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1. Opis pracovnych priestorov a ich umiestnenie

Miestnosti €. 2.05, 2.06, 2.07, 2.08, 2.09, 2.10, 2.11, 2.12, 2.13, 2.14, 2.15, 2.16, 2.17, 2.18,
2.19, 2.20, 2.21 sa nachdadzaju na 2. podlazi budovy supisné Cislo 5788 v aredli SAV na
Dubravskej ceste 9 v Bratislave.

Miestnost €. 2.05 — Oddychova miestnost

Miestnost s vybielenymi stenami s prirodzenym osvetlenim a vetranim (otvaratelné okna
s moznostou tienenia). Umelé osvetlenie je zabezpecené stropnymi osvetlovacimi telesami.
Podlaha je pokryta dobre umyvatelnou krytinou z PVC. Je to miestnost s privodom vody
a umyvadlom v kuchynskej linke. Sucastou miestnosti su 2 jedalenské stoly so stolickami,
kuchynska linka, skrinky na odkladanie potravin a chladnicka na skladovanie potravin.
V miestnosti sa nachddza varnd kanvica, vari¢ a mikrovinna rura.

Miestnost sluZi na oddych pracovnikov a na jednoduchu pripravu, resp. zohriatie stravy.

Miestnosti €. 2.06, 2.07, 2.08, 2.09, 2.10, 2.11 — Pracovne zamestnancov a doktorandov

Vsetky pracovne maju vybielené steny. SU to miestnosti s prirodzenym osvetlenim a
vetranim (otvaratelné okna s moZnostou tienenia). Umelé osvetlenie je zabezpelené
stropnymi osvetlovacimi telesami. Podlaha je pokryta kobercom. SU to miestnosti s
privodom vody a umyvadlom na osobnu hygienu pracovnikov.

Pracovne su vybavené: pracovnymi stolmi, kancelarskymi stolickami, skrifiovou zostavou, PC
s LCD monitorom.

Na pracovisku sa vykonava administrativna praca spojena s pracou so zobrazovacou
jednotkou, ktora predstavuje vyznamnu Cast pracovnej doby s moZnostou prerusenia prace.

Miestnost €. 2.12 - Umyvaren skla so zariadenim na vyrobu l'adu a deionizovanej vody

Miestnost ma kachlicky na stendch do vysky 180 cm. Miestnost je s prirodzenym osvetlenim
a vetranim (otvaratelné oknd). Umelé osvetlenie je zabezpecené stropnymi osvetlovacimi
telesami. Podlaha je pokryta dobre umyvatelnou krytinou z PVC. Je to miestnost s privodom
vody a drezom na umyvanie laboratdrneho skla.

Miestnost je oznacena prislusnymi bezpec¢nostnymi symbolmi.

Vybavenie pracoviska

Pracovisko je vybavené pracovnymi laboratérnymi stolmi s umyvatelnym povrchom so
skrinkami pod pracovnou plochou. Sucastou miestnosti je drez na umyvanie laboratérneho
skla. Nad stolmi su policky a skrinky na priru¢né roztoky a pracovné pomaécky.



Pristrojové vybavenie pracoviska pozostava zo zariadenia na pripravu deionizovanej vody,
zariadenia na pripravu ladu, autoklavov alaboratornych vah. Zariadenie je doplnené
beznymi drobnymi l[aboratérnymi pomdckami.

Pracovisko nie je miestom trvalého pracovného vykonu.

Pracovné Cinnosti s chemickym faktorom su zaradené do kategdrie CHF — 2.

Miestnost €. 2.13 — Pristrojové laboratérium

Miestnost s umyvatelnymi stenami do vysky 160 cm s prirodzenym osvetlenim a vetranim
(otvaratelné okna s mozZnostou tienenia). Umelé osvetlenie je zabezpecené stropnymi
osvetlovacimi telesami. Umelé vetranie zabezpecduje klimatizacnad jednotka s mozZnostou
nastavenia teploty v miestnosti. Podlaha je pokryta dobre umyvatelnou krytinou z PVC. Je to
miestnost s privodom vody a umyvadlom.

Miestnost je oznacena prislusnymi bezpecnostnymi symbolmi.

Je to pracovisko so zvySenym nebezpecenstvom vzniku poZiaru.

Vybavenie pracoviska

Laboratérium je vybavené pracovnymi laboratérnymi stolmi na ktorych si umiestnené
laboratérne pristroje k jednotlivym metodikdm so skrinkami pod pracovnou plochou. Sucastou
miestnosti je umyvadlo. V laboratdriu s umiestnené chladnicky a mraznicky na skladovanie
pracovnych roztokov, chemikdlii, vzoriek a pod. V miestnosti sa nachddza skrifa na
skladovanie chemikalii a protipoziarna skrifna na skladovanie horfavych chemikalii. Nad
stolmi su polic¢ky a skrinky na priru¢né roztoky a pracovné pomocky. V uloznych priestoroch
je uskladnené laboratérne sklo, plasty, pomocky, na policiach uprostred stola bezné
chemikalie, pracovné roztoky a pod.

Pristrojové vybavenie laboratdria pozostava zo zostavy pre HPLC; plynového chromatografu;
spektrofluorimetra; spektrofotometra. Zariadenie je doplnené beznymi drobnymi
laboratérnymi pristrojmi a pomoéckami ako su automatické pipety, vortex a stolova
centrifuga.

V laboratdriu sa manipuluje s niektorymi nebezpecnymi chemickymi latkami v kvapalnej
podobe potrebnych pre HPLC. PouZivané objemy sa pohybuju v desiatkach az stovkach ml.

V miestnosti sa nachddzaju plynové tlakové flase: Vodik (1x), Argén (1x), stlaceny vzduch
(1x).

Pracovisko nie je miestom trvalého pracovného vykonu.

Pracovné Cinnosti s chemickym faktorom su zaradené do kategdrie CHF — 2.

Miestnost €. 2.14 — Miestnost s hibokomraziacim boxom a ultracentrifiigou

Miestnost s umyvatelnymi stenami s prirodzenym osvetlenim a vetranim (otvaratelné okna
s moznostou tienenia). Umelé osvetlenie je zabezpecené stropnymi osvetlovacimi telesami.
Umelé vetranie zabezpecuje klimatizacna jednotka s moZnostou nastavenia teploty v
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miestnosti. Podlaha je pokryta dobre umyvatelnou krytinou z PVC. Miestnost je oznacena
prislusSnymi bezpecnostnymi symbolmi.

Vybavenie pracoviska

Laboratérium je vybavené pracovnymi laboratérnymi stolmi na ktorych si umiestnené
laboratdrne pristroje k jednotlivym metodikdm so skrinkami pod pracovnou plochou. Nad stolmi
su skrinky na priru¢né roztoky a pracovné pomaécky.

Pristrojové vybavenie laboratdria pozostava z ultracentrifugy, hlbokomraziaceho boxu,
pultovej mrazni¢ky a kompresora pre pripravu dusika pre HPLC. Zariadenie je doplnené
beznymi drobnymi laboratérnymi pristrojmi a pomockami.

V hlbokomraziacom boxe su skladované biologické kultury kvasiniek, kvasinkovych
mikroorganizmov a laboratérnych kmenov Escherichia coli.

Pracovisko nie je miestom trvalého pracovného vykonu.

Pracovné Cinnosti s chemickym faktorom su zaradené do kategdrie CHF — 2.

Miestnost €. 2.15 — Biochemické laboratérium

Miestnost s umyvatelfnymi stenami do vysky 160 cm s prirodzenym osvetlenim a vetranim
(otvaratelné okna s moznostou tienenia). Umelé osvetlenie je zabezpecené stropnymi
osvetlovacimi telesami. Umelé vetranie zabezpecuje vzduchotechnika s mozZnostou
nastavenia teploty v miestnosti. Podlaha je pokryta dobre umyvatelnou krytinou z PVC. Je to
miestnost s privodom vody a umyvadlami v laboratérnom stole.

Miestnost je oznacena prislusnymi bezpec¢nostnymi symbolmi.

Je to pracovisko so zvySenym nebezpecenstvom vzniku poZiaru.

Vybavenie pracoviska

V strede miestnosti sa nachddza obojstranny laboratérny stol s umyvatefnym povrchom,
pripojeny na rozvod teplej a studenej vody. Sucastou tohto laboratérneho stola su dva
chemické drezy. Laboratorium je dalej vybavené pracovnymi laboratéornymi stolmi
pristrojovymi s umyvatelnym povrchom so skrinkami pod pracovnou plochou. V miestnosti
sa nachadza chemicky digestor so skrinkou na kyseliny a luhy. V laboratdériu si umiestnené
chladnicky a mraznicky na skladovanie pracovnych roztokov, chemikalii, vzoriek a pod.
V miestnosti sa nachddza skrifna na skladovanie chemikalii a 2 odsdvané protipoziarne skrine
na skladovanie horlavych organickych chemikdlii. V laboratériu sa nachadza tiez
uzamykatelna skrinka na toxické a velmi toxické latky a zmesi. Nad stolmi su poli¢ky a skrinky
na prirucné roztoky a pracovné pomaocky. V uloznych priestoroch je uskladnené laboratérne
sklo, plasty, pomdcky, na policiach uprostred stola bezné chemikalie, pracovné roztoky a
pod.



