6. TESTY GENOTOXICITY

» In vivo studium biologickych pochodu (testovani genotoxicity) za
Zivota organizmu

» In vitro studium biologickych pochodii (testovani genotoxicity)
mimo Zivy organizmus

» Pouzivané organizmy
= bakterie (S. yphimurium, E. coli, B. subtilis, Proteus miriabilis)
= kvasinky (Saccharomyces cerevisiae)
= rostliny (Vicia faba, Tradescantia, Arabidopsis thaliana)
= bezobratli (D. melanogaster)
= savci (mysi, krysy, potkani, kralici)
* bunécné kultury (sav¢i a lidské)
= epidemiologické studie u lidi

» Volba organizml pro testy genotoxicity a fazeni do baterii je
koncipovano v souladu s direktivami EU (COM, 1993/638),
protokoly OECD (1993) a s doporucenymi postupy pouZivanymi v
zemich Evropskeé Unie (Carere a kol., 1995) v oblasti geneticke
toxikologie. Nckteré postupy a navrzené testy vychdzeji z
doporuceni US EPA, poptipadé NCI a NTP.

» Povinné testovani genotoxicity je u vSech novych chemickych latek
a jejich smési, které se mohou vyskytnout v prosttedi a piijit do
kontaktu slidmi a dale substance, které nebyly testovany a na
zéklad€¢ epidemiologickych udaji ¢i vysledkt z pocitaCoveého
modelovani jsou podezielé. Mezi tyto substance fadime:
= Nové chemické latky a jejich smési nebo latky, které nebyly na

genotoxicitu testovany
= Potravinové¢ aditiva
= Farmaceuticke ptipravky
= Kosmeticke vyrobky
= Aditiva v krmivech
= Pesticidy
= Sledovani lokalit in situ
= Vzorky prosttedi
* Pracovni mista a provozovny s toxickymi chemickymi latkami
= Zareni.



» Strategie testovani genotoxicity

= Pocet a typ pozadovanych testli genotoxicity pro nové chemické
latky zavisi na rozsahu a povaze oCekavané expozice u lidi. Pti
obecném rozhodovéni o vybéru testovaciho systému je tieba brat
zietel na nékteré dalsi faktory, zejména na mnozstvi produkované
substance, druh a mnozstvi informaci o dané substanci, vysledky
pocitatoveho modelovani (SAR) s ohledem na analyzu potencialni
mutageneze ¢i karcinogeneze.

= V podminkach Ceské republiky je tfeba zohlediiovat ekonomické
hlediska pouziti nékterych testl, existujici, ptipadné chystane
legislativni omezeni o vyuziti zvitat k témto uceltim, etické aspekty
podobnych experimentii a v souladu s celosvétovym trendem
nahrazovat existujici metody metodami modernimi, které sleduji
zmény piimo na DNA.

= 7 téchto ditvoda byl v ndvrhu omezen na minimum pocet testl, pii
kterych museji byt usmrcovana zvifata, testli na savcich, které jsou
ekonomicky vysoce ndkladné a jsou legislativné C¢i eticky
nevyhovujici. Soucdsti navrhu jsou moderni testy, sledujici
specifické zmény na molekularni drovni s dobrou predikci
vzhledem ke karcinogenit¢.



Prokaryotni organismy: A. Testy na bakteriich

A-1A. Test na reverzni mutace na Salmonella typhimurium
(Amesuv test)

Specifikace: Test na genové mutace (reverzni mutace), kratkodoby,

......

Citacni_zduvodneéni: Commission Directive EU (93/638/B.14.), OECD
(1993/471), doporuc¢uje NTP (Ashby a kol., 1996; Elliot a Ashby, 1997), od
roku 1995 vice jak 250 citaci.

Popis: Detekce potencidlnich mutagennich a orientaéné 1 karcinogennich
ucinka zkoumanych latek.

Princip: Amestv test je zaloZzen na detekci indukovanych reverznich
mutaci v histidinovém lokuse u Salmonella typhimurium. Deteguje tedy mutace,

které obnovuji schopnost organismu syntetizovat histidin, t.j. mutaci z Ais~ na

his™. Jedna se o detekci pravych reverzi (vznikajicich na ptivodnim mist&) nebo
supresorovych mutaci (vznikajicich na jiném mist¢ chromozomu). Revertované
buiiky jsou zviditelnény tim, ze rostou na piidé bez aminokyseliny histidinu, na
které nerostly ptivodni organismy (frekvence reverznich kolonii se hodnoti po
48-72 hodinach). Test chemickych latek se provadi v podminkach metabolické
aktivace (ve spojeni s jaternim extraktem krys S-9) nebo bez metabolizace.
OECD doporucuje pro pouzivat pro ucely testovani minimaln€¢ 4 kmeny, t.j.
TA1535, TA1537, TA98 a TA100 (Elliott a kol., 1994).

Vyuziti: Pomoci Amesova testu bylo testovano jiz obrovské mnoZstvi
chemickych latek (Srb a Cervinka, 1992; Zeiger a kol., 1992; McGregor, 1994a;
Dearfield, 1994; Marhan, 1995; Giller a kol., 1996; Reifferscheid a Heil, 1996),
byva pouzivan v kosmetickém primyslu (Emig a kol., 1996) a pti sledovani
zafeni (Kozubek a kol., 1994). Jeho vyuziti je také doporuCeno v piipadé
sledovani vzorktl prostfedi (Agurell a Stensman, 1992; Blakey a kol., 1994;
Vargas a kol., 1995; Tates a kol., 1996; Cerna a kol., 1996; Giller a kol., 1997)
nebo derivatl cigaretového koute (Chen a Lee, 1996).

Vyhody: Rychly screeningovy test, ekonomicky nenaro¢ny, vysoka citlivost
k mutagentim a karcinogeniim.

Nevyhody: Nedostate¢na srovnatelnost s vyS$§imi organismy

Interpretace vysledkii: Pozitivni vysledky testu na Salmonella typhimurium
ve srovnani s kontrolou naznacuji, ze latka vyvolava mutace v genomu tohoto
organismu. Negativni vysledky testu naznacuji, ze testovand substance neni
mutagenni u tohoto organismu. Ve spojeni s jinymi kratkodobymi testy lze
odhadovat 1 karcinogenni potencidl testovanych substanci (Quillardet a
Hofnung, 1993; LeBoeuf a kol., 1996).




A-1B. Muta-ChomoPlate fluktuacni verze Amesova testu

Specifikace: Mikrodestickova verze testu na genové mutace
(reverzni mutace), kratkodoby, skriningovy, pro pouziti in situ.

Citacni zdiivodneni: doporu¢eno NTP (Legault a kol., 1994), od
roku 1995 vice jak 50 citaci.

Popis: Detekce potencialnich mutagennich a orienta¢né 1
karcinogennich u¢inkt zkoumanych latek.

Princip: viz. A-1. Fluktuacni test se provadi na mikrotitra¢nich
destickach v tekutém meédiu s barevnym vyhodnocenim (Rao a
Lifshitz, 1995). Testovana koncentra¢ni fada s S9 smési (nebo bez ni)
se smichaji ve zkumavkach se zakladnim ristovym médiem. Dodaji
se bakterie a obsah zkumavek se pipetuje na destiCku, ktera se
inkubuje 5 dni pfi 37°C. Pokud zde neni piitomna toxicita, rostou
mutované bunky v jamkach a méni pH, coZ je indikovano zménou
zabarveni média.

