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Abstrakt

Tento vyzkum se vénoval hodnoceni mikrojader u embryondlnich lidskych plicnich fibroblasti
(HEL 12649) saplikaci latek vyskytujici se ve zneisténém ovzdusi. Byla pouzita klasicka metoda
hodnoceni v optickém mikroskopu a automaticka obrazova analyza programem Metafer MNScore
(MetaSystems) na Ustavu experimentélni mediciny AV v Praze. Vysledky obou metod byly porovnany (p
> 0.05) a nebyl mezi nimi nalezen statisticky vyznamny rozdil. Obé metody vSak mezi sebou
nevykazovaly zadnou korelaci (r = -0.127). Buitky HEL se ukazaly jako ne zcela optimalni pro analyzu
mikrojader vzhledem k nizkému vytéZzku hodnotitelnych dvoujadernych bunék a problémovou kultivaci.
Pro budouci analyzy mikrojader tuto linii nedoporucuji.
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Uvod

Mikrojadra (MN) jsou jaderné anomalie, nachazené v cytoplazmé dvoujadernych bunék
(BNC) [1], jez pti mitoze kondenzuji z chromosomovych fragmentu, ¢i celych chromosomu,
které se pii anafazi nezalenily do nové vzniklych jader. Mikrojadra jsou tak odrazem
genetického poskozeni a dle jejich frekvence se sleduji rizné asociace (narodova onemocnéni,
zpusoby 1écby, demografické rozdily, Zivotni styl, ale také 1 znec€iSténé ovzdusi).

VétsSina téchto studii je provadéna na snadno zpracovatelnych lidskych perifernich
lymfocytech [2], vyjimecné jsou pouzivany i epitelidlni buiky [3, 4]. Uvadény vyzkum se
zaméfuje na bunénou linii lidskych embryonalnich plicnich fibroblastt (HEL 12469), na poli
mikrojader zcela neprozkoumanou. Pro testovani byla vyuzita aplikace benzo[a]pyrenu (B[a]P) a
extrahovatelné organické hmoty (EOM) ziskané z prachovych ¢astic o priméru < 2,5 um (PMz5s).

Klasické hodnoceni mikrojader (klasicka, vizudlni metoda) je provadéno v optickém
mikroskopu pocitanim dvoujadernych bun€k a v nich stanovené frekvenci mikrojader.
Standardné se hodnoti 1000 dvoujadernych buné¢k (MN/1000 BNC). Ackoliv je metoda pomérné
jednoducha, je ¢asové velmi zdlouhava a monotonni, proto je ptistup klasického hodnoceni je
pomalu nahrazovan automatickymi systémy. Nejcastéji pouzivanym systémem, umoziujici
automatickou obrazovou analyzu, je Metafer MNScore firmy MetaSystems (Némecko) [5], ktery
krom& mnoha jinych aplikaci, dokdze detekovat dvoujaderné buiiky a nachazet v jejich blizkém
okoli mikrojadra.

V této praci jsou bunky HEL 12469 s aplikaci latek, beézné se vyskytujici ve zne€isténém
ovzdusi (vzorky odebrané z Prahy a Ostravy, v letnim a zimnim obdobi) testovany jak v klasické
vizualni analyze, tak pomoci automatického systému Metafer MNScore. Vyzkum byl provadén
v Laboratofi genetické ekotoxikologie Ustavu experimentalni mediciny, Akademie V&d v Praze,
pod vedenim MUDr. Radima Srama, DrSc.

Hlavnim cilem této prace bylo otestovat vhodnost navrZzeného metodického postupu a
analyzy mikrojader u lidskych plicnich embryondlnich fibroblastd (HEL 12469) s vyuZitim
vizualniho a automatického hodnoceni.



Material a metody

Kultivace a zpracovani

Lidské embryondlni plicni fibroblasty byly kultivovany v esencialnim médiu E-MEM.
Bunky byly kultivovany ptfi 37°C v atmosféfe obsahujici 5% CO,. Béhem kultivace byly do
bun¢k ptidany tfi koncentrace latek (B[a]P: 1, 10 a 25 uM; EOM: 1, 10, 25 pg/ml).