Pristrojové vybavenie laboratdria pozostdva zo zostavy pre TLC (nanasacie a vyhodnocovacie
zariadenie); dezintegratora buniek, inkubatorov, vodnych kupelov, termostatu. Zariadenie je
doplnené beinymi drobnymi laboratérnymi pristrojmi a pomdckami ako su automatické
pipety, vortex a stolova centrifuga.

V laboratdriu sa manipuluje s niektorymi nebezpecnymi chemickymi latkami v kvapalnej
podobe potrebnych pre TLC. PouZivané objemy sa pohybuju v desiatkach az stovkach ml.

V miestnosti sa nachadzaju plynové tlakové flase: Dusik (2x).

V laboratériu sa pracuje aj s radioaktivnymi latkami znaéenymi izotopmi *H, **P a **C. Ich
celkové mnozstvo v drzbe jednej osoby pri praci v lubovolnom Case vSak neprevysuje
1x10°Bq (27 mCi) pre H, 10° Bq (2,7 uCi) pre **P a 1x10’ Bq (0,27 mCi) pre **C.

Pracovisko nie je miestom trvalého pracovného vykonu.

Pracovné Cinnosti s chemickym faktorom su zaradené do kategdrie CHF — 2.

Miestnost €. 2.16 — Mikrobiologické laboratérium

Miestnost s umyvatelfnymi stenami do vysky 160 cm s prirodzenym osvetlenim a vetranim
(otvaratelné okna s mozZnostou tienenia). Umelé osvetlenie je zabezpecené stropnymi
osvetlovacimi telesami. Umelé vetranie zabezpecuje vzduchotechnika s moznostou
nastavenia teploty v miestnosti. Podlaha je pokryta dobre umyvatelnou krytinou z PVC. Je to
miestnost s privodom vody a umyvadlami v laboratérnom stole.

Miestnost je oznacena prislusnymi bezpec¢nostnymi symbolmi.

Je to pracovisko so zvySenym nebezpecenstvom vzniku poZiaru.

Vybavenie pracoviska

V strede miestnosti sa nachddza obojstranny laboratérny stol s umyvatefnym povrchom,
pripojeny na rozvod teplej a studenej vody. Sucastou tohto laboratérneho stola su dva
chemické drezy. Laboratorium je dalej vybavené pracovnymi laboratéornymi stolmi
pristrojovymi s umyvatelnym povrchom so skrinkami pod pracovnou plochou. V miestnosti
sa nachadza chemicky digestor so skrinkou na kyseliny a [uhy. V laboratdériu si umiestnené
chladnicky a mraznicky na skladovanie pracovnych roztokov, chemikalii, vzoriek a pod.
V miestnosti sa nachadza uzamykatelna chladnicka na skladovanie toxickych latok.
V miestnosti sa nachddzaju 2 odsavané protipoziarne skrine na skladovanie horlavych
chemikalii. Nad stolmi su policky a skrinky na priruéné roztoky a pracovné pomocky. V
uloznych priestoroch je uskladnené laboratorne sklo, plasty, pomocky, na policiach
uprostred stola bezné chemikalie, pracovné roztoky a pod.

Pristrojové vybavenie laboratéria pozostdva zanaerdbneho boxu s prislusenstvom na
pripravu striktne anaerébnych podmienok, sterilného laminarneho boxu, inkubatorov,
vodného kupela, centrifugy, termostatu, zariadenia na gelovu elektroforézu proteinov.



Zariadenie je doplnené beinymi drobnymi laboratérnymi pristrojmi a poméckami ako su
automatické pipety, vortex a stolova centrifuga.

V laboratdriu sa manipuluje s niektorymi nebezpecnymi chemickymi latkami v kvapalnej
podobe potrebnych pre TLC agelovd elektroforézu proteinov. PouZivané objemy sa
pohybuju v desiatkach az stovkach ml.

V  laboratériu sa manipuluje s biologickym materidlom kvasiniek, kvasinkovych
mikroorganizmov a laboratérnych kmenov Escherichia coli.

V miestnosti sa nachadzaju plynové tlakové flase: Dusik (2x).
Pracovisko nie je miestom trvalého pracovného vykonu.

Pracovné Cinnosti s chemickym faktorom su zaradené do kategdrie CHF — 2.

Miestnost €. 2.17 — Laboratérium bunkovej biolégie

Miestnost s umyvatelfnymi stenami do vysky 160 cm s prirodzenym osvetlenim a vetranim
(otvaratelné okna s mozZnostou tienenia). Umelé osvetlenie je zabezpecené stropnymi
osvetlovacimi telesami. Podlaha je pokrytda dobre umyvatelnou krytinou z PVC. Je to
miestnost s privodom vody a umyvadlami v laboratérnom stole.

Miestnost je oznacena prislusnymi bezpecnostnymi symbolmi.
Vybavenie pracoviska

V strede miestnosti sa nachddza obojstranny laboratérny st6l s umyvatefnym povrchom,
pripojeny na rozvod teplej a studenej vody. Sucastou tohto laboratérneho stola su dva
chemické drezy. Laboratorium je dalej vybavené pracovnymi laboratéornymi stolmi
pristrojovymi s umyvatelnym povrchom so skrinkami pod pracovnou plochou. V laboratériu
su umiestnené chladni¢ky a mrazni¢ky na skladovanie pracovnych roztokov, chemikalii,
vzoriek a pod. Nad stolmi su poli¢ky a skrinky na priru¢né roztoky a pracovné pomécky. V
uloznych priestoroch je uskladnené laboratorne sklo, plasty, pomocky, na policiach
uprostred stola bezné chemikalie, pracovné roztoky a pod.

Pristrojové vybavenie laboratdria pozostava zo sterilného laminarneho boxu, inkubatorov,
vodného kupela, centrifugy, termostatu, PCR zariadenia, RT-PCR a zariadenia na gelovu
elektroforézu nukleovych kyselin spolu s UV detekénym zariadenim. Zariadenie je doplnené
beznymi drobnymi laboratérnymi pristrojmi a pomockami ako su automatické pipety,
vortexy a stolové centrifluga.

V laboratdriu sa manipuluje s niektorymi nebezpecnymi chemickymi latkami v kvapalnej
a tuhej podobe (inhibitory a lie¢ivd) s velmi nizkou koncentraciou nebezpecnej chemickej
latky (mg/ml, pg/ml) a pouZivané mnoistvd na manipuldciu sa pohybuju v pl, resp. ml
objemoch. U tuhych latok spravidla maximalne v mg mnozstvach.

V  laboratériu sa manipuluje s biologickym materidlom kvasiniek, kvasinkovych
mikroorganizmov a laboratérnych kmenov Escherichia coli.



Pracovisko nie je miestom trvalého pracovného vykonu.

Pracovné Cinnosti s chemickym faktorom su zaradené do kategdrie CHF — 2.

Miestnost €. 2.18 — Sterilny box

Miestnost s umyvatelfnymi stenami do vysky 160 cm s prirodzenym osvetlenim a vetranim
(otvaratelné okna s mozZnostou tienenia). Umelé osvetlenie je zabezpecené stropnymi
osvetlovacimi telesami. Miestnost je sterilizovatelnd zabudovanou germicidnou lampou.
Podlaha je pokrytd dobre umyvatelnou krytinou z PVC. Je to miestnost s privodom vody a
umyvadlom. V dloZnych priestoroch je uskladnené laboratérne sklo, plasty, pomdcky, na
policiach uprostred stola bezné chemikalie, pracovné roztoky a pod.

V laboratdriu sa manipuluje s niektorymi nebezpecnymi chemickymi latkami v kvapalnej
a tuhej podobe (inhibitory a lie¢ivd) s velmi nizkou koncentraciou nebezpecnej chemickej
latky (mg/ml, pg/ml) a pouZivané mnoistvd na manipuldciu sa pohybuju v pl, resp. ml
objemoch. U tuhych latok spravidla maximalne v mg mnozstvach.

V  laboratériu sa manipuluje s biologickym materidlom kvasiniek, kvasinkovych
mikroorganizmov a laboratérnych kmenov Escherichia coli.

Pracovisko nie je miestom trvalého pracovného vykonu.

Miestnost je oznacena prislusnymi bezpec¢nostnymi symbolmi.

Miestnost €. 2.19 — Kultivaéna komora

Miestnost s umyvatelnymi stenami bez prirodzeného osvetlenia a vetrania. Umelé
osvetlenie je zabezpecfené stropnymi osvetlovacimi telesami. Vetranie miestnosti je
zabezpedené vetracimi otvormi v dverdch. Je temperovand na 30°C pre potreby kultivacie
kvasinkovych mikroorganizmov.

Laboratérium je vybavené pracovnymi laboratérnymi stolmi na ktorych su umiestnené
zariadenia na kultivaciu mikroorganizmov so skrinkami pod pracovnou plochou. Nad stolmi
su skrinky na pracovné pomadcky.

V kultivacnej komore sa mnozia geneticky modifikované mikroorganizmy (kvasinky,
kvasinkové mikroorganizmy a laboratérne kmene Escherichia) zaradené v rizikovej triede
RT1.

Pracovisko nie je miestom trvalého pracovného vykonu, pracovnici sa zdrziavaju
v kultivaénej miestnosti minimalny ¢as, najviac niekolko minut za den, ich ¢innost je
obmedzena na prinesie a odnesenie mikrobidlnych kultur.

Miestnost €. 2.20 — Laboratérium biosenzorov




Miestnost s kachlickami na stenach do vysky 180 cm s prirodzenym osvetlenim a vetranim
(otvaratelné okna s moznostou tienenia). Umelé osvetlenie je zabezpecené stropnymi
osvetlovacimi telesami. Podlaha je pokryta dobre umyvatelnou antistatickou krytinou. Je to
miestnost s privodom vody a umyvadlom.