Vyuziti: Je pouzivan ke sledovani genotoxicke aktivity riznych
chemickych latek (Mamber a kol., 1993; Glatt a kol., 1993; LeCurieux
a kol., 1995; Mersch-Sudermann a kol., 1996a), v kosmetickém
prumyslu (Emig a kol., 1996) a u environmenntalnich vzorkl
(Mersch-Sudermann a kol., 1989; Dutka a kol., 1995; White a
Rasmussen, 1996). Test se dale pouzivd pro detekci mutagenni
aktivity a mutagenniho materidlu ve vod¢, sedimentu, vzduchu,
chemikaliich, potravnich ptisadach a dalSich biologickych tekutinach.

Vyhody: Mala technickd naroCnost, adaptabilni k riznym
podminkam testovani, pouZiti k testovani in situ.

Nevvhody: Nizka srovnatelnost s eukaryotami.
Interpretace vysledkii: viz. A-1A.




A-2. SOS chromotest na Escherichia coli

Specifikace: Test na genové mutace, kratkodoby, skriningovy,
mikrodesti¢kova standardizovana verze pro testy in situ.

Citacni zduvodnéni: doporucuje NTP (Legault a kol., 1994), NCI (Ramos a
kol., 1998), od roku 1995 vice jak 150 citaci.

Popis: Detekce potencidlnich mutagennich a orientacné 1 karcinogennich
ucinki zkoumanych latek. Existuje standardizovand mikrodestickova verze.

Princip: Test je zalozen na citlivém systému pro detekci poskozeni
genetického materidlu, v jehoz disledku se stava aktivni SOS enzymaticky
komplex a je schopen opravit genetické poskozeni (Quillardet a kol., 1982).
Tento efekt se navenek projevuje zvySenim produkce [3-galaktozidazy, kterou je
mozno stanovit kolorimetricky. V urcitych koncentracich mize sledovand latka
plsobit toxicky a zpusobit pokles poctu bunék a snizeni hladiny [3-
galaktozidazy. Vedle sledovani [3-galaktozidazy se proto sleduje i konstitutivné
produkovand alkalickd fosfatdza. Poméry naméfenych hodnot obou substanci
pak kvantitativné charakterizuji genotoxicitu sledované latky. Test je vysoce
standardizovan zavedenim SOS-chromotestovych kitl E. coli PQ37 .

VyuZiti: Je pouzivan ke sledovani genotoxické aktivity riiznych
chemickych latek (Mamber a kol., 1993; Glatt a kol., 1993; LeCurieux a kol.,
1995; Mersch-Sudermann a kol., 1996a; Solomon a kol., 1996; Gebel a kol.,
1997; Lantzschogebel, 1997; Odunola, 1997; Picada a kol.,, 1997), v
kosmetickém pramyslu (Emig a kol., 1996), pfi testovani 1éCiv (Marczewska a
Koziorowska, 1997; Ramos a kol.,, 1998) a u environmenntdlnich vzorki
(Mersch-Sudermann a kol., 1989; Mersch-Sudermann a kol., 1996; Dutka a kol.,
1995; White a Rasmussen, 1996; Knasmuleer a kol., 1997; Ptitsin a kol., 1997),
ke sledovéani hladin PCB tukovych tkanich lidi (Mersch-Sudermann a kol.,
1996b), derivatii cigaretového koufe (Chen a Lee, 1996), k testovani pesticid
(Ruiz a Marzin, 1997; Saxena a kol., 1997) a k testovani vzorki prostiedi in situ
(Giller a kol., 1997; White a kol., 1997) a elektromagnetického pole (Jacobson-
Kram a kol., 1997).

Vyhody: Rychly screeningovy test genotoxicity (4-6 hodin), malé technicka
narocnost, moznost vyuziti pro kvantitativni analyzu, adaptabilni k rGznym
podminkdm. Mikrodesti¢kova verze k pouziti testovani vzork ptimo in situ.

Nevyvhody: Citlivost na toxické ulinky nékterych sloucenin, nizka
srovnatelnost s eukaryotami.

Interpretace vysledkit: Pozitivni vysledky naznacuji, ze testovana latka ma
na E. coli genotoxicky ucinek. Negativni znamena, Ze latka nema genotoxicky
ucinek na E. coli. Ve spojeni s jinymi kratkodobymi testy lze odhadovat i
karcinogenni potencidl testovanych substanci (White a Rassmusen, 1996).




Eukaryotni organismy:  B. Testy na ZivociSich

B-1. In vitro sav(i cytogeneticky test na chromozomalni aberace

Specifikace: Test in vitro na chromozomalni aberace (numerické nebo
strukturalni), kratkodoby, skriningovy, savci

Citacni_zduvodnéni: Commission Directive EU (93/638/B.10.), OECD
(1993/473), doporucuje NCI (Wu a kol., 1997), od roku 1995 vice jak 160 citaci.

Popis: Detekce potencidlnich mutagennich a karcinogennich uUc€inki
zkoumanych latek u savci a v kulturach sav€ich somatickych bunék. Pouziva se
také k analyze lidskych perifernich lymfocyti jako biologicky skupinovy
expozicni test k odhaleni skute¢ného genetického rizika prostiedi na lidi
(Preston, 1994).

Princip: Test na strukturdlni aberace, které mohou byt dvou typt,
chromozomalni nebo chromatidové (Galloway a kol.,, 1994). Expozice
testovanou substanci se provadi s a bez metabolické aktivacni preparace. Po
expozici je zastaveno bunécné déleni a chromozémy jsou barveny. Metafazni
buiiky pak jsou analyzovany na chromozomalni aberace. Stejné se postupuje pii
detekei strukturalnich aberaci z perifernich lidskych lymfocyti.

VyuZiti: Test byl pouzit pro identifikaci mutagenni aktivity chemickych
sloucenin (Flessel a kol., 1993; Warr a kol., 1993; Kligerman a kol., 1995; Choi
a kol., 1996; Matsui a kol., 1996; Montero a Ostrovsky, 1997; Wever a kol.,
1997; Zamada a kol., 1997), pro testovani mutagenity zafeni (Puck a Harvey,
1995; Jacobson-Kram a kol., 1997), ve farmaceutickém primyslu (Purves a kol.,
1995; Miller a kol., 1997) a jako skupinovy expozi¢ni test u lidi ze zatizenych
oblasti (Medkova, 1990; Kucerova a kol., 1992; Motykiewicz a kol., 1992;
Padovani a kol., 1993; Vodicka a kol., 1995; Tates a kol., 1996; Bogadi-Sare a
kol., 1997) a ke sledovani vzorka prostfedi (Kaina a kol., 1997; Nadeenko a
kol., 1997).

Vyhody: Pomoci testu lze analyzovat Cetnost aberaci pfimo z perifernich
lymfocytii exponovanych lidi.

Nevyhody: Ackoliv mnoho sloucenin jsou pozitivni karcinogeny, korelace
mezi karcinogenitou a vysledky testli jsou nizké. Existuje mnoho karcinogenti,
které nejsou timto testem detegovatelné (Ashby a kol., 1996).

Interpretace vysledkii: Pozitivni vysledek in vitro cytogenetického testu
napovida, ze substance indukuje chromozomalni aberace v kulturach savcich
somatickych bunck. Negativni vysledek indikuje, ze substance neindukuje
chromosomadlni aberace. Ve spojeni s testem na mikrojadra Ize ¢astecné odlisit
genotoxicitu, nekarcinogenity a klastogenitu (Hrelia a kol., 1996; Henderson a
kol., 1997). Test byva pouzit také pii sledovani aberaci u koni, prasat a skotu ze
zatizenych oblasti (Rubes a kol., 1992).




