Plan ¢wiczen z Genotoksykologii.
Rok akademicki 2017/2018

Cwiczenie 1
Czas trwania: 4 godz.

Wstep do hodowli komérkowych

Teoria

V' zapoznanie z zasadami BHP obowigzujagcymi podczas zajeé

v organizacja i wyposazenie pracowni hodowli komérkowych

v charakterystyka kultur komorkowych i sSrodowisko hodowlane (klasyfikacja hodowli, typy
pozywek, surowice)

v techniki hodowlane

Praktyka

v zaktadanie hodowli z zamrozonych linii komdérkowych
v pasazowanie komorek

v mrozenie i przechowywanie komoérek

Cwiczenie 2
Czas trwania: 4 godz.

Ocena genotoksycznosci czynnikéw chemicznych na podstawie przezywalnosci komérek ssakow

Teoria
Podstawy analizy i oceny toksycznosci réznych czynnikow chemicznych na strukture DNA.

Praktyka

Wykonanie testu przezywalnosci komorek hodowanych w obecnosci mitomycyny C (MMC).
Liczenie komdrek w komorze Briikera i wysiewanie ich na szalki z medium hodowlanym.
Przygotowanie odpowiednich rozciericzen MMC.

Ekspozycja na MMC.

Hodowla komorek.

Barwienie komoérek rosnacych w koloniach.

Liczenie kolonii.

Analiza uzyskanych wynikow. Okreslenie wrazliwosci linii referencyjnej V-79 i mutanta VC-8 na
MMC i wykonanie krzywych przezywalnosci

Okreslenie wrazliwosci komorek na inne niz MMC czynniki uszkadzajace DNA.

Analiza wynikéw doswiadczen przeprowadzonych na liniach komérkowych z uzyciem
bleomycyny, cis-platyny, 4NQO i nadtlenku wodoru.

4. Woykonanie sprawozdan z przeprowadzonych doswiadczen i analiz.
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Cwiczenie 3
Czas trwania: 4 godz.

Wykrywanie uszkodzenn DNA metodq elektroforezy pojedynczych komérek z zelu agarozowym - test
kometowy (Comet Assay)

Teoria:
Omoéwienie metody testu kometowego i jej zastosowanie do analizy wykrywania pojedynczych i
dwuniciowych peknie¢ DNA

Praktyka
v Zawieszenie przygotowanych wczesniej komdrek w agarozie LMP i naktadanie na szkietka
podstawowe
Liza komoérek
Denaturacja alkaliczna w buforze rozwijajgcym
Elektroforeza
Barwienie jader komérkowych DAPI
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Cwiczenie 4
Czas trwania: 4 godz.

Detekcja podwdjnych peknie¢ DNA indukowanych mutagenami na podstawie ekspresji biatka BH2AX

Teoria:
v Funkcja biatka H2AX w naprawie podwojnych peknie¢ nici DNA.
v Bleomycyna w powstawaniu podwadjnych peknie¢ DNA.
v/ Omoéwienie zasad reakcji immunocytochemicznej (ICC) umozliwiajgcej wykrycie biatka yH2AX.

Praktyka
1. Przygotowanie preparatéw mikroskopowych z komérkami linii referencyjnej V-79 i mutantaVC-8
wrazliwego na bleomycyne, ktére traktowano i niepotraktowano bleomycyna.
v Utrwalanie komorek.
v Dwustopniowa reakcja ICC z przeciwciatami
v Barwienie jader komoérkowych DAPI
v Zamykanie preparatéw w medium
2. Analiza preparatéw w mikroskopie fluorescencyjnym.



Cwiczenie 5
Czas trwania: 2 godz.

Analiza ekspresji biatek naprawy DNA metodq Western Blot na podstawie oceny indukcji biatka RAD51 cz. 1

Teoria:
Omodwienie metody Western blot i jej zastosowania do analizy odpowiedzi komérki na czynniki
uszkadzajgce DNA.

Praktyka:
v Wykonanie Zelu poliakrylamidowego
v Rozdziat elektroforetyczny biatek

Cwiczenie 6
Czas trwania: 4 godz.

Analiza ekspresji biatek naprawy DNA metodq Western Blot na podstawie oceny indukcji biatka RAD51 cz. 2

Praktyka:

v analiza rozdziatu elektroforetycznego biatek
v transfer biatek na membrane PVDF

v detekcja biatek i analiza wynikéw

Cwiczenie 7
Czas trwania: 2 godz.

Ocena mutagennosci czynnikéw genotoksycznych z wykorzystaniem testu Amesa cz. 1

Teoria:
v wykorzystanie testu Amesa do oceny mutagennosci réznych czynnikéw
v omowienie wykonania doswiadczenia okreslajagcego mutagennos$é¢ azydku sodu i 4ANQO

Praktyka
v Przygotowanie podtozy do testu Amesa

Cwiczenie 8
Czas trwania: 4 godz.

Ocena mutagennosci czynnikéw genotoksycznych z wykorzystaniem testu Amesa cz. 2

Praktyka

Sprawdzenie szczepu Salmonella typhimurium na:
zapotrzebowanie na histydyne/biotyne,
obecnos$¢ mutacji rfa i uvrB,

obecnosci plazmidu pKM101,
wykonanie testu Amesa.

ANANENEN

Cwiczenie 9
Czas trwania: 2 godz.

Kolokwium Zaliczeniowe