Miestnost je oznacena prislusnymi bezpecnostnymi symbolmi.

Vybavenie pracoviska

Laboratérium je vybavené pracovnymi laboratérnymi stolmi s umyvatefnym povrchom so
skrinkami pod pracovnou plochou. Nad stolmi su skrinky na priru¢né roztoky a pracovné
pomocky. Sucastou laboratérneho stola je chemicky drez. V laboratériu sa nachadza skrina
na kyseliny aluhy. Zariadenie je doplnené skrifnami na chemikdlie, pracovné roztoky
a pombcky. V uloZinych priestoroch je uskladnené laboratérne sklo, plasty, pomocky, na
policiach uprostred stola bezné chemikalie, pracovné roztoky a pod.

V miestnosti sa nachadza laminarny box, presné vahy, centrifuga a chladnicka.
Pracovné Cinnosti s chemickym faktorom su zaradené do kategdrie CHF — 2.

Pracovisko nie je miestom trvalého pracovného vykonu.

Miestnost €. 2.21 — Laboratérium biosenzorov

Miestnost s kachlickami na stenach do vysky 180 cm s prirodzenym osvetlenim a vetranim
(otvaratelné okna s mozZnostou tienenia). Umelé osvetlenie je zabezpecené stropnymi
osvetlovacimi telesami. Podlaha je pokrytd dobre umyvatelnou krytinou z PVC. Je to
miestnost s privodom vody a umyvadlom.

Miestnost je oznacena prislusnymi bezpecnostnymi symbolmi.
Vybavenie pracoviska

Laboratérium je vybavené pracovnymi laboratérnymi stolmi s umyvatefnym povrchom so
skrinkami pod pracovnou plochou. Nad stolmi su skrinky na priru¢né roztoky a pracovné
pomocky. Sucastou laboratérneho stola je chemicky drez. V laboratériu sa nachadza skrina
na toxické a velmi toxické latky a zmesi. Zariadenie je doplnené skrinami na chemikalie,
pracovné roztoky a pomocky. V uloznych priestoroch je uskladnené laboratérne sklo, plasty,
pomocky, na policiach uprostred stola bezné chemikalie, pracovné roztoky a pod.

V miestnosti sa nachddza chladni¢ka s mraznickou, inkubator a mikroskop.

Laboratéria 2.20 a 2.21 su vyuzivané na pripravu biosenzorov a biologického materialu pre
testovanie tychto biosenzorov.

Pracovisko nie je miestom trvalého pracovného vykonu.



2. Nebezpecné chemické faktory pouzivané v laboratériach

V zmysle Posudku o riziku pri praci s NCHF, ktory je neoddelitelnou sucastou tohto
prevadzkového poriadku, su pracovné cinnosti v naSich laboratéridach z hladiska expozicie
NCHL zaradené do kategédrie 2, o predstavuje unosnu mieru zdravotného rizika.
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Rozdelenie NCHF

Velmi toxické latky (H300, H310, H330)

aflatoxin M1 (oral., inh., derm., kat. 2), aflatoxin B1 (oral., derm., kat. 1, inhal., kat. 2), azid
sodny (derm., kat. 1, oral., kat. 2), cykloheximid (oral., kat. 2), digitonin (inh., kat. 2),
etidiumbromid (inh., kat. 2), kyanoborohydrid sodny (oral., inh., derm., kat. 2), 2-
merkaptoetanol (derm., kat. 2), kyselina chromsirova (inhal., kat.2)

Toxické latky (H301, H311, H331)

Adenin (oral., kat. 3), akrylamid (oral., kat. 3), CCCP (Carbonyl cyanide m-chlorophenyl
hydrazone (oral., derm., inh., kat. 3), digitonin (derm., oral., kat. 3), formaldehyd (kat. 3),
fenol (oral., derm., inh., kat. 3), fenylmetylsulfonyl fluorid (PMSF) (oral., kat. 3), chloroform
(inh., kat.3), ketokonazol (oral., kat. 3), kyselina chromsirova (oral. kat. 2), metanol (oral.,
derm., inh., kat. 3), myriocin (oral., kat. 3), sulfid sodny (oral., derm., kat. 3), trietylamin
(derm., inh., kat. 3),

Mutagénne latky (H340, H341)

cykloheximid (kat.2), fenol (kat.2), formaldehyd (kat.2), akrylamid (kat.1B), etidiumbromid
(kat. 2 ), siran nikelnaty (kat. 2), kyselina chromsirova (kat. 1B)

Karcinogénne Ilatky (H350, H351)

aflatoxin B1 (kat. 1B), aflatoxin M1 (kat. 1B), formaldehyd (kat. 1B), chloroform (kat. 2),
akrylamid (kat. 1B), 1,4-dioxan (kat. 2), naftalén (kat. 2), dehydroergosterol (kat. 2), kyselina
chromsirova (kat. 1A), paraformaldehyd (kat. 2), siran nikelnaty (inhal., kat. 1A), trypan blue
(kat.1B),

Reprodukcne toxické latky (H360, H361)

akrylamid (kat. 2), cykloheximid (kat. 1B), chloroform (kat. 2), hexan (kat. 2), imidazol (kat.
1B), kanamycin (kat. 1B), ketokonazol (kat. 1B), kyselina borita (kat. 1B), siran nikelnaty (kat.
1B), kyselina chromsirova (kat. 2), N,N-dimetylformamid (kat. 1B),

Karcinogény:

Kategoria 1: Zname alebo pravdepodobné ludské karcinogény

Kategoria 1A: latka, o ktorej je zndme, Ze ma karcinogénny potencidl pre ludi a klasifikacia
vo velkej miere vychadza z dokazov u fudi.

Kategoria 1B: latka, o ktorej sa predpoklada, Ze ma karcinogénny potencial pre ludi a
klasifikacia vo velkej miere vychddza z d6kazov u zvierat.

Kategoria 2: Podozrivé ludské karcinogény
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Mutagény:

Kategoria 1: Latky, o ktorych sa vie, Ze vyvolavaju dedi¢né mutacie v ludskych zarodo¢nych
bunkach.

Kategoria 1A: Latky, ktoré sa posudzuju tak, ako keby vyvolavali dedi¢né mutdcie v fudskych
zarodocnych bunkach.

Kategdria 1B: Klasifikacia vychadza z: pozitivneho vysledku (vysledkov) testov in vivo
dedi¢nej mutagenity zdrodocnych buniek cicavcov alebo z pozitivneho vysledku (vysledkov)
testov in vivo mutagenity somatickych buniek cicavcov, v kombinacii s niektorymi dékazmi o
tom, Ze latka ma potencidl spdsobovat mutdcie zarodocnych buniek. Tieto podporné dbkazy
je mozné odvodit z testovania mutagenity/genotoxicity zarodo¢nych buniek in vivo alebo
preukazanim schopnosti latky alebo jej metabolitu (metabolitov) interagovat s genetickym
materidlom zdrodocCnych buniek alebo z pozitivnych vysledkov testov, ktoré preukazuju
mutagénne ucinky v ludskych zarodocnych bunkdach, bez dbkazu prenosu na potomstvo;
napriklad zvySenie frekvencie aneuploidie v muzskych pohlavnych bunkach exponovanych
ludi.

Kategoria 2: Latky, ktoré vyvoldvaju u fudi obavy, pretoZze mozu vyvolat dedi¢né mutécie v
ludskych zarodo¢nych bunkach.

Reprodukcéne toxické latky:

Kategoria 1 : latka znama ako toxicka pre l'udsku reprodukciu alebo latka, u ktorej sa tato
toxicita predpoklada.

Kategoria 1A: latka znama ako toxicka pre ludsku reprodukciu - klasifikacia latky vo velkej
miere vychadza z dékazov od ludi.

Kategoria 1B: latka s predpokladanou toxicitou pre ludskd reprodukciu - klasifikacia latky vo
velkej miere vychddza z udajov zo studii o zvieratach.

Kategoria 2: latka podozriva ako toxicka pre ludsku reprodukciu.

S uvedenymi ldtkami sa pracuje v miestnostiach 2.12 (Umyvarka), 2.13 (Pristrojové
laboratérium), 2.15 (Biochemické laboratdrium), 2.16 (Mikrobiologické laboratérium), 2.17
(Laboratérium bunkove] bioldgie), 2.18 (Sterilny box), 2.19 (Kultivaénd komora), 2.20
(Laboratérium biosenzorov) a 2.21 (Laboratérium biosenzorov). Vymedzeny kontrolovany
priestor (digestor, laboratérny stol, lamindrny box), v ktorom sa fyzicky pracuje s
karcinogénnymi a mutagénnymi latkami je oznaceny.