B-2. Mikrojaderny test in vivo na savcich
Specifikace: Test in vivo na chromozomalni aberace (ztraty), kratkodoby,
skriningovy, savci

Citacni_zduvodnéni: Commission Directive EU (93/638/B.12.), OECD
(1993/474), doporucuje NTP (Ashby a Tinwell, 1996), od roku 1995 vice jak
110 citaci.

Popis: Detekce potencidlnich mutagennich a karcinogennich ucinki
zkoumanych latek u savcl, nejcastéji hlodavci. Je mozné také analyzovat u
lidskych perifernich lymfocyti.

Princip: Na pozorovani jsou nejvhodnéjSi polychromatické erytrocyty
kostni dien¢ hlodavcli a/nebo lymfocyty periferni krve. Pii vyvoji erytrocytu z
erytroblastu dochazi k enukleaci, vznikld mikrojadra vSak zistavaji v
cytoplazmé a jsou dobie pozorovatelnd. Mikrojadro je mala ¢astice, vznikajici v
disledku chromozomovych zlomil (je pak tvofeno acentrickym fragmentem)
nebo poruchou funkce dé€liciho vieténka a pak je tvofeno celym chromozémem,
které neni zaclenén v novém jadfe. Pomoci testu lze detegovat in vivo
cytogenetické poSkozeni chromozémii nebo mitotického apardtu zpisobeného
chemickymi latkami. Testem Ize identifikovat takové substance, které zpiisobu;i
celkoveé nebo ¢astecné chromozomové ztraty.

VyuZiti: Test je vhodny pro odhad mutagenniho rizika chemickych latek
(Waters a kol., 1994; Heidemann a kol., 1996; Matsui a kol., 1996; Shimada a
Itoh, 1996; Agarwall a Olivero, 1997; Dillon a ko., 1997; Gebel a kol., 1997,
Knasmuller a kol., 1997; Ong a kol., 1997; Stocker a kol., 1997; Tsutsui a
Barrett, 1997), farmaceutik (Kulling a Metzler, 1997; Miller a kol., 1997).
Pouziva se také pro potvrzeni negativnich vysledkt testii in vitro (Kirkland a
Dean, 1994), ke sledovani indukce mutaci radiaci (McKay a kol., 1994; Winegar
a kol., 1994) a pii1 sledovani mutagenni aktivity environmentalnich vzorkl
(Blakey a kol., 1994; Perez-Alzola a Santos, 1997).

Vyhody: Umozituje na sav€ich buiikach in vivo detegovat jak poskozeni
chromozomd, tak 1 mitotického aparatu zkoumanou latkou. Je mozné odhadovat
poskozeni ¢i ztraty chromozomil pfimo u exponovanych lidi.

Nevyvhody: Po aplikaci testované latky je tfeba hlodavce usmrcovat.
Celkov¢ vysoké ekonomické naklady na chov hlodavcd.

Interpretace vysledkii: Pozitivni vysledky mikrojaderného testu naznacuyji,
7e testovand latka zplsobuje u polychromatickych erytrocytii laboratornich
zivo€ichii zvySeny vyskyt mikrojader. Negativni vysledek naznacuje, Ze dana
latka nezplsobuje tvorbu mikrojader u daného druhu. Spolu s testem na

neprogramovanou syntézu DNA je doporucen pro in vivo protokol (Mullet-
Tegethoff a kol., 1997).




B-3. Test na genové mutace in vitro na savCich bunécnych
kulturach

Specifikace: Test in vitro na genové mutace, kratkodoby, skriningovy,
savCi bunééné kultury CHO, lokusy HPRT nebo TK.

Citacni__zduvodnéni: Commission Directive EU (93/638/B.17.),
OECD (1993/476), doporucuje NCI (Finette a kol., 1996; Wu a kol.,
1997), od roku 1990 vice jak 200 citaci.

Popis: Detekce potencidlnich mutagennich u€inkli zkoumanych latek
u savcich kultur CHO, stabilizované linie fibroblastli ¢inského kiecka V79
nebo lymfatickych bunék L5178Y v jejich HPRT nebo TK lokusech
(Elliott a kol., 1994), poptipadé embryonalnich bun¢k syrského kiecka.

Princip: Test je pouZzivan ke zjisténi schopnosti studované slouceniny
indukovat v savCich bunkach genetickou zménu. Pomoci testu lze na
bunécnych liniich detegovat mutace v lokuse TK (ztrata schopnosti
syntetizovat tymidin kindsu) nebo HPRT lokuse (ztrata schopnosti bun¢k
sysntetizovat hypoxantinfosforibozyltransferdzu). Tyto zmény mohou byt
zpusobeny bodovou mutaci nebo malou deleci. Test je provadén v
podminkach metabolické aktivace nebo bez metabolizace.

VyuZiti: Test je pouzivan v odhadu genotoxickych uc¢inkli chemickych
latek (Chiewchanwit a Au, 1994; Kirkland a Dean, 1994; Callander a kol.,
1995; Heiedmann a kol., 1996; Matsui1 a kol., 1996; Keshava a kol., 1997;
Knasmuleer a kol., 1997; Nakagawa akol., 1997; Oliveira a kol., 1997
Trosic a kol., 1997; Tsutui a kol., 1997; Tsutsui a kol., 1998), zaieni
(Kataoka a kol., 1993; Jacobson-Kram a kol., 1997) a ve farmaceutickém
pramyslu (Purves a kol., 1995; Miller a kol., 1997)

Vyhody: Pomérné rychla metoda na stanoveni genovych mutaci na
sav€ich kulturach.

Nevvhody: Extrapolace vysledkil na hlodav¢ich kulturach vzhledem k
cloveéku je nejista.

Interpretace vysledkii: Pozitivni vysledky pfi sledovani mutagenity na
savCich buiikach naznacuji, ze latka je potencidlné mutagenni. Negativni
vysledky naznacuji, Ze v danych podminkach neni pro sav¢i bunky latka
mutagenni. V exprerimentech se ur€uje hodnota mutagenity (nemutagenni,
velmi slaby mutagen, slabé mutagenni, stfedné silny mutagen, silny a
velmi silny mutagen). Sledovani HPRT mutaci se provadi také u lidi

(Robinson a kol.,, 1993). Pro identifikaci genovych mutaci se jevi
spolehlivé;si lokus TK nez HPRT (Moore a kol., 1989).




B-4. Test na pohlavni recesivné letdlni mutace D. melanogaster (SLLRL)
Specifikace: Test na genové mutace v pohlavnich bunkach, kratkodoby,
skriningovy
Citacni_zduvodnéni: Commission Directive EU (93/638/B.20.), OECD
(1993/477), od roku 1990 vice jak 90 citaci.

Popis: Test na detekci indukovanych genovych mutaci (bodové mutace a
malé delece).

Princip: Princip testu spoc¢iva v kiizeni sameckil standardni linie (Oregon-
K, Oregon-R, Canton-S, Berlin-K), ktefi byly exponovéni testované latce se
samiCkami, kde se vyuziva tzv. balancovanych chromozémii (OECD doporucuje
linie samicek Miiller-5 (Basc), pouzit¢é mohou byt také CIB). Po dvou
generacich Ize na redukci poc¢tu sameCkli detegovat letdlni mutace a
chromozomalni aberace (bodové mutace a malé delece ) na chromozomu X
(Ashburner, 1989; Graf a kol., 1992). Odhaduje se, Ze asi 800 genii (z asi 1000)
na chromozému X miize projevit letdlni efekt (Lee a kol., 1983). Aplikace
testované latky se provadi potravnég, injekéné nebo inhala¢né, je mozné provadét
akutni 1 chronické testy. Umoziiuje testovat pfimé 1 nepfimé mutageny, nebot’ u
drozofily dochazi k metabolickym reakcim podobnym reakcim jater u savch
(Graf a kol., 1984). UmozZnuje studovat mutagenitu latek v riiznych stadiich
vyvoje pohlavnich bun¢k.

