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GENOTOXICITA
toxicita pro genom

genotoxické faktory jsou schopny interagovat s DNA za vzniku
reverzibilnich i ireverzibilnich zmén

poskozeni genomu muize nasledné vést k mutagenezi,
karcinogenezi, indukci fagu, bunééné smrti, chromozomalnim
aberacim a dal§im neméné zavaznym dusledktim
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MUTACE
» za mutaci je povaZzovana jakakoliv zména v genetické informaci

bunék, ktera neni vysledkem rekombinace ¢i segregace pii déleni
bunék, a je pfenasena do dalSich generaci bunék ¢i jedincu.

» proces vzniku mutaci je oznadovan jako mutageneze.

» mutace lze kategorizovat dle riiznych aspekti (viz dale).
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MUTAGENEZE

nékolikafazovy proces.

genotoxicka latka s mutagennimi u¢inky po vstupu do organismu
a na zakladé své toxikokinetiky pronikd v ptvodni ¢i zménéné
podobé do buiiky ( ).

nasledné dochazi k interakci s DNA v genomu, jejichz podstatou
je kovalentni vazba na molekulu DNA, interkalace mezi fetézce
dvojsroubovice, interakce s mitotickymi strukturami ( ).
mutace, tedy zména v genotypu, ktera neni letalni, mize v urcitém
Casovém horizontu vést k transkripci a realizaci zménéné
informace, kterd se nasledné promitd v podobé mutantniho
fenotypu ( ).

procesu mutageneze nemusi byt dokoncen v piipadé, ze dany
genotoxicky zasah je pro danou buniky letalni ¢i mutace byla vcas

GENOTOXICKE FAKTORY

Fyzikalni faktory

Ptirodni Antropogenni
faktory faktory

Chemické faktory
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AKTIVACE PROGENOTOXINU I.

piimé mutageny — skupina latek, jez vykazuje své genotoxické ucinky
ve stavajicim stavu diky pfitomnosti siln¢ elektrofilni skupiny.

nepiimé mutageny — latky, jez za normalnich podminek nevykazuji
genotoxické ucinky, ale v pfipadé enzymatické pfemény ziskavaji
vhodnou molekularni strukturu, kterd umoziiuje ucinnou interakci s
DNA.

progenotoxicka aktivovany
latka genotoxin
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AKTIVACE PROGENOTOXINU

Nejcastéji vyuzivanym provedenim metabolické aktivace je piiprava
mikrosomalni frakce (S9 frakce):

jaterni mikrosomalni frakce z potkani ¢i mysi

>
» mikrosomalni frakce z plic, ledvin ¢i mozku potkanti a mysi
>

jaterni mikrosomalni frakce lidskych jater
» jaterni mikrosomalni frakce z ryb

rostlinna mikrosomalni frakce
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PREHLED NEJPOUZiVANEJSICH TEST
GENOTOXICITY A MUTAGENITY

VYHODNOCOVANI, INTERPRETACE A
EXTRAPOLACE VYSLEDKU TESTU
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DETEKCNI SYSTEMY GENOTOXICKYCH UCINKU

« Jednoduchost

« Rychlost .
Zivocichové

- Naklady

Rostliny

3 « Interpretace
Bakterie 1
« Extrapolace
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PRINCIP BAKTERIALNICH TESTU GENOTOXICITY

Tti principialné odlisné modely pro detekci genotoxickych faktori:

» model 1: DNA Iéze vede ke zméné¢ smyslu informace

V dusledku indukce reverzni mutace dochazi k obnoveni urcité
vlastnosti bun¢k testovaciho kmene, ktera je nasledné sledovana.

> model 2: DNA léze indukuje SOS odpovéd’ zahrnujici SOS
mutagenezi
V dusledku indukce poskozeni DNA je spustén systém SOS
odpovédi, kterd je determinovana skupinou SOS genu, jejichz
aktivace je nasledné sledovana na zékladé pfepisu vhodného
reportérového genu (specificky fuzni gen SOS gen::reportérovy gen).
» model 3: DNA 1éze vede ke smrti buniky

Dusledkem poskozeni DNA u kmentd bunék, které nejsou schopné
opravovat vznikla poskozeni, je buné¢na smrt.

PREHLED BAKTERIALNICH TESTU GENOTOXICITY

» model 1: + Amesiv test — vznik din-prototrofnich CFU (Ames et al., 1975)

Ara-test — vznik L-arabinoza-rezistentnich CFU (Englesberg et al., 1962)
Ampicilinovy test — vznik ampicilin-rezistentnich CFU (Lee et al., 1994)
Reverzni test na E. coli — vznik tryptofan-rezistentnich CFU (Bridges, 1972)
Mutatox — obnoveni bioluminiscence bunék (Johnson, 1992)

GFP test — obnovena schopnost produkce GFP (Cariello et al., 1998)

» model 2: SOS chromotest — indukee pfepisu suld::lac-Z (Quillardet et al., 1982)