Na pracovisku sa pracuje aj s radioaktivnymi latkami znaéenymi izotopmi *H, **P a **C. Ich
celkové mnozstvo v drzbe jednej osoby pri praci v lubovolnom Case vSak neprevysuje
1x10°Bq (27 mCi) pre H, 10° Bq (2,7 uCi) pre **P a 1x10’ Bq (0,27 mCi) pre **C. Pre pracu
s radioaktivnymi izotopmi je vypracovany samostatny prevadzkovy poriadok.
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Zoznam pracovnikov exponovanych karcinogénnymi a mutagénnymi latkami

RNDr. Peter Griac, CSc., veduci oddelenia

Mgr. Silvia Bagelova Polakova, PhD., samostatna vedecka pracovnicka
Mgr. Alexandra Poturnayova, PhD., samostatna vedecka pracovnicka
RNDr. Lenka Babelovd, PhD., samostatna vedecka pracovnicka
Mgr. Zsigmond Benkd, PhD, samostatny vedecky pracovnik
Mgr. Martin Valachovic, PhD., samostatny vedecky pracovnik
RNDr. Dana Tahotnd, CSc., vedecka pracovnicka

Mgr. Maria Balazova, PhD., vedecka pracovnicka

Mgr. Martina Garaiova, PhD., vedecka pracovnicka

Mgr. Zuzana Pevalova, PhD., vedecka pracovnicka

Mgr. Veronika Vircikova, doktorandka

Ing. Lucia Pokorna, doktorandka

Ing. Zséfia Csaky, doktorandka

Mgr. Ivana Misova, doktorandka

Mgr. Dominika Cimborova, doktorandka

Mgr. Marek Papay, doktorand

Marta Kostolanska, laborantka

Petronela Melicherova, laborantka

Katarina Nagyova, laborantka
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Mnozstvo pouzivanych CMR, toxickych a vel'mi toxickych latok

. . Davkované Mesacna Rocna
Latka/zmes Koncentracia .
objemy spotreba spotreba

2-merkaptoetanol 100% 20 ul 0,2 ml 2 ml
praskova

cykloheximid substancia ;18 u;g ;18 u;g ;Srgg |
1% roztok H H K
praskova

azid sodny substancia ;Omgl ;Omgl (l)OSn:ngI
0'1% u‘ u‘ ’
praskova

Kyanoborohydrid sodny | substancia 20 ul 100 pl 1,2 ml
1M roztok

C krystallck_a 10 mg 10 mg 20 mg

digitonin substancia 1ml 1iml 5 ml
1% roztok

Aflatoxin B1 20 pg/ml 5ul 100 pl 1,2 ml

Aflatoxin M1 10 pg/ml 5ul 100 pl 1,2 ml
praskova

etidiumbromid substancia 18 n’:g 18 n’:g ;g n’:g
10 mg/ml H H H
praskova

akrylamid subst. Eg i]l Eg i]l Lllgogml
40% roztok
Praskova

CCccp substancia (2)08nr’;g| (2)08nr’;g| 4110r2|mg
100 mM ’ ’

formaldehyd 37% 1ml 1ml 10 ml

fenol 100% 50 ml 50 ml 100 ml

N,N dimetylformamid 100% 20 pl 50 pl 500 pl
Praskova

Fenylmetylsulfonyl ras ova_ 35mg 35mg 400 mg

fluorid substancia |, 1 ml 11,5 ml
100 mM ’

glutaraldehyd 1 ml25% 50 ul 0,1ml 1ml

chloroform 100% 70 ml 2L 20L

metanol 100% 100 ml 41 40L
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praskova
ketokonazol substancia 2(2)8 Mi‘% 2(2)8 Mi‘% 288 Mi‘%
1 mg/ml H K K
praskova
Sulfid sodny substancia 10-40 ul 3mg 30 mg
3 mg/ml
Praskova
f Idehyd 1 1 1
paratormaldeny substancia B g Og
trietylamin 100% ml 150 ml 1L
Praskova
deni 2 2
adenin substancia me B Og
myriocin EL:ZZI:;):\/iia 1 me 1 me 2me
2 mg/ml 500 pl 500 pl 1ml
kyselina borita 1,8% g 1,8¢ 9g
praskova
dehydroergosterol substancia 10 mg 10 mg 100 mg
1,4-dioxan 100% 1L 1L 2L
. Praskova
Naftalén substancia 60 g 60 g 120¢g
Petroleter 100 % 50 ml 100 ml 5L
Hexan 100% 100 ml 400 ml 3L
praskova
Imidazol substancia i'fnlg i'fngl 152) i’]l
1M roztok
praskova
L, . 1mg 1mg 4 mg
digitonin substancia
0,1% 50 pl 50 pl 200 pl
, praskova 50 mg 150 mg 15g
Kanamycin substancia 100 ul 3 ml 30 ml
50 mg/ml K
100 ml
Trypan blue 0,4% roztok 50 ul 5ml 50 ml
Praskova
Siran nikelnaty substancia gbzif gbzif ifjf\l
100 mM

Pracovnici si denny ¢as expozicie toxickymi, velmi toxickymi, karcinogénnymi, mutagénnymi
a reprodukéne toxickymi latkami zapisuju do svojho osobného zoSita s ndzvom ,,Zaznam o
expozicii zamestnanca NCHL”. Tento zoSit podlieha archivacii 40 rokov po skonceni prace.

15



Prace s NCHL vedie odborne spdsobila osoba s platnym osvedcenim o odbornej sposobilosti
na pracu s toxickymi a velmi toxickymi latkami. Osoba, ktora vlastni platné osvedcenie o
odbornej sposobilosti na pracu s toxickymi a velmi toxickymi [atkami a zmesami:

- RNDr. Dana Tahotn4, CSc. — ¢islo osvedéenia: 00D/8223 /2016

3. Popis vybranych pracovnych cinnosti v laboratdriach, pri ktorych sa
pouzivaju vyssie uvedené nebezpecné chemické faktory

Laboratdrium biosenzorov — miestnosti 2.20 a 2.21

Aminofunkcionalizdacia AFM hrotov, sklicok, sludy:

Do exikatora vlozime AFM hroty, sklicka alebo sludu v petriho miskach, pridame
v ependorfke 60 ul APTES (triaminopropyltriethoxysilan) a 20 ul trietylaminu. Uzavrieme
exikdtor a nasytime ho inertnym plynom (dusik alebo argén). Po dvoch hodinach ependorfky
s chemikdliami vyberieme, exikdtor uzavrieme a opat nasytime inertnym plynom na 48
hodin.

Funkcionalizacia AFM hrotov:

Po aminofunkcionalizacii hrotov nasleduje proces modifikacie funkénymi skupinami.
Rozpustime flexibilny linker napriklad Acetal-PEG-NHS (1mg) v chloroforme (0.5 mL) a
prenieseme roztok do teflonovej reakénej komorky, k roztoku pridat 30 pL trietylaminu a
premieSame. Okamtzite vloZzime nosniky do komorky, zakryjeme ainkubujeme 2 hodiny.
Premyjeme v chloroforme (3x10 min), vysusime s dusikom. Uskladnime nosniky v argéne pre
dlhodobé uskladnenie niekolko mesiacov, alebo pokracujeme dalSimi krokmi modifikacie.
Ponorime nosniky na 10 min do 1% kyseliny citrénovej. Nasledne premyjeme vo vode (3x5
min), vysusit dusikom. Pripravime 1 M roztok kyanobdérhydridu sodného (s 20 mM NaOH)
(musi byt Cerstvy) nasledovne: 13 mg NaCNBHs (alebo 32 mg); 20 uL 100mM NaOH (alebo 50
uL); 180 pL voda (alebo 450 pL). Hroty uloZime na parafilm v petriho miske a priddme 10 pL
proteinového roztoku (1-2 uM) na nosnik. Priddme 2 puL 1M roztoku kyanobdrhydridu
sodného, premieSame zlahka pipetou, zakryjeme sklickom, inkubujeme 1 hodinu. Medzitym
rozpustime NaOH v500mL vody, priddme nepouzity NaCNBHs3; roztok, premieSame a
vylejeme, oplachneme vodou. Nakoniec k hrotom priddme 5 pL etanolaminu (1M, pH 8.0),
premieSame, zakryjeme sklickom, inkubujeme 10 min. Premyjeme v PBS (3x5min). Nakoniec
inkubujeme 100 puL 1 pM aptaméru 1-2 hod (aj cez noc). Premyté hroty pouZijeme na
meranie alebo uskladnime v 24 jamkovych platnickach v PBS v 4 °C 1-2 tyZzdne.

Priprava zahfna pracu s nebezpecnymi faktormi (chloroform, trietylamin, kyanoborohydrid
sodny), preto vyZaduje striktné dodrziavanie bezpecnostnych opatreni a pouzivanie
osobnych ochrannych pomocok. K expozicii dochddza po dobu maximalne 5 minut pocas
pripravy roztokov a vzoriek. Metodika sa robi priebezne, priblizne 1-krat za tyzden. Roztoky
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a oplachy obsahujuce nebezpecné latky su zlievané do oznaéenych ndadob, uskladnené
a likvidované Specializovanou firmou.

Priprava senzora pre detekciu aflatoxinu B1 alebo M1:

Na QCM elektrédu, na ktorej je imobilizovany 1uM aptamér pre detekciu prislusného
mykotoxinu inkubujeme zodpovedajucu koncentraciu aflatoxinu. Elektrédu pouzijeme na
TSM alebo AFM meranie.

Testovanie viability buniek:

Na zistenie Zivotaschopnosti buniek pouzivame farbenie trypanovou modrou a priamym
pocitanim buniek v Burkerovej komorke. Pomer buniek 1:1 (50 uL : 50 uL ).

Fixovanie buniek na povrchu:

Na fixdciu buniek pouzivame 4% roztok paraformaldehydu, metanol alebo 0,5%
glutaraldehyd. Inkubaéné ¢asy a objemy roztokov zavisia od typu pouzitej bunkovej linie.