VyuZiti: Test je pouZivan ve spojeni s testem toxicity, kdy se stanovuje
nejvhodnéjsi koncentrace pro LDj5g. Test je vyuZivan pro studie genetické
aktivity chemickych latek (Tripathy a Patnaik, 1992; Vogel a kol., 1993; Bentley
a kol., 1994; Ramos-Morales, 1995; Ballering, 1996; Woodruff a kol., 1996;
Pesheva a kol., 1997; Romero a kol., 1997), vzorkl prostiedi (Jansson a kol.,
1991; Aslanian a kol., 1994) nebo zatfeni (Barnett, 1992; Otaka a kol., 1992).

Vyhody: Je velice citlivy, protoze indukuje rizné typy genovych zmén
(bodové mutace, mikrodelece a mikroaberace), které mohou vznikat po celé
délce chromozomu X. Drozofily mohou byt pouzity pro odhad cetnosti letdlnich
mutaci prostiedi ptimo in situ.

Nevyhody: Nevyhodou testu je pomérné velkd pracnost (test probihd po
dobu 2 generaci a samicky v F1 musi byt kiizeny individualn¢). U testu Miiller-

5 je pozadovano potomstvo Fo v u negativni kontroly v poctu asi 7 000 imag
(Valencia a kol., 1989; Graf a kol., 1992).

Interpretace vysledkui: Pozitivni vysledek testu indikuje, ze studovana
substance indukuje mutace v pohlavnich buiikich hmyzu. Negativni vysledek
hovoii o opaku. V pfipad€ pozitivniho vysledku nasleduje vétSinou test na
dédicné mutace u mysi (Bentley a kol., 1994). Korelace mezi mutagenni a
karcinogenni aktivitou chemikalii je u Miiller-5 testu 85% (Vogel a kol., 1993).




B-5. Test na sesterské chromatidové vvmeény in vitro (SCE)

Specifikace: Test na specifické zmény na DNA (sesterské
chromatidové vymény) u savCich nebo lidskych bunék, kratkodoby,
skriningovy

Citacni_zdiivodnéni: Commission Directive EU (93/638/B.19.),
OECD (1993/479), doporucuje NCI (Wu a kol., 1997), od roku 1995
vice jak 120 citaci.

Popis: Test na sesterské chromatidové vymény (SCE) je
kratkodoby cytogeneticky test mutagenity na detekci genetickych
zmén savéich bunék a poptripadé lidskych perifernich lymfocyti.
Deteguje reciproké vymény DNA mezi 2 sesterskymi chromatidami
replikujicich se chromozomi, zahrnuje tedy zahrnuje zlomy a
znovuspojeni chromatid.

Princip: Sav¢i bunky (linie ovaridlnich bunék cinského kiecka
CHO, primarni kultury lidskych perifernich lymfocyt) jsou in vitro
exponovany testované testované chemikalii v pfitomnosti a bez
pritomnosti aktivaéniho systému za ptitomnosti media obsahujiciho
inkorporujici se BrdU. Metoda charakterizuje mutageny jako
klastogeny.

VyuZiti: Pomoci testu byla sledovana genotoxicita chemickych
latek (Wiencke a kol., 1991; Motykiewicz a kol., 1992; Klemans a
kol., 1995; Tahara, 1995; Landi a kol., 1996; Kligerman a kol., 1996;
Labbauf a kol., 1997), cigaretového koute (Chen a Lee, 1996), vzorka
prostfedi (Seemayer a kol., 1994; Hornberg a kol., 1996; Kaina a kol.,
1997; Nadeenko a kol., 1997) a pfipadné zdravotni riziko u lidi
(Lanhanisky a kol., 1993; Bogadi-Sare a kol., 1997).

Vyhody: MozZnost sledovani piimé zatéze lidské populace u
exponovanych profesnich nebo jinych skupin lidi.

Nevyhody: Extrapolace vysledka z bunécnych hlodavcich kultur
na lidi je nespolehliva.

Interpretace vysledku: Hodnoti se statisticky vyznamny nartst
poctu SCE na buiiku ve srovnani s kontrolou. Latka, kterd nezpiisobi
statisticky vyznamnou reprodukovatelnou odpovéd’ se povazuje za
neucinou v tomto testovacim systému. U lidi se bere spontanni vyskyt
SCE jako kontrola, nariist SCE se hodnoti procentuelné.




B-6. Neprogramovana syntéza DNA in vitro (USD)

Specifikace: Test na poSkozeni a opravu DNA (specifické zmény
DNA) u kultur primarnich hepatocyti hlodavcti nebo u lidskych
lymfocyti, kratkodoby, skriningovy

Citacni_zdiivodnéni: Commission Directive EU (93/638/B.18.),
OECD (1993/476), od roku 1990 vice jak 60 citaci.

Popis: Detekce reparacni syntézy DNA pod vlivem UCinku
chemicke latky. Identifikace latek indukujicich poSkozeni DNA a
opravy in vitro.

Princip: Princip testu spoCiva v detekci reparacni syntézy DNA
pod vlivem ucinku chemické latky. Zakladem testu je inkorporace
tritiem oznaéeného thymidinu (3H-TdR) do DNA savé&ich bungk,

které nejsou v S fazi bunééného cyklu. Vlozeni 3H-TdR miize byt
detegovano autoradiograficky (AR) nebo pomoci kapalinové
scincilacni metody (LSC). Pracovni skupina v EPA, OECD a EC
doporuCuje pouzivat AR (Madle a kol., 1994). Bunky jsou
ovlivilovany testovanou latkou v podminkidch metabolické aktivace
nebo bez ni (S9 mikosomalni frakce nebo Acrolor).

VyuZiti: Test je vyuzivan k detekci genotoxické aktivity
chemickych latek (Holme a kol., 1989; Kasper a kol., 1995; Anderson
a kol., 1996; Stocker a kol., 1997), k detekci environmentalnich
genotoxinl (Srém a kol., 1990; Braun a kol., 1993; Sram a kol., 1993;
Naji-Ali a kol., 1994), ke sledovani Zafeni (Jacobson-Kram a kol.,
1997).

Vyhody: Ekonomicky velice vyhodna a nenarocna metoda. Krysi
hepatocyty jsou platnym modelem pro predikce genotoxického
potencialu na lidi.

Interpretace vysledki. Za pozitivni se povazuji hladiny USD
signifikantné vy$si, nez pozadi. Uroven USD se klasifikuje, ale jeji
stupent nerozhoduje pfi urCovani mutagenity, resp. karcinogenity.
Negenotoxicky efekt latek, indukujicich tumory, nebyl pomoci USD
prokdzan (Api a kol., 1995).




B-7. Test na somatické mutace a rekombinace u Drosophila
melanogaster (SMART)

Specifikace: Test na specifické zmény na DNA (somatické mutace a mitotické
rekombinace) u hmyzu, kratkodoby, skriningovy

Citacni zdivodnéni: Od roku 1990 vice jak 170 citaci.

Popis: Detekce potencialnich mutagent a orienta¢né 1 karcinogent.