Po 24h od zacatku kultivace bylo vyménéno médium za médium s aplikovanou latkou, po
48h od zacatku kultivace bylo médium nahrazeno za ¢isté s 10% fetalniho bovinniho séra. Za
dalSich 24h byl do média aplikovan cytochalasin B (5 pg/ml kultury) na dobu ur¢ené inkubace
(30h). Po 30h byly bunky zpracovany.

Protoze bunky HEL rostou pfisedle, byl pro zpracovani preparatii vyuzit trypsin (0.5g/L),
dale hypotonicky roztok 0.55% KCIl a fosfatovy puft.

Bylo piipraveno celkem 45 preparatti — 5 kultivacnich sérii s obsahem B[a]P, EOM z Prahy
V letnim a zimnim obdobi, EOM z Ostravy V letnim a zimnim obdobi. V kazdé sérii byla krom
ptislusnych koncentraci EOM a B[a]P i pozitivni kontrola etoposid a preparaty pouze s DMSO
urcené jako negativni kontrola.

Vsechny preparaty byly piipraveny ve dvou provedenich - kontroly A a B, u kterych se
predpokladala rovnocennost.

Barveni
Pro klasické vizualni hodnoceni byly preparaty barveny 10% roztokem Giemsa. PO
zhodnoceni odbarveny fixa¢nim roztokem (kyselina octovd : methanol = 1 : 3) a pro

automatickou analyzu obarveny fluorescenénim barvivem DAPI (4 pl zasobniho roztoku o
koncentraci 6pg/ml, spolu se 100 pl montovaciho média VECTASHIELD.

Mikroskopické analyza klasickou metodou

Mikroskopicka analyza probihala v mikroskopu Olympus BH2. Celkem bylo hodnoceno 44
preparatti a na kazdy preparat bylo predpokladano hodnoceni 1000 dvoujadernych bun¢k a v nich
stanovena frekvence mikrojader. Hodnoceni se fidilo kritérii na pozadavky tvaru bunék, patrné
cytoplazmy, maximalniho poctu mikrojader v jedné bunce, ¢i podobné morfologii mikrojader
s hlavnimi jadry [6].

Mikroskopické analyza automatickou metodou

Po zhodnoceni vSech preparath klasickou metodou byly vSechny preparaty odbarveny a
pfipraveny pro automatické hodnoceni systémem Metafer MNScore firmy MetaSystems.
Podobné jako klasicka vizualni metoda se fidi kritérii hodnoceni, automatickd analyza z téchto
kritérii vychazi, proto je systém nastaven na vyhledavani topografickych parametra ¢i velikosti,
vzdalenosti a pomérovymi parametry hledanych objekta [7].

Vysledky a diskuse

Pti klasické analyze se ukazalo, ze hodnotitelnych bun€k na preparati je velmi mélo a
prevladaji misto dvoujadernych bunék buiniky jednojaderné, rovnéz s vysokou koncentraci
apoptotickych ¢i nekrotickych bun€k (viz obrazek 1,). U nékterych preparati ani nebylo mozno
dosahnout limitu 1000 dvoujadernych bunék.

Kontroly A, a¢ byly pfipraveny stejnym zplsobem jako kontroly B, vykazovaly velké
mnozstvi neoddélenych shlukii buné€k, které jsou dany ziejmé ptirozenou vlastnosti plicnich
fibroblastl pfi nedostatecné trypsinizaci.

U kontrol B se naopak objevovalo velké mnoZstvi nehodnotitelnych bunck z diivodu
nepatrné cytoplazmy kolem jader bunc¢k. Tento jev mohl byt naopak pfi¢inou nadmérné
trypsinizace.