Laboratérium biogenézy membran

Kultivacia kvasiniek — miestnosti 2.16, 2.17, 2.18, 2.19:

Na kultivaciu kvasiniek sa pouZivaju bohaté média (peptdn, kvasni¢ny autolyzat, glukdza)
a definované syntetické média (YNB) s pridavkom siranu amdnneho a esencialnych
aminokyselin (adenin, uracil, histidin, leucin, tryptofan, metionin). Aminokyseliny su
v priebehu rastu metabolizované kvasinkami. PouZité média a kultury kvasiniek su
likvidované autoklavovanim. Metodika sa pouziva bezne, 2-3 krat do tyzdna.

Anaerdbna kultivdcia - miestnosti 2.16, 2.17:

Anaerébne bunky su kultivované v upravenom kompletnom médiu, ktoré je zarabané v
Specidlnych flastickdch s gumovou zdtkou do ktorych sa pridava sterol vo vyslednej
koncentracii 20 pg/ml (zvyCajne ergosterol alebo cholesterol) a Tween 80 ako zdroj
nenasytenych mastnych kyselin vo vyslednej koncentracii 0,06%. Médium sa odvzdusiuje
kratkym varom a nasledne intenzivnym prebublanim dusikom, z ktorého boli odstranené
stopy kyslika na koléne naplnenej medenymi pilinami zahriatej na 350°C. Médium je naviac
obohatené o redukcné Cinidla Na,S (vysl. konc. 6 mg/l) a L-cystein (vysl. konc. 8 mg/l), ktoré
odstrania pripadné stopy kyslika, ktory sa mohol do média dostat pri o¢kovani buniek alebo
priddvani inych pridavkov. Takto upravené anaerdbne média su sterilizované
autoklavovanim.

Pouzité média s kultirami kvasinie su autoklavované.

Polyakrylamidovd gélovd elektroforéza ( PAGE ) a Western blot analyza — miestnost 2.16
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Principom elektroforézy je delenie proteinov v elektrickom poli podla velkosti naboja,
molekulovej hmotnosti a tvaru. Ako nosi¢ sa vyuZiva polyakrylamidovy gél, ktory si
pripravujeme z 40% roztoku akrylamidu a bisakrylamidu (37,5:1). Polymerizacia akrylamidu
je umoznend pridanim chemikalii TEMED (N,N,N,N-tetrametyléndiamin) a persiran amdnny.
Proteinové vzorky nandasame v timivom roztoku, ktory obsahuje dodecylsulfat sodny (SDS),
2-merkaptoetanol a brdémfenolovd modru (farbicka). Cely proces elektroforetickej separacie
prebieha v aparature, ktora je ponorena v timivom roztoku obsahujucom Tris, glycin a SDS.
Po rozdeleni vgéli su proteiny prenesené na PVDF (aktivovand metanolom) alebo
nitrocelulézovi membranu. Prenos proteinov z gélu na membranu prebieha medzi plosSnymi
elekrédami s pruhmi papierov nasiaknutymi blotovacim roztokom (obsahuje metanol). Po
skonleni procesu je membrana inkubovand s primarnou, a potom so sekunddrnou
protilatkou. Na detekciu proteinov je vyuzivana chemiluminiscenénd ECL metdda, metdda
farbenia striebrom alebo vizualizacia cez komeréne dodavané substraty BCIP/NBT v DMSO
alebo v N,N-dimetylformamide.

Priprava vzoriek na elektroforézu v akrylamidovom géli zahffia pracu s nebezpecnymi
faktormi (akrylamid, 2-merkaptoetanol, - fenylmetylsulfonyl fluorid (PMSF), preto vyzaduje
striktné dodrziavanie bezpecnostnych opatreni a pouzivanie osobnych ochrannych pomocok.
K expozicii dochddza po dobu maximalne 5 minut pocas pripravy vzoriek a nalievania gélu.
Metodika sa robi priebezne, priblizne 1-krat za tyzden.

Blotovanie vyzaduje pracu s timivym roztokom obsahujucim 20% metanol, preto je ddélezité
dodrziavanie bezpecnostnych opatreni a pouZivanie osobnych ochrannych pomé6cok. Doba
expozicie je max. 10 minut (100ml 20% metanolu) pocas pripravy timivého roztoku, aktivacie
membrany, zostavovania aparatury, vyberania a oplachovania gélu a membrany. Expozicia
N,N-dimetylformamidom je maximalne 5 min. pocas vyvolavania farebnej reakcie na
membrane.

Izoldacia a purifikacia His znacenych rekombinatnych proteinov pomocou dfinitnej
chromatografie - miestnost 2.16:

Kvasinkové proteiny znacené HIS-tagom ziskavame pomocou ich expresie v bakterialnom
produkénom kmeni E. coli. Pre udrzanie expresie proteinov priddvame baktériam do média
pocas ich kultivacie chloramfenikol (findlna koncentracia 34 pg/ml) a kanamycin (findlna
koncentracia 50 pg/ml). Na izolaciu jedného proteinu v jednom experimente pouZijeme
bakterialnu kulturu s objemom 250 ml. Experiment robime priblizne 5-10 krat za rok. Pocas
izolacie proteinov priddvame k bunkovému lyzatu (25 ml) PMSF (Phenylmethylsulfonyl
fluoride) na vyslednu koncentraciu 1 mM. Afinitna chromatografia proteinov prebieha na Ni-
NTA matrici. Tato matrica si vyZzaduje maximalne 10-krdt roCne opdtovné naviazanie
niklovych katiénov. Na jednu obnovu pouZivane 100 mM roztok siranu nikelnatého
v maximalnom objeme 10 ml. V priebehu afinitnej chromatografie su proteiny omyvané
a eluované timivymi roztokmi, ktoré obsahuju imidazol v maximalnej koncentracii 500 mM.
Imidazol je z proteinovych vzoriek nasledné odstraneny pomocou gélovej filtracie. VSetky
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média a kultury obsahujuce nebezpecné latky su likvidované autokldvovanim, roztoky su
zlievané do oznacenych nadob.

Extrakcia lipidov, separdcia tenkovrstvovou a kvapalinovou chromatografiou a vizualizacia
— miestnosti 2.15, 2.13:

Z bunkovych homogendatov aj z izolovanych organelovych frakcii je moziné pomocou
organickych rozpustadiel pomerne jednoducho extrahovat membrdnové a zdsobné lipidy.
Casto vyuZivanou extrakénou zmesou je zmes chloroformu a metanolu, ktoré redukuju
hydrofébne interakcie medzi lipidmi aj ich elektrostatické interakcie s membranovymi
proteinmi. Pre lepSiu izolaciu anidonovych fosfolipidov sa k extrakénej zmesi priddva kyselina
chlorovodikova (HCI). Extrakcia lipidov organickou zmesou trva hodinu pocas trepania.
Pridanie vodného roztoku obsahujucom 0.1 mM MgCl;, do extrakénej zmesi nasledne sposobi
vznik dvoch faz a oddelenie lipidov od ostatnych bunkovych molekul. Lipidy zostavaju
rozpustené v spodnej chloroformovej faze, kym polarnejsie zluceniny (napr. cukry, proteiny)
su asociované s vrchnou vodnou fazou. V pripade extrakcie sterolov, su celkové lipidy
hydrolyzované metanolickym hydroxidom draselnym (60 % KOH v 50% metanole) pri
teplote 70°C 2 hodiny. Na extrakciu sterolov sa vyuZiva nepoldrne rozpustadlo n-hexan. Po
pridani rozpustadla d6jde k oddeleniu faz pricom steroly su rozpustené vo vrchnej organicke;j
faze. Po odpareni organickej fazy praddom dusika su jednotlivé lipidy rozdelené tenkovrstvou
chromatografiou (TLC). Na odseparovanie fosfolipidov su vyuzZivané zmesi organickych
rozpustadiel obsahujucich zmes chloroformu a metanolu s pridavkom kyseliny octovej alebo
hydroxidu amoénneho. Daldou (menej ¢asto) pouZivanou metdédou je opracovanie
silikagelovej platne 1,8% roztokom kyseliny boritej vetanole anasledna separacia
fosfolipidov zmesou chloroform/etanol/voda/trietylamin. Na odseparovanie neutralnych
lipidov sa vyuZiva zmes petroléteru a dietyléteru salebo bez pridavku kyseliny octove;.
Oddelené lipidy je mozné na platnicke vizualizovat, napr. parami jédu. Tato procedura sa
vykonava v uzavretom exikatore, ktory sa otvara len na cas potrebny pre vloZenie a vybratie
platne. Po vizualizacii jodom je mozné fosfolipidy z platnicky vyskrabkat a podrobit ich
kvantitativnej analyze. Pre nevratnu vizudlizaciu lipidov sa vyuZiva spalovacia zmes
obsahujuca kyselinu sirovd a metanol. Okrem TLC analyzy su sterolové molekuly analyzované
aj pomocou kvapalinovej chromatografie. Mobilnou fazou je metanol (95 - 100 %) a ako
pevna je vyuZivana reverzna faza C8 alebo C18. V zavislosti od poufitej koldny sa dizka
analyzy jednej vzorky pohybuje od pol do celej hodiny. Rozdelené steroly su detekované
pomocou UV detektora alebo Specidlneho tzv. charged aerosol detektora (Corona CAD).
Extrakcia, separacia a vizualizacia lipidov zahfna pracu s nebezpec¢nymi chemickymi faktormi
(metanol, chloroform, petroléter), preto vyzaduje striktné dodrziavanie bezpecnostnych
opatreni a pouzivanie osobnych ochrannych pomdcok a digestoru. K expozicii dochadza
pocas zmieSavania extrakénych zmesi a zmesi na delenie lipidov (5 min), poc¢as pridavania
zmesi kvzorkdm (1-15 min, podla mnoZstva vzoriek), nanasania vzoriek na silikagélové
platne (30 min) a pocas vizualizacie lipidov (3 min). Metodika sa robi priebezne, priblizne 1 az
2-krat za tyzden.
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Kvantifikdcia lipidov — miestnost 2.15:

Kvantifikaciu lipidového zloZzenia mozeme robit viacerymi postupmi. Jednou z mozZnosti je
inkorporacia radioaktivnej znacky do $truktdry lipidu. Pomocou izotopu *°P modzeme
radioaktivne znadit fosfolipidy. Pomocou izotopov *C a vodika *H méZeme znait fubovolné
lipidy. Na kvantifikovanie fosfolipidov inkubujeme kvasinkové kmene v 5 ml média s
pridavkom 2,5 uCi [**P] kyseliny fosfore¢nej/ml. Bunky si pestované 5-6 generacii do
strednej az neskorej exponencidlnej fazy rastu za trepania pri 30 °C. Na izoldciu radioaktivne
znacenych lipidov s *C alebo *H kultivujeme kmene do pozadovanej fazy rastu. Napriklad pri
znadeni [**C]-palmitétom pridame do 10 ml kultury 0.1 mCi [**C]-palmitatu ($pecificka
aktivita 60 mCi/mmol) a inkubujeme 60 min pri 30 °C za trepania. R6zne znacené bunky su
nasledne inkubované v Stiepnej zmesi, ktora obsahuje tlmivy roztok, tioglykolat sodny,
glycerol azymolyazu. Po naruSeni bunkovej steny su lipidy extrahované, separované
pomocou TLC, vizualizované fosfoimagerom a kvantifikované Quantity One softvérom
(BioRad) pripadne izolované zo silikagélovej platne. MnoZstvo radioaktivity asociovanej
sizolovanymi lipidmi je stanovené scintilatnym pocitacom Beckman LS 600SE. Ako
scintilacna kvapalina sa pouziva Brayov roztok (PPO, POPOP, MetOH, naftalén, etylénglykol,
1,4-dioxan). Pri praci s izotopmi sa vyZaduje striktné dodrziavanie bezpecnostnych opatreni a
pouZivanie osobnych ochrannych pomocok. VSetky pouZité kultiry a roztoky su zlievané do
oznacenych nadob. Metodika sa nerobi bezne (1-2 krat rocne).

K neradioaktivnej kvantifikacii fosfolipidov pouzivame kvantifikaciu fosfatu, ktory je siéastou
molekuly fosfolipidu. Separované fosfolipidy su vyskriabané zo silikagélovej platne, vysusené
v piecke ainkubované v pieskovom kupeli pri 180 °C so 200 ul zmesi kyseliny sirovej
a kyseliny chloristej (9:1) po¢as 30 min. Po ochladeni sa k vzorkdm pridd zmes obsahujtca
ANSA (zmes K;S5,0s, 1-amino-2hydroxy-naftalin-4-sulfénovej kyseliny a Na,SOs)
a (NHz)Mo050,.4H,0 a opaét sa inkubuje 30 min v piecke pri 105 °C. Vo vyslednom roztoku sa
stanovi absorbancia pri vinovej dizke 830 nm pomocou spektrofotometra Shimadzu UV-
2401PC. Sklenené laboratérne nadoby pouzivané pri stanoveni anorganického fosfatu su
umyvané v kyseline chromsirovej a dékladne oplachnuté vodou.

Kvantifikdcia lipidov zahffia pracu s nebezpecnymi chemickymi faktormi (kyselina
chromsirova), preto vyzaduje striktné dodrzZiavanie bezpecnostnych opatreni a pouzivanie

osobnych ochrannych pomocok a digestora. Metodika stanovenia fosfatu sa robi priebezne,
priblizne 1 az 2-krat za tyzden.

Priprava lipidovych vezikul — miestnost 2.15:

Do sklenenej skumavky sa napipetuju lipidy rozpustené vzmesi chloroform-metanol 2:1
a rozpustadlo sa odpari pod prddom dusika. K lipidom sa prida pufor (10mM Tris-Cl pH 7,4, 1
mM EDTA, 0,02% NaNs3) a po 30 min inkubdcii pri laboratérnej teplote sa suspenzia sonikuje
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3 x 10 min. Pri tejto metodike dochadza k expozicii NaNsz pri priprave zdsobného roztoku
a pufru a manipulacii so vorkami. Metodika sa robi podla potreby, maximalne 5 krat do roka.

Priprava protoplastov, subceluldrna frakciondcia buniek — miestnosti 2.14, 2.17:

Bunkovu stenu kvasiniek je mozné odstranit jej enzymatickym natravenim zymolyazou, ktoré
nasleduje po kratkej inkubacii buniek s DTT alebo [B-merkaptoetanolom. Takto opracované
bunky su nasledne podrobené homogenizacii, kedy dochadza k uvolneniu ich vnatorného
obsahu do roztoku. Aby nedochddzalo k degradacii proteinov, tak sa k opracovanym bunkam
prida inhibitor protedz fenylmetylsulfonyl fluorid (PMSF) alebo zmes protedzovych
inhibitorov. Z homogenatu je potom metddou diferencidlnej centrifugdcie mozné postupne
izolovat mitochondrie, mikrozémy, vakuoly ¢i lipidové partikuly. Pocas izolacie
mitochondridlnej frakcie, mikrozdmov a cytozolu pouZivame timivé roztoky obsahujuce
manitol alebo sachardzu, kym pocas izolacie lipidovych partikul ¢i vakuol sa vyuZzivaju timivé
roztoky obsahujuce Ficoll 400, v ojedinelych pripadoch je potrebné permeabilizovat bunky
alebo subceluldrne organely digitoninom o vyslednej koncentracii 0,1% .

Priprava protoplastov afrakcii zahffia pracu s nebezpecnymi faktormi (DTT, pB-
merkaptoetanol, PMSF), preto vyZaduje striktné dodrZiavanie bezpecnostnych opatreni a
pouZivanie osobnych ochrannych pomocok. K expozicii dochddza pocas navaZovania
chemikdlii a po dobu premyvania vzoriek (DTT, 3-merkaptoetanol, 10 min) a homogenizacie
protoplastov (PMSF, 30 min). Metodika sa robi priebezne, priblizne 1 az 2-krat za tyzden.

Test citlivosti kvasiniek na pritomnost inhibitorov — miestnosti 2.16, 2.18, 2.19:

Kvasinkova kultura sa predrastie cez noc na Zivnom médiu. Stanovi sa koncentracia buniek.
Kultura sa nariedi tak, aby v5 ul bolo 10; 100; 1000 a 10 000 buniek. Tychto 5 ul sa da
automatickou pipetou na agarové misky obsahujuce prislusny inhibitor. V pripade
ketokonazolu (inhibitor biosyntetickej drahy sterolov) a myriocinu (inhibitor biosyntézy
sfingolipidov) sa pouZivaju vysledné koncentracie 0-16 ug/ml a 0-50 ug/ml. Agarové misky sa
pripravia pridanim inhibitorov zo zdsobnych roztokov o koncentracii 1 mg/ml resp. 2 mg/ml.
K expozicii nebezpe¢nym chemickym latkam dochadza pri priprave zdsobnych roztokov
a priprave médii. Pouzité média s kulturami sa likviduju autoklavovanim.

Detekcia nukleovych kyselin pomocou etidium bromidu (EtBr)- miestnost 2.17:

Na detekciu nukleovych kyselin sa Standardne  vlaboratdriu pouZivaju netoxické
a nemutagénne fluorescencné indikatory (napr. GelRed alebo SYBR Safe DNA gel stain).
V niektorych Specidlnych pripadoch je potrebné pouzit etidium bromid. V tomto pripade sa
pripravi 100 ml farbiaceho roztoku EtBr vo vode o vyslednej koncentracii 1 ug/ml EtBr zo
zasobného roztoku o koncentracii 10 mg/ml pridanim 10 ul. Agardzovy gel sa farbi v tomto
roztoku 20-40 min a vizualizuje pomocou UV Ziarenia s vinovou dizkou 302 nm. Pri vyuziti UV
zdrojov treba pouZzivat UV zachycujlci ochranny stit na tvar a ochranné rukavice. Roztok EtBr
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sa dekontaminuje pomocou aktivneho uhlia. Aktivne uhlie s EtBr sa likviduje ako nebezpelny
odpad. Metodika sa robi maximalne 10 krat rocne.

Inhibicia eukaryotickej transldcie- miestnost 2.17:

Cykloheximid je silnym inhibitorom translacie na eukaryotickych ribozdmoch. Na
zablokovanie translacie sa pouziva v koncentracii 0.5-2 ug/ml podla pouZitého kvasinkového
kmena. Pridava sa do minimdlneho mnoZstva média (typicky 20 ml) zo zasobného roztoku
o koncentracii 2 mg/ml. K expozicii nebezpeénym chemickym latkam dochadza pri priprave
zasobnych roztokov a priprave médii. Pouzité média s kultirami sa likviduju autoklavovanim.
Metdda sa v laboratériu vyuziva ojedinele.

