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Testovani karcinogennich
a mutagennich latek
v nasem okoli a strave

Cilem je v teoretické roviné pfiblizit studentlim princip mutageneze a karcinogeneze
a odliSeni obou pojm, aby bylo zfejmé, Ze kazdy karcinogen je mutagenem,
ne u kazdého mutagenu vsak Ize prokazat karcinogenni aktivitu. V praktické casti
mohou studenti provadét fadu jednoduchych testu, aby zjistili mutagenni charakter
latek, které je obklopuji.Testovacim modelem by mohla byt Drozofila melanogaster,
ktera je idealni genetickym modelem. Mutace jsou snadno rozeznatelné
v binokularnim mikroskopu nebo pod silnou lupou. Pokusy se budou zamérovat
na mozné chemické mutageny, které se mohou rozpustit v potravé musich larev,
(zbytky vykoufenych cigaret, podezielé potraviny, Cistici prostfedky, spaleniny jidel,
plasty apod.). Studenti si béhem téchto pokusu osvoji jednoduchy chov nenaroéného
hmyzu a praci s binokularnim mikroskopem, pfipadné pokud budou pokusy

Vv s

a manipulaci s malymi objekty.
Vyuzité pristroje:
binokularni mikroskop, mikroskop
Cilova skupina/naro¢nost:
2. roénik SS a odpovidajici roéniky gymnazii
Autor:
Mgr. Jaroslav Pavelka, Ph.D.

VSechny uvedené texty, obrazky a videa jsou vlastni, neni-li uvedeno jinak. Autory
Youtube embed videi Ize nalézt pfi kliknuti na znak Youtube ve videu béhem
prehravani.

K plnohodnotnému vyuziti této studijni opory je nutny pristup k on-line
zdrojam a materialim.

Tento material vznikl z finanéni podpory Evropského socialniho fondu a statniho rozpodtu Ceské republiky
v ramci projektu ,Popularizace védy a badatelsky orientované vyuky®, reg .¢. CZ.1.07/2.3.00/45.0007.
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1 Zakladni informace o projektu

Cile a cilové vystupy

Studenti by se méli seznamit s vlivem chemickych mutagen( v prostfedi, které je obklopuje, v teoretické ¢asti pochopit
pusobeni chemickych mutagenu a také se seznamit s Drozofilou melanogaster jako genetickym modelem.

Studenti by méli po vyuce ovladat principy a zpusoby, kterymi mlze byt poskozena DNA a méli by znat praktické a
zdravotni dopady, véetné ekonomickych — ziskavani vhodnych mutantd pro zemédélstvi. Hodnoceni mize byt provadéno
znamkovanim nebo slovnim ohodnocenim jejich pracovnich protokold na zakladé jejich srozumitelnosti, pfinosnosti a
opakovatelnosti pro pfipadné dalSi zajemce.

Cilova skupina

Cilovou skupinou by méli byt studenti 1.-2. ro€niku Ctyfletého gymnézia nebo 5.-6. ro€niku osmiletého gymnazia se zajmem
o pfirodni védy, nicméné podobné pokusy Ize provadét i na zakladnich Skolach v ramci nepovinného pfedmétu i zajmovych
biologickych krouzku, ale v tomto pfipadé by se mélo jednat o zapalené jedince, a to kvlli nutné davce trpélivosti a
schopnosti manipulace s malymi objekty.

Casova naroénost

Vzhledem ke generacni dobé vyvoje drozofil Ize pokusy odhadnout na dvé vyu€ovaci hodiny, kazdy sudy nebo lichy tyden
po dobu jednoho az dvou mésicl podle toho, kolik pokust bude zvoleno a zda budou opakovany.

Pomiicky, pfistroje a material

800 ml vody, 8 g agaru, 100g kukufiéné mouky, 75g cukru, 60g kvasnic, 10 ml kyseliny propiénové nebo benzoové, vhodné
skleni¢ky nebo &iroké zkumavky, vafi¢, dvé nadoby na pFipravu, uzaviratelna nadoba na uskladnéni Zivné pudy. Zivé
octomilky (drozofily), binokularni mikroskop, testované latky, pfipadné zfedéna kyselina chlorovodikova o pH 2, v pfipadé
provadéni Wing spot testu - standardni mikroskop, dvé velmi ostré hodinafské pinzety, Faurdv roztok (Faure's solutions) (30g
arabské gumy, 30 ml glycerolu, 50 g chloralhydratu, a 50 ml destilované vody) a velka davka Sikovnosti a trpélivosti.

VSe potfebné, jako mouchy, instantni krmivo a podobné, je roznéz mozno objednat u firmy Carolina Biological (URL 12).

Uvod do tématu

Problematika vzniku mutaci, pfipadné rakoviny, je citlivym tématem, sdélovaci prostfedky €as od €asu referuji o potencialnim
nebezpeci mutagend v naSem okoli, bohuzel nezfidka v panikafském duchu. Studenti si mohou sami kreativné vybrat a
vyzkousSet, co budou testovat a jak citlivé. Pfi tom se nauci zvladat chov hmyzu a praci s binokularnim mikroskopem

na vlastnim projektu. Vytvoreni viastniho projektu a jeho zpracovani je vice stimulujici nez uloha pouze zvolena ucitelem.