Princip: Vyuziva skuteCnosti, ze nékteré organy téla drozofily (oci, ktidla,
genitalie aj.) se béhem stadia larvy a kukly vyvijeji z imaginalnich disk{. Na téchto
organech Ize pak ve stadiu iméaga nalézt klony bunéck, které pochazeji z
mutovanych bunék imagindlniho disku (Mollet a Wiirgler, 1974). Aplikace
testované latky se provadi ve stadiu larvy, kde u trans-heterozygotnich larev vede
ztrata dominantni alely (bodové mutace, delece, rekombinace a ztraty chromozomu
zpusobené nondisjunkci) k projevu mutace na sledovaném organu (Zordan, 1994).

VyuZiti: Pomoci SMART mohou byt testovany chemikalie v roztocich 1 v
plynech. BéZn¢ jsou provadény testy chronické a akutni toxicity, kdy pro odhad
genotoxickych uCinkll se nasledné vétSinou pouziva LDj5g (Graf a kol., 1984).

Existuje nekolik aplikaci SMART. Aplikace na kiidlech (wing spot test, alely mwh
a flr) je v Siroké mife pouzivana k detekci genotoxické aktivity chemickych
slou¢enin(Graf a kol., 1989; Schaik a Graf, 1993; Dearfield, 1994; Marec a Gelbic,
1994; Inoue a kol., 1995; Frei a Wiirgler, 1996) a vzorku prostiedi (Katz a Foley,
1993; Delgado-Rodriguez a kol., 1995; Chroust a kol., 1997). Aplikace na ocich
(eye spot test, alely white(w) a white-coral (w€0) je vyuzivana pii odhadech
genotoxické aktivity chemikalii (Vogel a kol., 1993; Graf a Wiirgler, 1996; Ramel
a kol., 1996) a vzorkl prostiedi (Green a kol., 1986). Aplikace na vajickach u
systétmu samic¢i sterility (alely fs(1)K10/) je vyuzivana také pii odhadech
genotoxické aktivity chemikalii (Vogel a kol., 1993). VSechny jmenované aplikace
mohou byt soucasti jediného genotypu (Jowett a kol., 1991).

Vyhody: Hlavni vyhodou SMART testi na Drosophila melanogaster je
kratkd generacni doba, velké mnozZstvi potomkil, mnoZstvi vhodnych genetickych
markerl a specifickych testovacich kment, schopnost larev i dospélych imag
metabolizovat Siroké spektrum xenobiotik, tedy aktivovat a detoxikovat
promutageny a prokancerogeny (Graf a kol., 1984) a nizka cena rozmonoZovacich
kultur. Nespornou vyhodou Drosophila melanogaster je, ze se jedna o modelovy a
tedy jeden z nejlépe geneticky prostudovanych organismi v tisi eukaryot.

Nevyhody: Vysledky jsou obtizn€ srovnatelné s lidmi.

Interpretace vysledkii: Pozitivni vysledek testu znamend, ze latka zpisobuje
mutace u danného organismu. Z hlediska hodnoceni mutagenu se vétSinou pouziva
statistiky (Frei a Wirgler, 1988, 1995), kde je latka hodnocena jako negativni,
slabé pozitivni, pozitivni nebo bez zavéru. ZvySend vypovédni hodnota testu ke
Clovéku byla prokazana u transgennich drozofil, nesouci lidské geny pro
metaboliza¢ni enzymy (Jowett a kol., 1991).




B-8. Test na mutace v pohlavnich bunkach

Specifikace: Cytogeneticky test in vivo pouzivany k detekci
strukturalnich aberaci pifi mitéze ve spermatogonidlnich bunkach.
K analyze mutaci a strukturdlnich aberaci lze vyuZit molekularné-
genetickych metod nebo také testu na abnormalni tvar spermii.

Citacni_zdiivodnéni: Commission Directive EU (93/638/B.23.),
OECD (1993/451), od roku 1990 vice jak 150 citaci.

Popis: Detekce latek zpusobujici dédi¢né mutace v urCitém stadiu
vyvoje gamet.

Princip: Zvitata jsou exponovany testované sloucenin¢, bunécné
dé€leni zastaveno kolchicinem a poté preparovano testes. Analyzuji se
spermatocyty diakinese metafaze I d¢leni. Detekuji se jednak
chromozomové poskozeni a dale lze na generaci F; hodnotit
dominantni mutace. V testech se pouzivaji mySi a ¢inSti kieccei.
V ptipadé¢ vyuziti metod molekularni genetiky pro analyzu
specifickych lokusli na pritomnost mutaci neni nutné usmrcovat
testované zvirata.

VyuZiti: Test je pouzivan k detekci mutagenity chemickych latek
(Dellarco, 1988; Rinchik a kol., 1993; Ashby a kol., 1996)

Nevyhody: Testované zvifata museji byt v pripad¢ klasického
postupu usmrceny.

Interpretace vysledkir: Pozitivni vysledek, tedy indikuje zvySeni
frekvence chromozomalnich aberaci u testovanych Zivoc¢ichti hovoii o
mutagenité testované latky na pohlavni buniky. Negativni vysledek
hovofi o nemutagennim uCinku na spermatocyty testovaneho
Zivocicha.

Pozndmka: Pti vyuzZiti metod molekularni genetiky nemuseji byt
zvitata usmrcovana.




B-9. Test na karcinogenity - dlouhodoba studie na hlodavcich
Specifikace: Test na karcinogenitu, dlouhodoby.

Citacni zdivodnéni: Commission Directive EU (93/638/B.32.), OECD
(1993/451), doporucuje US EPA (Mitchell a kol., 1997), NCI (Lewis a kol.,
1996), NTP (Benigni, 1997), od roku 1990 vice jak 40 citaci.

Popis: Detekce karcinogent u mysi nebo krys.

Princip: Test se provadi v pribéhu Zivota, kdy jsou u organismu
zachovany optimalni zivotni funkce a zvifata se usmrcuji po doziti
prumérného véku (18-24 meésicll). Test se provadi minimalné na dvou
zivo¢iSnych druzich (n€kdy pes a primati). Po nebo béhem expozice se
sleduje vyvoj nadorii. Aplikace se provadi vétSinou ordln¢é. Po usmrceni se
provadi detailni histologické vySetfeni vSech tkani a organd. V testech se
nejcastéji pouZzivaji Sprague-Dawleyovy nebo Wistarovy kmeny krys, DIb-1
nebo BDF mysi.

VyuZiti: Nékteré chemické latky podezielé na karcinogenitu byly testem
na karcinogenitu potvrzeny (Goldsworthy a kol., 1991; Loprieni a kol., 1991;
Hayashi, 1991; Ahotupa a kol., 1994; Brooks a kol., 1994; Dobias a kol.,
1994; Carthew a kol., 1995; Templin a kol., 1996; Sampson a kol., 1997,
Zeiger a kol., 1997; Whysner a kol., 1998). Byl také potvzen klastogenni
faktor hrajici roli pfi karcinogenezi (Emerit, 1994).

Vyhody: Studie kopiruje skuteCny stav pii expozici organismu ve
vnéjSich podminkach.

Nevyhody: Vysoce ekonomicky nakladny test. Extrapolace k ¢loveéku je
na urovni varovani pfed moznymi karcinogennimi uc¢inky sledované latky.

Interpretace vysledkii: Pozitivni vysledek testu udavd nebezpeci
potencialniho karcinogenniho plisobeni na lidi, nelze vSak uzavfit, Ze latka je
ve stejné mire karcinogenni 1 pro lidi. Negativni vysledek potvrzeny nejméné
u dvou testovacich druhii mlzZe zamitnout nebezpeci karcinogenniho
pusobeni.