UmucC test — indukce piepise umuC::lac-Z (Oda et al., 1985)

SulA test — indukce piepisu sulA::lac-Z (El Mzibri, 1996)

RecA test — indukce prepisu recA::luxCDABE (Min et al., 1999)

Vitotox — indukce prepisu recN::luxCDABE (Van der Lelie et al., 1997)
Iiggifiluo|‘o test — indukce prepisu recA::luxCDABE (Baumstark-Khan et al.,

» model 3: Reparaéni test — pokles po¢tu CFU v disledku poskozeni DNA (Green, 1977)




AMESUYV TEST 1.
Specifikace

» jednoduchy screeningovy nastroj, ktery je nejcastéji pouzivan a
jako jediny vSeobecné doporuc¢ovan narodnimi normami

Princip

> test je zalozen na indukci reverznich mutacich v histidinovém
lokusu v buiikach geneticky modifikovaného kmene Salmonella
typhimurium

> reverzni mutace je jena s pfeménou histidin-auxotrofnich
bunék (His") na histidin-prototrofni (His™)

> histidin-prototrofni buiiky jsou nasledné schopné rust v médiu bez
piitomnosti aminokyseliny histidinu

» obnova rustu a metabolické aktivity je signdlem genotoxickych
ucinkt testovaného vzorku

Amesuv test

- Reverzni mutace -

> ®
Na normalnim ® Normalni @
médiu umira @ médium @&
> ®
© i u histidin — deficientnich kment
bakterie Salmonella typhimurium. Tyto auxotrofni mutanty ptezivaji pouze
na médiu obsahujicim histid;
bunék k reverzni mutaci, ktera
genu pro syntézu histidinu. Bakterie s touto mutaci tak
schopnost tvor i na médiu, které
histidin neobsahuje.

Vysledek Amesova testu

Amesuv test

Bruce Ames (nar. 1928)

Amesuv test

d
Negativni Pro¢ Ize i na negativni
0 kontrola kontrole (4. na misce bez
SPONTANNI Jjakéhokoliv mutagenu)
REVERTANTI pozorovat narist

bakterii?
Miska s ?
\ ‘ OO0 QOO Interpretujte vysledek

testovanou testu? Lz timt
Jatkou estu? Lze timto
Oé) OO0 GENOTOXICITA vysledkem potvrdit
O O PROKAZANA  denotoxicitu létky?
e ?
Pozitivni Vysvétlete, jaky vyznam
kontrola mévpozitivni, korntro/a (4.
T ——_ aplikace znamého

UBEHU TESTU APRO mutagenu).
SROVNANI

Amesuv test — automatické
odecteni vysledku




Testy

AMESUYV TES MUTATO?
Fluktuaéni verze Amesova testu — Mutachromoplate™ (EPBI) Specifikace

dnoce: et pozitivnich jamek (Zluté) X negativni . » kratkodoby, velmi citlivy screeningovy test zalozeny opét na
indukce reverznich mutacich (model 1.)

Princip

> test je opét zaloZzen na indukci reverznich mutaci v dasledku
iniciace substituci, translokace, inhibice syntézy DNA nebo
tvorby DNA adukti genotoxickymi latkami v IluxCDABE
operonu geneticky modifikované bakterie Photobacterium
phosphoreum (Vibrio fischeri) M 169, kterd neni schopna
luminovat (dark cells)

tekutém médiu !! v kyvetach, ¢i mikrodestickach

(statistické vyhodnoceni — Poissoi distribuce).

Piipadné poéitame mutagenni aktivitu (M.A.).

zni mutace je obnovena schopnost luminiscence
bun¢k a na zikladé jeji kvantifikace je odhadovan genotoxicky
potencial testovaného vzorku

SOS CHROMOTEST 1.
pecifikace

» jednoduchy, rychly, screeningovy nastroj s miniaturizovanym
provedenim zaloZeny na stejném principu jako umuC test

DNA

poskozeni

akumulace
LexA rgpresory

indukajic Princip

il pokles irovni
aktivoy Tm Ree

» podstatou SOS chromotestu je indukce SOS odpovédi v dusledku
poskozeni DNA genotoxickou latkou
ratiipen > ze skupiny SOS genii (din genu) je tentokrat vyu
B sulA genu s reportérovym lac-Z genem
Fo I » cilenou genovou manipulaci byl do kmene Escherichia coli PQ
Jiné 37 vloZen specificky fizni gen suld::lac-Z
@@ S @ » jako kontrola toxicity vzorku je kontinualng bakter

cfoN

. jejiz pokl tivity 2 je inhibici bun:

TexA 20 cilovieh gond

RECETOX — Ekotoxi
mutagenicity test (S

MUTAGENIC compounds
Specifikace

» Jednoduchy y y j s miniaturizovanym
provedenim a Sirokou specifitou k ruznym skupinim
genotoxickych faktorti, ktery je zalozeny na indukci SOS
odpovédi (model 2)

Schéma spFaZeni
nizmu s reporterovym
genem Princip
Pl oD » podstatou umuC testu je indukce SOS odpovédi v dasledku
poskozeni DNA genotoxickou latkou
» ve skupiné SOS geni (din gentl) jsou obsazeny i geny umuC a
umuD, jejichz piepis je zahrnut v komplexnim procesu SOS
odpovedi
j;'f'i’a"f;ﬁ';;fi'.‘.'f.,.,.,,,.\,-,,(,a ] ) » cilenou genovou manipulacji 1 do' kmene Salmozwllay
Spectrofotometric N B-galactozidases / typhimurium TA 1535 yvloZen plazmid pSK1002 nesouci
specificky fizni gen umuC::lac-Z
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UMUC TEST UMUC TEST IX.