Imunofluorescenénd analyza- miestnost 2.17:

Na imunofluorescencnu analyzu sa pouZivaju suspenzie buniek, ktoré sa fixuju v2%
paraformaldehyde alebo v 3,7% formaldehyde 45 minut pri laboratérnej teplote. Nasleduje
premytie v PEMS a inkubacia vroztoku zymolydzy vPEMS 90 minut pri 37°C. Bunky
s natravenou bunkovou stenou sa opracuju 2% Tritonom-X100 2 minuty a premyju roztokom
PEMu pri laboratdrnej teplote. Nasledne sa preparat inkubuje v primarnej protilatke a po
premyti v PBS v sekundarnej protilatke. Metodika sa robi podla potreby v priemere 2 krat do
mesiaca.

Izoldcia nukleovych kyselin- miestnost 2.17:

Na izolaciu nukleovych kyselin (RNA) sa pouZivaju zmesi fenol-chloroform a chloroform-
izoamylalkohol. Bunkové pelety sa s fenol-chloroformom inkubujud 60 min pri 65 °C v
digestore a nasledne su fenol-chloroform a chloroform-izoamylalkohol pouZité na oddelenie
vodnej a organickej fazy centrifugaciou pri 4°C. RNA z vodnej fazy je nasledne prezrazana 100
% etanolom. Potrebné mnozstva chemikalii su 1,5 ml fenol-chloroformu a 700 ul chloroform-
izoamylalkoholu na 1 vzorku, ¢o umoznuje zisk priblizne 200 pug RNA.

Metodika zahffia pracu s nebezpecnymi chemickymi faktormi, preto vyZzaduje striktné
dodrZiavanie bezpelnostnych opatreni a pouzivanie osobnych ochrannych pomdocok
a digestora. Metodika sa robi podla potreby v priemere raz mesacne.
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4. Pravidla pre pracu s chemickymi faktormi v laboratoriach

Pracu s toxickymi a velmi toxickymi latkami a zmesami mozZe viest len osoba, ktora vlastni
platné osvedcenie o odbornej spdsobilosti na tuto ¢innost:

- RNDr. Dana Tahotnd, CSc. — ¢islo osvedéenia: OOD/ 8223 /2016

S chemickymi faktormi méZe pracovat len osoba, ktord bola riadne a preukdzatelne
oboznamenad na pracu s tymito latkami.

Pred vstupom do laboratérii je nutné obliect si pracovny plast a obut pracovnu obuv.

Pri praci treba pouZivat ochranné pracovné prostriedky (ochranné rukavice, pracovny odev
a respirator, pripadne ochranné okuliare alebo stit na celu tvar).

Pracovny priestor na pracu snebezpeénymi chemickymi faktormi musi byt zretelne
vyznaceny.

Pri praci s prchavymi toxickymi latkami sa pouzivaju certifikované chemické digestory
(miestnosti 2.15 a 2.16).

Pracovné miesto musi byt udrZiavané v poriadku a Cistote.

Ak sa pracovna plocha kontaminovala, treba ju okamzZite dekontaminovat.
Pracovné oblecenie a osobné veci musia byt uloZzené oddelene.

Je zakazané pipetovat Ustami.

V laboratériach sa nesmie jest, pit, fajcit.

Pocas pracovnej doby je zakdzané pozivat alkoholické napoje, omamné a psychotropné latky
a pod ich vplyvom nastupovat do zamestnania.

Do miestnosti, kde sa pracuje schemickymi ldtkami moéZe vstupovat ind osoba len
v sprievode zodpovednej osoby z laboratéria.

5. Uchovavanie chemickych faktorov

Vsetky chemické latky a zmesi ktoré sa nachadzaju v sklade chemikalii a v laboratériach, su
skladované v zmysle platnej legislativy. Znamena to, Ze toxické a velmi toxické Iatky a zmesi
su uskladnené samostatne, (aby nedochddzalo vzajomnému poOsobeniu latok)
v uzamykatelnej skrinke. Spotreba a prisun toxickych avelmi toxickych latok azmesi sa
kontroluje a pisomne eviduje do zoSitov evidencie prisunu aodberu tychto Ilatok.
Zodpovednost za prisun aodber NCHL ma osoba s odbornou spésobilostou na précu
s toxickymi a velmi toxickymi [atkami a zmesami.
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Horlaviny su uloZzené v uzamknutej plechovej skrini, Zieraviny su v inej uzamknutej plechovej
skrini a metanol ako horlava a zaroven toxicka latka je uskladneny v samostatnej uzamknutej
plechovej skrinke. Kyseliny su skladované v osobitnej skrini.

Chemické latky vyuzivané na denné pouzitie su uloZzené v skrinkach v laboratériach alebo
v hlboko mraziacom boxe a chladnickach.

Ostatné chemické latky su uloZzené v skrinkach v laboratéridch. Na uchovavanie
nebezpecnych chemickych faktorov v zmysle vysSie uvedenych pravidiel sliZia miestnosti €.
2.13, 2.15, 2.16, 2.17, 2.18.
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6. Oznacovanie chemickych faktorov

Takmer vsetky chemické Iatky a zmesi v laboratéridach sa nachddzaju v originalnych obaloch
od vyrobcov a teda spifiaju poziadavky kladené na oznacovanie chemickych latok a zmesi. Tie
chemické latky, ktoré nie su v originalnych obaloch alebo su to pripravené roztoky, prip. su
to staré chemikalie, ktorych znacenie nevyhovuje suc¢asnym legislativnym poziadavkam, su
oznacené stitkom, na ktorom su vsetky udaje potrebné na spolahlivu identifikdciu (nazov
latky alebo roztoku, koncentracia, dodavatel, mol. hmotnost, vystrazny symbol, datum
pripravy), aby sa zamedzilo ich zamene.

7. Likvidacia chemickych faktorov

V uvedenych laboratdriach sa vo vacsine pripadov manipuluje s nebezpecnymi chemickymi
latkami v kvapalnej podobe s velmi nizkou koncentraciou nebezpeclnej chemickej latky
(mg/ml, ug/ml) a pouZivané mnozstvd na manipulaciu sa pohybujui objemoch max. desiatok
a stoviek ml. Nespotrebované objemy nebezpecnych chemickych latok sa obvykle zmrazuju a
pouZivaju sa pri dalSich pokusoch. Je to z dévodu minimalizacie mnozZstva nebezpecnych
odpadov. Prebytocné roztoky kyselin a hydroxidov sa po vysokom zriedeni vylievaju do
kanalizacie. V pripade vyskytu prebytocnych roztokov s obsahom toxickych a velmi toxickych
latok sa tieto zhromazduju v sklenenych oznaCenych flaSiach. Organicky odpad sa
zhromazduje oddelene. Pracovné pomocky, ktoré prisli do styku s nebezpecnymi
chemickymi latkami (pipetové 3picky, rukavice, plastové nadobky) sa zhromaiduju v
oznacenych plastovych vreciach. Toxické a velmi toxické odpady ako aj pracovné pomocky,
ktoré prisli do styku s nebezpecnymi chemickymi latkami su zneSkodriované v zmysle zmlav
s firmou DETOX s. r. 0. Zvolenska cesta 139, 974 05 Banska Bystrica; Cislo zmluvy: ZDS-2017-
22-000036.

8. Udalost, nehoda a porusenie pravidiel

Udalost

Kazda udalost, ktord by mohla sp6sobit alebo uZ spdsobila nekontrolovany unik nebezpecéne;j
chemickej latky, musi byt individudlne posudend zhladiska jej dosledku av pripade
zavazného zistenia aj zaevidovana.

Priklad:
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- rozliatie roztoku nebezpecnej chemickej latky alebo rozsypanie praskovej nebezpecnej
chemickej latky do pracovného priestoru, na podlahu, na odev, resp. nechrdnené casti
tela.

Postup v pripade udalosti:
- prerusit pracu, kontaktovat veduceho projektu a zretelne opisat danu udalost

- pokusit sa zabranit dalSiemu Sireniu nebezpeénej chemickej latky do okolia
a pokracovat v zmysle havarijného planu

- zaznamenat vsetky zlyhania pocas prace a analyzovat udalost

Nehoda

Nehoda zahrnuje vSetky udalosti, pri ktorych pocas manipuldcie s nebezpecnymi chemickymi
latkami doslo k zraneniu zamestnancov. Kazda nehoda musi byt zaznamenana.

Postup pri nehode:
- okamzite nehodu ohlasit priamemu nadriadenému alebo vedlicemu projektu

- v pripade poranenia (porezanie, pichnutie) nechat ranu krvacat tak dlho, ako je to
mozné, potom oplachnut po teclcou vodou a nasledne oplachnut 70 % alkoholom alebo
jédovou tinkturou

- vpripade, Ze doSlo k pozitiu toxickej, prip. velmi toxickej chemickej latky, treba
postupovat podla nasledovnych pravidiel:

prerusit pdsobenie jedu a zabranit jeho dalSiemu vstrebavaniu

jed eliminovat z organizmu

jed neutralizovat podanim protijedu

udrziavat Zivotne dolezité funkcie (dychanie, krvny obeh) a zabezpecit lekarsku
pomoc alebo odvoz do nemocnice

Zabranenie dalSiemu vstrebdvaniu jedu
- podla mechanizmu jeho Uc¢inku a brany vstupu do organizmu.
Inhalaéné otravy

Pri otravach plynmi avyparmi treba postihnutého ¢o najskor vyniest zo zamoreného
prostredia a uvolnit mu Satstvo. Vacsina inhalovanych plynov a par sa z organizmu odstrani
vydychanim (exhalaciou). Preto je doleZité dbat na dobru funkciu dychania postihnutého.