O problematice mutageneze existuje mnoho literatury, na Uvod v &estiné Ize uvést nékteré stranky (URL 9, 10), nebo odborné
vysokoskolské uc¢ebnice (Rosypal a kol. 1992, 2003, Alberts akol. 2014), pro jednoduchy chov drozofil mizeme vychazet
napr. z nékteré z akvaristickych stranek (URL 6, 7). Jak vypadaji mutace u drozofily, si Ize najit na strankach, kde jsou
pFislusné fotografie (URL 3, 4, 11), nebo v literatufe (Lindsley a Zimm 1992).



2 Popis aktivit

Podrobny popis aktivit

1) Opatfime si chov drozofil. Prvni moZnost je nachytat divokou formu z ptirody. Nastrazime ovoce nékde v prostiedi, kde se
octomilky vyskytuji, bud v mikroténovém sacku, nebo ve sklenici, a jak se na ovoci shromazdi vétsi mnozstvi much, nastrahu
uzavieme a pfeneseme je na pfipravenou zZivnou pidu. VyuzZivame toho, Ze se octomilky pfi vyru$eni snazi vyletét vzhiru.
Nebo si koupime bezkfidly chov, napfiklad od firmy Carolina (URL 5), ale tim se ochudime o analyzu kfidel, kde se daji dobfe
studovat somatické mutace (Graf 1984).

2) Vareni zivné pudy. Na internetu Ize najit fadu moZznosti, jak pfipravit Zivnou padu (napf. URL 6, URL 7). Mizeme zvolit
jeden z navodu. Pripravime si 500 ml vody, ve které nechame nabobtnat 8 g agaru. V jiné nadobé rozmichame 200 ml vody
a 100 g kukufi¢né mouky a ve tfeti nadobé si pfipravime 100 ml roztoku z 2 dilG vody a 3 dili cukru. Agar rozvafime ve vodé
a pfidame do néj nejdfive roztok vody a cukru a potom dohustime vodou s kukufi€nou moukou. Smés dobfe zamichame,
prevarime, aby neplesnivéla, a jesté horkou nalévame do pfipravenych chovnych sklenic. Pokud se nam sklenic nedostava,
muzeme si pfipraveny roztok uschovat do lednic¢ky. Do chovnych sklenic jeSté nakapeme na povrch kvasnice rozetfené

v troSe vlazné vody. Pfebytec¢nou vodu miizeme z chovnych sklenic odsat napf. pomoci filtraéniho papiru (viz URL 6).
OvSem proti nadmérnému pfemnozeni bakterii na povrchu nebo plesnivéni je lepsi jeSté pfidat pfed koncem vareni
dezinfekci, napf. cca 10 ml kyseliny propiénové nebo benzoové, a fadné promichat. Pro zasobni chov mizZeme zvolit vétsi
sklenici a pro pokusy né&jaké mensi nebo plastové siln&jSi zkumavky. Hrdla je nutno uzavirat zatkami z molitanu nebo vatou.

3) Octomilky namnozime a druhou generaci pouzijeme k pokusim. Pfipravime vzorky, které chceme testovat, napt.
rozemeleme a ve vodé vylouhujeme zbytky vykoufenych cigaret nebo prepaleny olej a podobné. Pokud chceme napodobit
chemické reakce v lidském Zaludku, mGzeme vzorky namacet v kyseliné chlorovodikové o pH 2. Do rozvarené zivné pudy
pridame testovany vzorek v tekuté fazi, zvolime napt. nékolik koncentraci, také testujeme nékolik vzork(l. Nadobky (napf.
epruvety) s Zivnou pGdou a vzorky nechame zchladnout (nejlépe pfes noc nebo i krat$i dobu, ale pak je nutno setfit ze stén
vysrazenou vodu, aby se v ni mouchy neutopily). Na padu vyklepeme nékolik drozofil (5-10), je nutné, aby byly pfitomné
samice, a nechame vyvinout dal$i generaci. Chov radéji umistime v chladnéjSim prostfedi cca 20-22 °Celsia, aby nasledujici
generace byla pfipravena za 14 dnd, ne zbyte¢né dfive. Na vyvoj much se mizeme podivat na obr.1.