MODIFIKACE KLASICKEHO UMUC TESTU
» test bez metabolické aktivace: IF = 1,5

» test s metabolickou aktivaci: IF = 2,0 A) Nové kmeny Salmonella typhimurium

NM1011 - zvySena produkce nitratreduktazy

» podminkou pro spravnost odhadu IF je skutecnost, Ze pfi testovani

dané latky (v urcité koncentraci) nesmi byt dosazeno vice nez 50 . " )

% inhibice riistu (G nesmi byt mensi ne 0,5) NM 3009 - zvysena produkce nitratreduktazy a O, N-
acetyltransferaz

NM 2009 - zvysend produkce O, N-acetyltransferaz

Testovaci biologicky systém OY1001/1A2 - produkce CYP 1A2 a NADPH-P450 reduktizy

Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002 NMS5004 - produkce krysiho glutathionu-S-transferazy
NM6001 a NM6002 - produkce lidskych NAT1 a NAT2

TA1535/pSK-luc - reportérovym genem je zde gen pro luciferazu
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UMUC TEST X. VITOTOX L.
Vellost I v zdvilost na koncentracl 4NGO Specifikace

» Jednoduchy, rychly, screeningovy nastroj s miniaturizovanym
provedenim zaloZeny na stejném principu jako umuC test

Princip

» podstatou Vitotoxu je opét indukce SOS odpovédi v dusledku
poskozeni genomu testovaciho kmene Salmonella typhimurium

» tentokrat je vyuZivan geneticky manipulovany kmen Sal/monella
typhimurium, jez obsahuje lux operon luxCDBAE izolovany z
Vibrio fisheri a opatieny recN promotorem podléhajici regulaci
ze strany lexA proteinu (tedy fiizni gen recN:luxCDBAE)

Velikost IF v zavislosti na koncentraci 2-AA

> reportérovy operon je ulozen v plazmidu pMOL1067 nebo pMOL1068
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recA TEST RECA TEST
Specifikace

N y g ; B oS & Focred . » v dusledku indukce SOS odpovédi probiha reakce, v jejimz
» Jednoduchy, rychly, screeningovy nastroj s miniaturizovanym . . N .
z s 5 g foa 3 disledku za¢nou buiiky luminovat:
provedenim zaloZeny na stejném principu jako umuC test

Princip FMNH, + RCHO + O, = FMN + RCOOH + H,0O + svétlo

» podstatou RecA je opét indukce SOS odpovédi v dusledku
poskozeni genomu testovaciho kmene Escherichia coli DPD2794 > paralelné probihd testovani toxicity, kdy je sledovéna inhibice
> tentokrat je vyuzivan geneticky manipulovany kmen Escherichia ristu bunék behem inkubace (600 nm)
coli, jez obsahuje fuzni gen recA::luxCDABE
» Flazni gen je tvofen bezpromotorovym operonem /ux operon
luxCDBAE izolovanym z Vibrio fisheri, ktery byl opatfen
promotorem recA genu podléhajicimu regulaci ze strany lexA
proteinu
» reportérovy operon je ulozen v plazmidu




4 zakladni kmen standardizace STY GENOTOXICITY NA
TA 98, TA 100, TA (normy) L r
53
. TA 1537) ysoki citlivost KVASI ACH
agarové plotny 5
9,+S9
E‘E{;?‘?CE =77 ment

oc¢ty CFU na misku His ve vzorku uznavany test

avek S9 frak
délka expozice
toxicita
nekontrolovana

vyhodnoco

» RADS54 - GFP » RAD54 - GFP

/Tes( Sample

0

DNA Repair Fluorescent
Gene Promoter Protein Gene

\ / \ procesu a tim i k produkci

tohoto GFPproteinu, ktery j
eSS detekovan méienim
Genetic Modification
fluorescence

A\
) GEnoTOxXIC P2 alelne. sled(:: ll’l
cytotoxicity mérenim

absorbance (A600)

RECETOX — Ekotc RECETOX — Eko
Optimalizovany postup
A. Pfiprava kultury

Zamrazena

médium
kuhtura

{/

Design zaloZeni testu v mikrodesti¢ce (Cernd, s :
n dnem pro fluorimetrii) Design zaloZeni testu v mikrodestitee (Cernd, s
irym dnem pro, fluorimetrii)
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