Otravy vstrebanim cez kozu

NajdélezitejSim ukonom je vyzliect odev poliaty jedom, resp. Zieravinou, dokladné omytie
poliatej Casti tela prudom tecucej vody, pri poliati fenolom a benzénom umytie mydlom
a nasledne vodou. Mydlo nepouZijeme vtedy, ak su na koZi pokrocilé patologické zmeny.
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V tychto pripadoch postupujeme ako pri popaleninach a taktieZ sa usilujeme predist Soku
postihnutého.

Peroralne otravy

Pri peroralnych otravach treba ¢o najskoér z traviaceho traktu odstranit zvysky nevstrebaného
jedu vyvolanim zvracania, vyplachom Zaludka a prehanadlami. Ak postihnuty spontanne
zvracia ama hnacku, neusilujeme sa ich timit, ale ak to zdravotny stav postihnutého
umozfiuje, podporujeme ich. Sucasne vSak treba predchadzat odvodneniu organizmu
prisunom dostato¢ného mnozstva tekutin.

Zvracanie. Vyvold sa, pripadne podpori, pitim vlaznej slanej vody pripravenej rozpustenim
Cajovej lyzicky kuchynskej soli v pohari vody. Zvracanie sa nevyvolava, ak postihnuty je
v bezvedomi, v kf¢och apo poiZiti Zieravin, aby nedoSlo k prederaveniu naleptaného
pazeraka.

Vyplach zaludka. Zalidok sa vyplachuje vlaznou vodou alebo fyziologickym roztokom, ktory
si pripravime rozpustenim cajovej lyzicky soli v litri vody. Pri otravach organickymi
rozpustadlami a latkami rozpustnymi v tukoch sa robia vyplachy 150-300 ml parafinového
oleja.

Neutralizacia jedu podanim protijedu

Ak sa nepodarilo zabranit vstrebaniu jedu do organizmu, usilujeme sa neutralizovat jed
podanim protijedu. Univerzdlnym protijedom v beznych laboratérnych podmienkach je
Zivocisne uhlie.

Udrziavanie zZivotne délezitych funkcii

Pri tazkych otravach, kedy moze dojst k bezvedomiu a zastaveniu dychania, prip. krvného
obehu je nevyhnutné okamZite zacat s oZivovanim podla postupu:

1. vydcistit Ustnu dutinu

2. uloZit postihnutého naznak na tvrdu a rovnu podlozku
zaklonit hlavu

upchat nos

vykonat 2 umelé vdychy z pltuc do pltc

vykonat 15 stlaceni hrudnika o cca 5 cm

N oo v o~ W

pokracovat v oZivovani v pomere 2 vdychy : 15 stlaceni hrudnika; hrudnik stlacat asi
jedenkrat za sekundu az do obnovenia spontannej srdcovej a dychovej aktivity alebo
do prichodu lekarskej prvej pomoci

Opatrenia pri Soku
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Pri Soku pdsobi postihnuty nepokojnym dojmom, je mu nevolno, je bledy, ma studenu
a spotenu kozu, slaby pulz a zrychlené dychanie.

Postupuje sa nasledovne:
1. postihnutého pohodine uloZit, zaistit pokoj, aktivne upokojovat
2. zabranit podchladeniu prikrytim dekou alebo plastom
3. zdvihndt dolné koncatiny o cca 30 cm (autotransfuzna, protiSokova poloha)
4. privolat lekdrsku pomoc

5. kontrolovat vedomie, dychanie a pulz

Prevoz do nemocnice sa zabezpecuje aj pri otravach s fahsSim priebehom, kedy sa zd3, Ze ich
postihnuty prekonal

- v pripade nehody s kyselinou — ak kyselina pésobi na pokozku, odstrani sa odev a
postihnuté miesto sa omyje pridom tecucej vody. Pri poleptani oci, kedy je bolest
sprevadzand kicom ocného svalstva, je nevyhnutné prstom odtiahnut viecko
a oplachovat oko pridom vody smerom od nosa, aby voda nevtekala do druhého
oka. Pri poziti koncentrovanych kyselin sa nevyvoldva vracanie kvéli nebezpecenstvu
perforacie paZzeraka a Zaludka, ale obsah Zaludka sa zriedi vypitim Cistej vody. Na
neutralizaciu sa poddva 3% roztok hydrogénuhli¢itanu sodného (séda bikarbdna,
lekdrska séda). V pripade, Ze boli zasiahnuté oci a uUsta, oplachnut ich velkym
mnozstvom vody.

2. prva pomoc pri nehode s hydroxidmi je v podstate rovnaka ako u kyselin stym
rozdielom, Ze na neutralizaciu sa poddva zriedeny roztok octu alebo 3% kyselina
citrénova. Pri poleptani povrchu tela vacsieho rozsahu sa rany po opatrnom omyti
vodou prekryju sterilnym obvdazom a postihnuty sa odvezie k lekarovi.

3. vyhladat lekarsku pomoc

4. nehodu pisomne zaznamenat

Porusenie pracovnych pravidiel

Akakolvek ina manipuldcia s nebezpecnymi chemickymi faktormi, ktora nie je popisana
vtomto Prevadzkovom poriadku sa mozZe povaZzovat za porusenie pracovnych pravidiel
a musi byt zaznamenana.
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. Postup v pripade kontamindacie priestoru rizikovym faktorom

Vsetky ¢innosti vykondvat v rukaviciach!

Ak je to mozné, odstranit vSetky prekazky z kontaminovanej oblasti.

Rozliaty roztok chemickej latky podla jej povahy treba neutralizovat alebo odsat savym
materidlom, ktory potom treba uloZit do odpadovej nadoby na to urcenej.

Miesto dékladne umyt vodou.

Pristroje ainé laboratérne pombdcky kontaminované rozliatym roztokom umyt
dostatoénym mnozZstvom vody, pripadne sterilizovat v autokldve (skleneny a kovovy
material).

Pri rozsypani chemickej latky ju treba opatrne zozbierat tak, aby sa nezvirila do vzduchu.
UloZit do nadoby na to uréenej. Podla povahy chemickej latky treba pouZit risko na tvar,
ochranné okuliare aochranné rukavice. Miesto dokladne umyt vodou a zabezpecit
dostatocCné vyvetranie miestnosti.

Po skonceni prac si treba umyt ruky vodou a mydlom.

10. Ochranné a preventivne opatrenia

lekarske prehliadky:

pri nastupe do zamestnania (vstupna lekdrska prehliadka)

pravidelnd 1x2 roky, zameranda na psychicku a fyzicki spdsobilost na pracu s NCHF
(vysledky su uloZené na sekretariate riaditela ustavu)

ak o LPP zamestnanec poziada

technické opatrenia:

v laboratdridch su umiestnené funkéné chemické digestory

prehodnocovat pouZitie NCHF v jednotlivych pracovnych postupoch a nahradzat ich
neskodlivymi pre zdravie zamestnanca

rizikové pracoviska su vyznacované paskou
v pripade potreby merat koncentracie NCHL v pracovnhom priestore zamestnanca

v pripade potreby merat odtah chemického digestora

organizacné opatrenia:

do laboratérii maju pristup len povolani zamestnanci

29



navstevnici len v sprievode povolanej osoby
prevadzkové predpisy su umiestnené na dobre viditelnom mieste
k dispozicii je lekarnicka prvej pomoci

zamestnavatel na vlastné naklady prideluje OOPP na zdklade posudenia rizika

povinnosti zamestnancov:

pracovat s NCHF len po dobu nevyhnutnu na vykonanie prace

dodrziavat pokyny a prikazy svojho nadriadeného

na pracovisku dodrZiavat poriadok, ¢istotu a vSeobecné hygienické zasady

po prerudeni prace s NCHF alebo po skonceni prace s nimi si umyt ruky

po skonceni prace vypnut vietky elektrospotrebice

zistovat mozné rizika na pracovisku a po ich zisteni informovat svojho nadriadeného
zUcCastriovat sa na skoleniach BOZP

v pripade nehody urobit vietky opatrenia na jej odstranenie

oboznamit sa a dodrziavat prevadzkovy poriadok

pouzivat vhodné osobné ochranné prostriedky

v laboratdriach je zakazané:

jest, pit, fajcit
pouzivat akékolvek zapalné zdroje
pouZivat elektrické zariadenia bez oprdvnenia a povolenia

vykonavat prace, na ktoré nemaju zamestnanci odbornu spdsobilost
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vhodné osobné ochranné pracovné prostriedky:

Profesia

laborant, diplomant, doktorand, odborny
pracovnik, vedecky pracovnik

Ochrana dychacieho Ustrojenstva kolektivna

digestor, prirodzené vetranie

Ochrana dychacieho Ustrojenstva osobna

rusko, dychacia maska

Ochrana ruk

rukavice EN 374-1, 2, 3

Ochrana odi, tvare

Stit, ochranné okuliare EN 166

Ochrana celého tela

pracovny odev (nohavice, tricko, kosela, plast)
a obuv

dalSie opatrenia:

- periodické skolenia zamestnancov 1x ro¢ne (odborne sp6sobilou osobou CHF, BF)

- vSeobecna bezpecnost, legislativa 1x za 2 roky (technik BOZP)

- prehodnotenie rizika pri kazdej vyznamnej zmene
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