4) Po 14 dnech mouchy vyklepneme z epruvet a pozorujeme. Aby vSak neodletély, je nutno je predtim uspat. MiZzeme pouzit
ether, ale po zku$enostech autora se studenty VS, kdy je mistnost prosycena vypary etheru a u stropu Iétaji mirné omamené
octomilky, doporucuji pouzit led. Vyrobime kostky ledu na mrazaku, octomilky vyklepeme na led a pozorujeme je

pod binokularnim mikroskopem. Pod led vloZime suchou utérku, protoZe led pod teplem lampy rychle taje. Pokud mame
moznost opatfit si levné tzv. suchy led, mizeme ji vyuzit. Kultury pfed manipulaci nechame chvili v lednici, aby byly octomilky
uz od zacatku malo pohyblivé. Pfipadné mutace zaznamename. Pokud je na mikroskopu fotoaparat, nafotime je (viz obr.2 a
3). Jestlize chceme zaznamenat mutagenitu latek opravdu citlivé, pouzijeme Wing spot test. Nékolik octomilek z kultury
vybereme, humanné zabijeme a utrhneme jim pomoci hodinafské pinzety kfidla —pracujeme pod binokularnim

mikroskopem. Pak pfichazi velmi obtizna ¢ast, malinké kfidlo roztrhneme pomoci dvou hodinarskych pinzet na hibetni a
bfis$ni stranu a obé nalepime na podlozni sklicko s kapkou Faurova roztoku. MGZzeme ho zafixovat krycim sklickem, ale je
lepsi to nedélat. Nasledné preparat pozorujeme pod normalnim mikroskopem pfi zvétSeni 400x. Sledujeme vyskyt mwh
bunék a zaznamename jejich pfipadny vyskyt a porovname s kontrolou neovlivnénou potencionalnimi mutageny (Graf a kol.
1984, Frei a kol. 1992). Je tfeba zvazit podle Urovné a zaméfeni studentl, jak precizné bude vypadat vyhodnoceni
pozorovani.

Mizeme pouzit podklady z odborné literatury (Graf a kol. 1984, Frei a kol. 1992) nebo miiZze ucitel vytvofit néjaké
jednoduché vlastni. MiZeme také pouzit pozitivni kontrolu s néjakym znamym silnym mutagenem, ale pfipravu této kultury
by mél z bezpec¢nostnich divodl provést jen ugitel. U tohoto testu je nutno se také zaméfit na teoretickou ¢ast a vysvétlit
somatické mutace, chromozomové aberace a mitotické rekombinace.
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5) Mozné pokracovani — nékteré zajimavé mutanty mizeme dal chovat a zkusit vytvorit jejich Cistou linii a zjistit, zda mutace
je dominantni, nebo recesivni a zda je podminéna jednim, nebo vice geny.
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4 Projektovy denik a otazky na premysleni

Vzor
protokolu

FrantiSek Octomilny Datum: XXXXX Gymnazium Puémelounov

Téma:

Testovani karcinogennich a mutagennich latek v nasem okoli a stravé

Uvod:
Teorie a princip uUlohy (popsat velmi stru¢né nebezpec¢i mutagenu a jejich viiv na organismy a Drosophilu melanogaster

Jako geneticky model. Rovnéz struéné popsat dilezitost testovani latek, které jime nebo s kterymi prichazime
do kontaktu.)

Material a pomicky:

Seznam nutnych véci k provedeni experimentu

Provedeni:

1. Organismy, na kterych se pokus bude provadét. Jejich popis a zpusob ziskani.

2. Popis chovu — pfiprava potravy, vytvareni kontinuity chovu, mnozeni a uchovavani hmyzich kultur (popsat podrobnéji).
3. Vybaveni laboratore.

4. Popis testovanych latek, zpusob jejich pfipravy a davkovani do potravy hmyzu.

5. Pracovni postup:  Popis viastni prace a viastnich modifikaci, a zejména uvedeni skutec¢né pouZzitych pomérd
testovanych latek a potravy hmyzu.

Vysledky:

Uvedeni pfesného poctu mutaci a jejich popis, pokud se né&jaké podafrilo objevit. Hodnoty je vhodné uvést

do tabulky.

Diskuse:

V této &asti je nutno vyhodnotit ziskané vysledky a uvést pfedchozi prace, které se vztahuji k tomuto tématu. Je mozno
vhodné vyuzit hledani na internetu, napf. Google Scholar. Viastni vysledky je nutno popsat, zdtvodnit, pro¢ k nim
ziejmé doslo, a pokud mozno porovnat s podobnymi Gdaji, které uz byly popsany, nebo je porovnat s vysledky dalSich
¢lenu skupiny.

Zaveér:

Kratce shrnout hlavni vysledky pokusu.

Sada otazek na premysleni

Pro€ dochazi k mutacim a co se déje na DNA?

Jak se projevuje karcinogenni efekt?

Testovali jsme mutageny v potravé. Mohou mutace zplsobovat i jiné vlivy?
Jsou také mutagenni pro ¢lovéka ty mutageny, které mohou ovlivnit mouchy?

Co by se stalo s nami vytvofenymi mutanty v pfirodé? Zkuste se zamyslet, zda néktera konkrétni mutace by mohla byt
za néjakych podminek vyhodna. Pfiklad: na ostrové uprostfed oceanu bez predatoru je vyhodné nemit k¥idla, protoze
létaci hmyz zanese vitr nad vodu, kde se utopi.



5 Videa souvisejici s tématem

Mutace octomilek (angl.)

(video viz. on-line kurz)

Chov octomilek, vétsinou z instantnich smési (angl.)

(videa viz. on-line kurz)