Poznamka: U 522 karcinogennich latek byl test na hlodavcich hodnocen
jako velice dobry k predikci karcinogenity u lidi (Ashby a Paton, 1993). K
testll byvaji pouzivany 1 transgenni mys$i (Shephard a kol., 1994). In vitro
modely, nahrazujici dlouhodobé studie jsou napi. heterozygotni mysi v
thymidin kinasovém lokuse, kdy projev mutace ma vysokou korelaci se
vznikem lidskych tumort (Hozier a kol., 1992). V posledni dobé¢ jsou stale
Castéji pouzivany predik¢éni modely na pocitacich (Klopman a Rosenkrantz,
1994; Rosenkrantz a kol., 1991, 1996).



C. Testy na rostlinach

C-1. Test na chromozomové aberace a sesterské chromatidové
vvmeény u Vicia faba

Specifikace: Test na chromozomové aberace a specifické zmény
na DNA (sesterské chromatidové vymény), kratkodoby, skrininkovy.

Citacni zduvodnéni: Od roku 1990 vice jak 80 citaci.

Popis: Detekce mutagennich u€inki chemickych latek a vzorka
prostiedi.

Princip: Experimenty jsou provadény na meristematickych
bunikdch naklicen¢ho primarniho kotene. Po aplikaci chemikalie
(vodni roztok nebo slaby roztok DMSO) se zastavuje déleni
kolchicinem a kotfenové Spic¢ky jsou pouzity k hodnoceni aberaci ¢i
SCE. Test na aberace detekuje chromozomové zmény. Test SCE
deteguje reciproké vymeény mezi 2 sesterskymi chromatidami
replikujicich se chromozoémi. VyuZziva se vlastnosti BtdU, které se
inkorporuje do DNA namisto thymidinu a tim méni barvici vlastnosti
chromozomu.

VyuZiti: Test je hojné vyuziva pii detekci chemikalii (Kuglik a
kol., 1990; Kanaya, 1990; Zhang a kol., 1991; De Marco a kol., 1992;
Michaelis a Rieger, 1993; De Marco a kol., 1995; Gomez-Arroyo a
kol., 1995; Miadokova a kol., 1992, 1994, 1996), zéatfeni (Vogel a
Friebe, 1987) a vzorkt prostfedi (Grant a kol., 1992a, 1992b; Gill and
Sandhu, 1992; Gowrishanker a Vivekanandan, 1994; Sandhu a kol.,
1994a, 1994b; Grant, 1994; Ma a kol., 1995; Chroust a kol., 1997)

Vyhody: Jednoduchost, rychlost a malé ekonomické néklady.

Nevyhody: Jednd se o rostlinny systém, kde extrapolace k
ZivoCichlim je slaba.

Interpretace vysledkii: Pozitivni vysledky hovofi o klastogenité
sledované latky v ptipadé aberaci chromozdémii, nebo mitoklastické
aktivité¢ v pripadé poruch dé€liciho vieténka. Srovnanim SCE u Vicia
faba a SCE u lidskych lymfocyti pofipadé V79 linie dava nadéjny
systém pro odhad karcinogennich vlastnosti chemickych latek (Xing a
Zhang, 1990; Tiedink a kol., 1991).




C-2. Test genové mutace u na Tradescantia

Specifikace: Test je zaloZen na sledovani somatickych
mutaci v tyCinkdch trichomu Tradescantia nebo sledovani
mikrojader, kratkodoby, skrininkovy.

Citacni zduvodnéni: Od roku 1990 vice jak 70 citaci.

Popis: Detekce mutagennich UCinkd chemickych latek a
hlavné vzorku prostiedi in situ.

Princip: Testovana latka se aplikuje na odiezky kvétnich
stonkli, které se tésné¢ pred rozpukem kvéth ponofi do
zkoumaného roztoku. K testim se pouziva diploidniho klonu
Tradescantia 4430.

VyuZiti: Test je pouzivan ke sledovani genotoxicity
chemikalii (Ma a kol., 1992a; Helma a kol., 1995; Rank a
Nilsen, 1997), zafeni (Knasmuller a kol., 1992; Haider a kol.,
1994; Helma a kol., 1994), vzorki prostredi (Gill a Sandhu,
1992; Baud-Grasset a kol., 1993; Grant, 1994; Sadowska a
kol., 1994; Sandhu a kol., 1994a, 1994b; Ma akol., 1996).

Vyhody: Jednoduchost, mal¢ ekonomické naklady,
relativné rychla a pfesnd detekce mutaci, nasazeni k testovani
in situ.

Nevyhody: Jedna se o rostlinny systém, kde extrapolace k
zivo¢ichlim slaba.

Interpretace vysledkii: Pozitivni vysledky testu naznacuji,
ze latka vyvolavd mutace v genotypu tohoto organismu.
Negativni vysledky naznaCuji, Ze latka mutagenni pro
Tradescantia neni.




C-3. Test na letalni embryonalni mutace u Arabidopsis
thaliana (Miilleruv test)

Specifikace: Test na genové mutace (letdlni embryonalni
mutace), kratkodoby, skrininkovy.

Citacni zduvodnéni: od roku 1990 vice jak 70 citaci.

Popis: Detekce mutagennich UCinkd chemickych latek a
vzorku prostiedi.

Princip: Testem jsou sledovany recesivni embryonalné
letadlnich a chlorofylové defektnich mutaci v nezralych
semenech rodiCovskych rostlin budouci generace. Ti se
odliSuji stupném vyvinu, barvou 1 velikosti od normalné se
vyvijejicich semen.

VyuzZiti: Test je bézné vyuzivan k detekci mutagenni
aktivity chemikalii (Gichner a Veleminsky, 1987; Gichner a
kol., 1993) a hlavné pak k detekci environmentalnich vzorkt
laboratorné 1 in situ (Grant a kol., 1992; Gill a Sandhu, 1992;
Grant a Salamane, 1994; Grant, 1994; Gichner a kol., 1994;
Sandhu a kol., 1994a; 1994b; Chroust a kol., 1997).

Vyhody: Jednoduchost, malé¢ ekonomické naklady,
moznost sledovat zneCiSténi prostiedi pfimo in situ.

Nevyhody: Jedna se o rostlinny systém, kde extrapolace k
zivo¢ichlim slaba.

Interpretace vysledkii: Pozitivni vysledky testu hovofii o
mutagenité sledované latky na dany rostlinny druh. Negativni
o opaku. V pfipad¢ sledovani in situ na zaklad¢é pozitivnich
vysledkl testu je tfeba pfistoupit k detailnéjSimu sledovani
danych lokalit.




D. Molekularné-genetické testy ve specifickém lokuse

Jednou z moZnych cest feSeni souCasné situace vedouci
k celkovému zvySeni vypovédni hodnoty vysledki testl
genotoxicity vici Clovéku, kdy abundance biologickych testi
nedava konzistentni vysledky je vyuzivat testy postavené na
transgennich organismech. Jak stavajici klasické in vitro testy,
tak modernéj$i in vivo testy nejsou dostateCné obecné, aby
poskytovaly potfebnou moznost zobecnéni z modelovych
experimentii na pfirodni populace ¢i ¢lovéka. Takovym
zpusobem lze pak modelovat funkci lidského organismu u
nizSich Zivocichu.

Dalsi nejperspektivnéjsi alternativou je sledovani zmén
DNA prostfednictvim metod molekularni detekce mutaci.



