/2009 _

Odbérové zarizeni



CHARAKTERISTIKY ODEBRANYCH CASTIC

lLoKalita Obdoni Objem PM5 = Bla]P K-PAU

odberu vzduchu [m=] | [Hg/m?| [ng/me] [ng/me]

Ostrava-Bartovice 03/2009 29 900 36,7
Ostrava-Poruba 03/2009 35 200 25,8 4,28 27,2
Karvina 04/2009 47 400 n.a. 1,88 12,1
Trebon 11-12/2008 44 700 11,4 1,11 7,92
Praha-Libus 02/2009 47 900 27,2* 1,57 9,26

* Odebrany PMy,.

Filtr z Ostravy- Bartovic
z ledna 2010 pocca3h
expozice




EXTRAKCE ORG. LATEK Z FILTRU

Extrakci org. hmoty z filtru dichlormetanem a
chemickou analyzu PAU provedla firma ALS
Czech Republic s.r.o.

Dichlormetan byl odparen pod dusikem

Odparky rozpusteny v DMSO v koncentraci 50
mg/ml a nasledné pridany do kultivacniho media
K bunkam



BUNECNE LINIE

Bunky HEL — lidske embryonalni Bunky A549 — bunky lidskeho
plicnifibreblasty. alveolarnino adenokarcinomu




IN VITRO INKUBACE

Obé bunécné linie inkubovany po 24 h se vsemi
5 extrakty org.latek (EOM) v koncentracich: 10,
30 a 60 pg/ml

Tyto koncentrace EOM = sub-toxické (az na
Libus — 60 ug/ml)

Po skonceni inkubace bunky sklizeny a nasledne
provedeny analyzy: stanoveni genotoxicity
(hladiny aduktu DNA) a analyza genové
exprese na celogenomovych Cipech



CYTOTOXICITA TESTOVANYCH EOM
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GENOTOXICITA - DNA ADUKTY

e HEL A549
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* Cytotoxicita ~ 40%

DNA adukty stanoveny metodou 3?P-postlabeling a vizualizovany

autoradiograficky.




HEL buriky

Libus 30 ug/ul

Trebon 30 ug/ul

Bartovice 30 ug/ul

Poruba 10 ug/ul

_ S

Blank DMSO

Poruba 30 ug/ul

AUTORADIOGRAMY

A549 bunky

Libu$ 30 ug/ul

Karvina 30 ug/ul Trebon 30 ug/ul

Bartovice 30 ug/ul
r

Poruba 60 ug/ul Poruba 10 ug/ul

Blank DMSO

Poruba 30 ug/ul

STD BPDE

Karvina 30 ug/ul

Poruba 60 ug/ul




GENOVA EXPRESE
|zolace RNA

Z bunék vyizolovana celkova RNA pomoci kolonek

Kvalita RNA oveérena:
spektrofotometricky — mira Cistoty RNA dana
pomery vinovych deélek 260/280 a 260/230

Stanovenim RIN (RNA integrity number) na Agilent
2100 Bioanalyzeru. RIN nabyva hodnot 0-10.



INTEGRITA RNA

Mikrofluidni elektroforéza

RIN 10.0 RIN 7.7 Vzorky RNA
R - — RINy v rozmezi 7.3 -
s a8 i4EE8EEEE 100
5, L — Naprosta vetsina v
s — rozmezi 9.0 -10.0
o 28S rRNA

18S rRNA




IN VITRO TRANSKRIPCE (IVT)

Reverzni transkripce
Prepis mMRNA do cDNA (Ambion kit)

- syntéza 1. vlakna — oligo(d)T primery + reverzni
transkriptaza

- syntéza 2. vldkna — DNA polymeraza, RNaza H

IVT

Prepis cDNA do cRNA + zabudovani biotinem znacenych
UTP

i* Ty, UR-E
t l_ 1118

l:_l_ U5
gy LS

|:-I-
|;-|-

-t

bictin labeled cRMA



HYBRIDIZACE NA CIPY

o Hybridizace cRNA vzorku na Cipy —
Human — HT — 12 v3 Expression
Bead Chips — 12 vzorku na Cip —
celogenomova expresni analyza:
pres 25 000 dobfe anotovanych genu
— 48 804 prob (NCBI & UniGene
databaze)

o Fluorescencni znaceni —
streptavidin-Cy3

o Skenovani — lllumina Bead Array
Reader

o Analyza dat




POCTY DEREGULOVANYCH GENU
BARTOVICE VS. PORUBA

HEL bunk
10 pg/mi y 30 pg/ml
Bartovice Poruba Bartovice Poruba
30 20 137 53
60 pg/ml
Bartovice Poruba

1095 315




POCTY DEREGULOVANYCH GENU
BARTOVICE VS. PORUBA

HEL bunky
Bartovice Poruba
10 uyg/ml 30 pg/ml 10 pg/ml 30 pg/ml
4 65 5 38
2203 1255

60 pg/mli 60 pg/ml




Pocet deregulovanych gent

POCTY DEREGULOVANYCH GENU
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* Cytotoxicita ~ 40%



POCTY DEREGULOVANYCH GENU
PO KOREKCI NA * 100% ZMENU EXPRESE
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ZAVERY

Testy genotoxicity ukazaly davkovou zavislost hladin DNA aduktu
na koncentraci EOM u obou linii plicnich bunék

EOM z Bartovic — nékolikanasobné vyssi genotox.potencial nez
EOM z Poruby a ostatnich lokalit — odpovida nékolikanasobné
vyssimu obsahu B[a]P a k-PAU v ovzdusi Bartovic

Podobne pfedbézné vysledky analyzy genove exprese ukazuji
zvySeny pocet deregulovanych genu se zvySujici se koncentraci
EOM

DalSi analyzy budou nasledovat: identifikace deregulovanych
biologickych drah, ovéreni hladin vybranych deregulovanych
genll pomoci gPCR, analyza oxidaéniho poskozeni lipidu a
proteinu a predevSim detailni porovnani lokalit — hl. Bartovic a
Poruby
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