Pti automatické analyze byly preparaty problémové pievazné z divodu velmi nizkych
vytézki dvoujadernych bunék. Plicni fibroblasty maji na rozdil od tradi¢n€ pouzivanych
perifernich lymfocyti, které maji symetricky kulova jadra, jadra pomérné protahla (viz obrazek
1p, ¢, d), kterd se pfi automatické analyze Spatn¢ detekuji.

Obrazek 1. Ukazka dvoujadernych bun¢k. A) apoptoticka bunka; ovalné tvary jader: B)
dvoujaderna buiika s mikrojadrem; C) buiika s 2 mikrojadry; D) buiika s 2 mikrojadry

Statistické srovnani vSech preparati zhodnocenych klasickou a automatickou metodou
pomoci parového t-testu neukazalo Zadny statisticky vyznamny rozdil mezi obéma pouzitymi
metodami (p > 0.05), avSak data mezi sebou nevykazovala korelaci (r = -0.127). Primérné
hodnoty MN/1000 BNC byly u obou pouzitych metod podobné (viz tabulka 1). Nicmén¢ pouziti
statistického t-testu poukazalo na statisticky vyznamny rozdil (p < 0.05) mezi kontrolami A a B.

Tabulka 1. Celkova primérna hodnota MN/1000 BNC pro vsechny preparaty zhodnocené
klasickou vizualni metodou a automatickou metodou.

hodnota metoda VISUAL AUTO
A+B A+B A B
MN/1000 BNC pramér 12.07 10.14 12.11 9.13
S.D. 9.13 3.09 4.49 3.95
CV (%) 75.6 30.47 37.07 43.26

Obrazek 2 shrnuje primérné hodnoty MN/1000 BNC u jednotlivych kategorii preparati —
B[a]P, EOM z Ostravy a Prahy, vletnim a zimnim obdobi, negativni a pozitivni kontroly.
Z obrazku je patrné, ze v lét€ jsou frekvence mikrojader niZ$i neZ v zimnim obdobi, vysledky
jsou vSak vyrazn&jsi pouzitim klasické vizualni metody, kterd ovSem vykazuje vétsi odchylku a
vys§i variacni koeficient. Proto jsou vysledky mezi danymi soubory preparatti nejednoznacéné.
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Obrazek 2. Vysledné primérné hodnoty MN/1000 BNC pro jednotlivé soubory preparati
pouzitim klasické vizudlni a automatické metody.



Zavér

Bunky HEL 12469 se ukazaly jako ne zcela optimalni model pro analyzy mikrojader. Jak
pro automatickou metodu, ve které se hodnoceni setkavalo s problémem nizkého vytézku
dvoujadernych bunék a ptitomnosti protahlych jader plicnich fibroblastii, tak pro klasickou
analyzu, kde byly buiiky nehodnotitel¢ z ditvodu pfitomnosti shluki bun€k, ¢i naopak poskozené
cytoplazmy. Problémy jsou pravdépodobné spojené s nutnosti trypsinizace prisedle rostoucich
bunék, a rovnéz pomalého rustu bunék s neochotou se délit (pfevaha jednojadernych bun¢k nad
pottebnymi dvoujadernymi).

I ptes znacné potize s kultivaci a hodnocenim, jsou vSak vysledné primérné hodnoty
ziskané pomoci obou metod srovnatelné.
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Abstract

Micronuclei are cell bodies, usually analyzing in cytoplasm of binucleated cells which are
biomarker of cytogenetic damage. This research was devoted to evaluate of micronuclei in human
embryonal lung fibroblast (HEL 12469) within application of samples of air pollutants. There was used
classic visual method of evaluation in optic microscope and automated imaging analysis by software
Metafer MNScore (MetaSystems) in Institute of Experimental Medicine, AS Prague. The results both of
methods was compared (p > 0.05). There was no statistically difference between the methods. Also, there
is no correlation between the methods each other (r = -0.127). The cell line HEL 12469 is showed as
inappropriate for analysis of micronuclei due to the low yields evaluable binucleated cells and problematic
cultivation. | do not recommend this cell line for future analysis of micronuclei.