D-1. Testy na transgenni organismech

Specifikace: Jedna se o sledovani zmén na Grovni DNA ve specifickych
lokusech. Nejcastéji u transgennich hlodavct a drozofil.

Citacni zduvodnéni: Doporuceno k pouzivani NTP (Tennant a kol., 1995),
NCI (deVries a kol, 1997), od roku 1995 vice jak 80.

Popis: Detekce mutagennich €inkd chemickych latek a vzorka prostiedi.

Princip: Transgenni organismy, nesouci cizorodé geny se sestavuji bud’ na
principu vnaSeni specifického signalniho lokusu do testovaciho organismu,
jehoz mutabilita se poté sleduje na piesné¢ definovaném genetickém a
fyziologickém pozadi modelu (Shepard a kol., 1995), nebo na zpiisobu vnaseni
specifickych gent podilejicich se na metabolismu xenobiotik do hostitelského
organismu a sledovéani jejich vlivu na mutabilitu markerové vyjadienou na
pfesné definovaném genetickém pozadi (Jowett, 1991; Phillips a Venitt, 1995).

VyuZiti: Transgenni mysi byly k pouzity k testovani chemickych latek (de
Vries a kol., 1997; Saranko a Recio, 1998), k odhadu rizika karcinogenti
(Taningher a kol., 1997; Schmezer a kol., 1998), k odhadu teratogenti (Wells a
kol., 1997), k odhadu vzorki prosttedi (Kyrtopoulos a kol., 1997). Psi gen CYP
1A1 byl testovan ve spojeni reparané defektnim systémem (mei-9a, mei-41D5)
u transgenni D. melanogaster (Komori, 1993). Dalsi chemické latky byly
testovany na systému s P450 1A1 (Jowett a kol., 1991), s lidskym genem pro
GST (Jowett a kol., 1997; RySkova a kol., 1997; Chroust a kol., 1997).

Vyhody: Sledovani jak somatickych tak 1 gametickych mutaci. Moznost
tvorby readlného modelu funkce lidskych metaboliza¢nich enzymt in vitro za
soucasného sledovani urovné reparaci a pti volbé vhodného promotoru tkanove
¢1 organove specifickych reakci. ZvySeni vypovédni hodnoty vysledki testi k
Cloveku.

Nevyhody: Konstrukce transgennich hlogavci a jejich chov je ekonomicky
vysoce naro¢né. U drozofil je to relativné velkéd fylogeneticka vzdalenost od
Clovéka Castecné vSak kompenzovana transgenozi lidskych gend.

Interpretace vysledkii: Pozitivni vysledek testu signalizuje, Ze u
transgennich organismil nesouci urcity typ lidského genu pro metaboliza¢ni
enzymy doslo k mutaci a Ze k podobné reakci miize dojit 1 v lidském organismu.
Negativni vysledek signalizuje, Ze transgennich organismi nedoslo k mutaci, ale
vznik mutace u ¢loveéka vyloucit nelze.

Pozndamka: Transgenni drozofily nesouci lidské geny pro metaboliza¢ni
enzymy jsou velice nadéjnym systémem na sledovani skutecnych interakci
enzym-xenobiotikum v lidském organismu a odhad jejich muta¢niho potencialu.
V soucasné dob¢ jsou testovany lidské transgeny CYP2D6, CYP2E1, CYP3A44,
HADPH-CYP-reduktaza, Glutathin S-transferaza (Chroust, a kol., 1997).



D-2. FISH (Hvbridizace fluorescenéni in situ)

Specifikace: Moderni molekularné genetickd metoda pouZitelna
pro detekci genomovych zmén vSech urovni organismadi.

Citacni zduvodnéni: Od roku 1990 vice jak 120 citaci.

Popis: Detekce mutaci indukovanych chemickymi latkami nebo
vnéjSim prostiedim.

Princip: Pii reakci se vyuziva specifickych DNA prob a
fluorescencni in situ hybridizace. Tato technika umoziiuje kombinovat
postupy molekularni biologie s klasickymi cytogenetickymi metodami
a definuje genomové zmény a jejich dusledky.

VyuZiti: Metoda miaze byt pouzita pro detekci mutaci
chromozomovych abnormalit (Kirsch-Volders a kol., 1997; Olah a
kol, 1997; Souslova a kol., 1997; Sram, 1997, Xi a kol., 1997), ve
specifickém lokuse (Heino a kol., 1995; Rasmuson-Lestander a
Ekstrom, 1996), pro odhaleni nékterych dédi¢nych chorob (Nuorva a
kol., 1995; Cooper a kol., 1997; Fryssira a kol., 1997; Mark a kol.,
1997) a k odhadu poSkozeni DNA zplisobené¢ environmentdlnimi
faktory (el-Zein a kol., 1997; Conforti-Froes a kol., 1997).

Vyhody: Jednoduchost, rychlost, moZnost pouZiti u vSech druht
organizmu na urovni somatickych a gametickych buné¢k.

Nevyhody: MozZna nespecifita prob.



D-3. PCR (polymerase chain reaction)

Specifikace: Moderni molekularné genetickd metoda pouzitelnd pro
detekci mutaci u vSech urovni organismt (Bell, 1991; Cariello, 1991).

Citacni_zduvodnéni: DoporuCeno EU (Carere, 1995), od roku 1995
vice jak 850 citaci.

Popis: Detekce mutaci indukovanych vnéj$im prostiedim, nebo
zpusobujicich rizné dédi¢né choroby a rakovinu

Princip: Pt reakci se vyuziva amplifikace useku DNA, ohrani¢en¢ho
primery. DNA Ize pro analyzu PCR ziskat z baktérii, zivocichu i rostlin.
Jedna se tedy o univerzalni metodu.

VyuZiti: Metoda mize byt pouzita pro detekci mutaci ve specifickém
lokuse (Fuscoe a kol., 1994; Albrecht a kol., 1997; Rockett a kol., 1997), k
analyze mutaci v zéarodeCnych bunkdch na turovni jediné alely
(Papadopoulus a kol., 1995), k detekci mutaci s pfesnosti na jednu bazi
pomoci analyzy heteroduplexti (Poggi a kol., 1990; Peeters a kol., 1994;
Mashal a kol., 1995), ke kvantitativnimu stanoveni rozdili v expresi
mutovanych a standardnich gena (Lu a kol., 1993; Gause a Adamovicz,
1994; Celi a kol., 1994; Chehadeh a kol., 1995; Riedy a kol., 1995), pro
populacni screening (Sakallah a kol., 1994) a detekci genetickych defekti
na genové 1 chromozomalni urovni (Pallen a kol., 1992; Patton a kol.,
1997). Pomoci PCR, kvantitativniho PCR a naslednych technik, jako je
RFLP, pulsni gelova elektroforéza ¢i hybridizace je pak mozné ziskat
velmi presné informace o ucinnosti zkoumané latky na DNA, RNA
pfipadné mechanismy transkripce a translace, stejné jako srovnat
mutagenni ¢i kancerogenni efekt zkoumané latky u rznych druhii (Davis,
1991; DeMarini a Fuscoe, 1991; Nicklas a kol., 1991; Curry a kol., 1995;
Valentine a Heflich, 1995; Taningher a kol., 1997; Wang a kol., 1997).

Vyhody: Jednoduchost, spolehlivost, rychlost, absolutni pfesnost,
nizkeé finan¢ni ndklady, moznost kvalitativniho 1 kvantitativniho porovnani
na Urovni somatickych 1 gametickych bunék.

Nevvhody: Obtizné ziskavani materidlu v pfipadé analyzy mutaci de
novo ze somatickych bun¢k.

Interpretace vysledkui: Je-1i nalezena jakakoliv mutace, znamena to
absolutni dikaz o poskozeni DNA pfti expozici daného organizmu.

Poznamka: PCR byla pfi detekci mutaci pouzita u Amesovy metody
(Shyamala a Ames, 1991), drozofil (Nivard a kol., 1996) a mnoha jinych
organismil.



D-4. SSCP (single strand conformation polymorfism)

Specifikace: Rychla skriningovd metoda pro detekci zmén v
DNA.

Citacni zdivodnéni: od roku 1995 vice jak 400 citaci.

Popis: Detekce mutaci indukovanych vnéjSim prostfedim, nebo
mutaci zpusobujicich rizné dédi¢né choroby a rakovinu

Princip: Metoda SSCP je zaloZend na principu rozdilné mobility
jednoretézcové DNA v pripadé, Ze nese rizné typy mutaci (bodové
mutace, substituce, delece). Testovand DNA nejprve denaturuje,
renaturuje a je zviditelnéna na polyakrylamidovém gelu.

VyuzZiti: SSCP je vyuzivana k detekci mutaci vzniklych
pusobenim environmentalnich faktort (Wang a kol., 1997; ) u
lidskych chorob jako cysticka fibroza (Marigo a kol., 1995), k detekci
chorob po mutaci genu p53 u riznych typl karcinomii (Navone a kol.,
1993; Kusser a kol., 1994; Sarkar a kol., 1995; Carder a kol., 1995;
Kawamura a kol., 1995; Preudhomme a kol., 1995; Chakravarty a
kol., 1996; Kuczyk a kol., 1996; Johannsson a kol., 1996; Matsushita
a kol., 1996; Huang a kol., 1996; Gumerlock a kol., 1997; Hong a
kol., 1997) k detekci chorob po mutaci onkogenu K-ras u karcinom
slinivky (Rall a kol., 1996) a epiteliarniho karcinomu (Rathcke a kol.,
1996). SSCP je také pouzivana k analyze mitochondrionalniho
genomu (Jaksch a kol., 1995).

Vyhody: Jednoduchost, rychlost, nizké finan¢ni naklady, moZnost
pouziti pro vSechny organismy na urovni somatickych 1 gametickych
bunék.

Nevyvhody: Ke sledovani je tieba vE&tSi mnoZstvi restrikCnich
fragmenti. Bez podrobnych ptedpokusii nelze ptesné stanovit typ
mutace, ke které doslo.

Interpretace vysledkii: Rozdilna mobilita DNA v gelu signalizuje
vznik mutace.

Pozndamka: Metoda je pouzivana pro detekci dédi¢nych mutaci u
Clov€éka nebo k detekci indukovanych mutaci u Drosophila
melanogaster (Clark a kol., 1995) a mnoha dalSich organismii.



D-5. DGGE (denaturing gradient gel electroforesis)
Specifikace: Rychla skriningova metoda pro detekci zmén v DNA.

Citacni zdivodnéni: od roku 1995 vice jak 250 citaci.

Popis: Detekce mutaci indukovanych wvnéjSim prostfedim, nebo
zpusobujicich rizné dédi¢né choroby a rakovinu

Princip: DGGE je metoda pouzivana pro rychly screening
jednoduchych zmén (bodovych mutaci, substituci, posunu ¢teciho rdmce a
deleci do 10 pb) na molekularni urovni. Zakladem je rozdilna
elektroforeticka mobilita dvojfetézcové DNA polyakrylamidovym gelem
obsahujicim linearn€¢ se zvySujici koncentraci denaturaCnich agents
(formamid a mocovina) (Fodde a Losekoot, 1994). Pfi migraci DNA
fragmentu polyakrylamidovym gelem dosdhnou fragmenty pozice, kde
koncentrace denaturacnich agents odpovida teploté tani (7%;). Teplota tani

je definivana jako teplota, pii které feté¢zce DNA duplexu jsou poloviéné
disociovany nebo denaturovany.

VyuZiti: Metoda je vyuzitelna jak pii analyze mutaci vzniklych jako
dasledek environmentalnich faktor (Roth a kol., 1997; Aldudo a kol.,
1998; Honda a kol., 1998), tak k analyze jaderného 1 mitochondrionalniho
genomu (Yoon a kol.,1991) a také pti detekci polymorfismu v expresi
urCitych lidskych genti (Nakao, 1996). K detekci bodovych mutaci u
lidskych chorob jako PKU (Kozak a kol., 1997), hemofilie (Higuchi a kol.,
1991; Tartary a kol., 1993; Chan a kol., 1996), cysticka fibr6za (Costes a
kol., 1993; Messaoud, 1996; Audrezet, 1993; Mercier, 1993;),
hypercholesteromie (Lombardi a kol., 1995; Nissen a kol., 1995; Nissen a
kol., 1994), beta-thalasemie (Higuchi a kol., 1991; Rosatelli a kol., 1992).
Déle k detekci chorob po mutaci genu p53 zaludku (Top a kol., 1995),
tlustého stfeva (Hamelin a kol., 1993; Renolt a kol., 1993; van den Broek
a kol., 1993), u akutni leukemie (Pignon a kol., 1994), adenokarcinomu
(Tenti a kol., 1995; Isobe a kol., 1994), karcinomu pancreasu (Pellegata a
kol., 1992) a testikularniho karcinomu (Ridanpaa a kol., 1993), K-ras a N-
ras u karcinomu zaludku (Husgafvel-Pursiainen a kol., 1995).

Vyhody: Rychlost, jednoduchost, universalni pouzitelnost na trovni
somatickych 1 gametickych bunék (Clark a kol., 1995).

Nevyhody: Vysledek je pouze orientacni vzhledem k pfesnému urceni
typu mutace.

Interpretace _vysledkii: RozdilndA mobilita signalizuje, Ze ve
sledovaném tuseku DNA doslo k muta¢ni zméné.




D-6. RFLP (polymorfismus délky restrikénich fragmetii)

Specifikace: Moderni molekularné genetickd metoda pouZitelna
pro detekci genomovych zmén vSech urovni organismadi.

Citacni zduvodnéni: Od roku 1995 vice jak 180 citaci.

Popis: Detekce mutaci indukovanych chemickymi latkami nebo
vnéjSim prostiedim.

Princip: Pii1 reakci se vyuziva restrikénich enzymi ke ziskani
elektroforetického  spektra.  OdliSnosti  elektroforetogrami  se
vyhodnocuji a statisticky se stanovuji vyznamnosti rozdild.

VyuZiti: Metoda byva vyuZzita pro detekci mutaci vzniklych
plusobenim environmentalnich faktort (Vrieling a kol., 1991; Shields a
kol., 1992; Kennerley a Parry, 1994; Yokoi a kol., 1995; Cristaudo a
kol., 1997; Grant, 1997; Taningher a kol., 1997; Song a kol., 1997),
pii odhadu rizika vzniku karcinomu (el-Zein a kol., 1997; Parsons a
Heflich, 1997)

Vyhody: Jednoduchost, rychlost, univerzalnost pouziti u vSech
druhti organizmii na Grovni somatickych 1 gametickych bunék.

Nevyhody: Jedna se o metodu odhadu, neurCuje specificky typ
zmény DNA.

Interpretace vysledkii: Rozdilnost v elektroforetickém spektru
kvantitativné vyjadfuje uroven expozice organizmu a riziko vzniku
karcinomu.




