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GENOTOXICITA
> toxicita pro genom

» genotoxické faktory jsou schopny interagovat s DNAvzaiku
reverzibilnich i ireverzibilnich zgm

» poskozeni genomu e nasledh vést k _mutagenezi

karcinogenezi indukci fadi, burgéné smrtj chromozomalnim
aberacima dalSim nemé&mzavaznym dsledikim
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MUTACE

» za mutaci je povaZzovana jakékoliv &ma v genetické informaci
burgk, kterd neni vysledkem rekombinatiesegregaceipdéleni
burgk, a je genasSena do dalSich generacidiuti jedinai.

» proces vzniku mutaci je oz¢mvan jako mutageneze.

» mutace lze kategorizovat diéznych aspeki (viz dale).
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MUTAGENEZE

» nekolikafazovy proces

» genotoxicka latka s mutagennimiiaky po vstupu do organismu
a na zaklad své toxikokinetiky pronikd v fivodni ¢i zménéné
podol# do buiky ( ).

» nasleds dochazi k interakci s DNA genomu, jejichZ podstatou
je kovalentni vazba na molekulu DNA, interkalace misézce
dvojSroubovice, interakce s mitotickymi strukturaimi-© 2).

> mutace, tedy z&na v genotypu, ktera neni letalnifipe v ugitém
casovém horizontu vést k transkripci a realizaci éagné
informace, kterd se nasledmpromitd v podod mutantniho

fenotypu( ).

» procesu mutageneze nemusi byt dalemv gipadt, Ze dany
genotoxicky zasah je pro danourthy letélni¢i mutace byla vas
opravena
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GENOTOXICK E FAKTORY

Fyzikalni faktory

Prirodni Antropogenni
faktory faktory

Chemické faktor
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AKTIVACE PROGENOTOXIN U .

pfimé mutageny- skupina ek, je&z vykazuje se genotoxicle Ucinky
ve stvajicim stavu dky pritomnosti sil elektrofilni skupiny.

negimé mutageny— laky, jez za nornanich podninek nevykazuj
genotoxiclé ucinky, ale v gipad enzymaticke premeny zskavaji
vhodnou molekudrni strukturu, kted umaznuje G¢innou interakci s
DNA.

progenotoxicka aktivovany
latka genotoxin
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AKTIVACE PROGENOTOXIN U

Nejcastji vyuzivanym provedenim metabolické aktivace jeprava
mikrosomalni frakce (S9 frakce):

> Jaterni mikrosomalni frakce z potkana & mysi

» mikrosomalni frakce z plic, ledvi&i mozku potkad a mysi
> jaterni mikrosomalni frakce lidskych jater

> jaterni mikrosomalni frakce z ryb

™

» rostlinna mikrosomalni frakce
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PREHLED NEJPOUZIVANEJSICH TESTU
GENOTOXICITY A MUTAGENITY

VYHODNOCOV ANIi, INTERPRETACE A
EXTRAPOLACE VYSLEDK U TESTU
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DETEK CNi SYSTEMY GENOTOXICKYCH UCINK U

* Jednoduchost

* Rychlost .
Zivocichové

« Naklady ocichove

Detekéni Rostliny

systémy

. e Interpretace
Bakterie P

 Extrapolace
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PRINCIP BAKTERI ALNICH TESTU GENOTOXICITY

Tti principialné odliSné modely pro detekci genotoxickych faktor

> model 1: DNA |éze vede ke 2Zm¢ smyslu informace

V dusledku indukce reverzni mutace dochazi k obnovenitéur
vlastnosti bugk testovaciho kmene, ktera je naskedledovana.

> model 2: DNA léze indukuje SOS odpels zahrnujici SOS
mutagenezi

V dusledku indukce poSkozeni DNA je spirst systém SOS
odpowdi, kterd je determinovana skupinou SOS tgefejichz
aktivace je nasledn sledovana na zaklad prepisu vhodného
reportérového genu (specificky fazni g8®S genreportérovy geh

> model 3: DNA léze vede ke smrti itky

Dusledkem poSkozeni DNA u kmérbunsk, které nejsou schopné
opravovat vznikla poskozeni, je kigna smrt.
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PREHLED BAKTERI ALNICH TESTU GENOTOXICITY

> model 1. « Amesv test— vznik histidin-prototrofnich CFU (Ames et al., 1975)
Ara-test— vznik L-arabinéza-rezistentnich CFU (Englesberd.etl862)
Ampicilinovy test— vznik ampicilin-rezistentnich CFU (Lee et al., 1994)
Reverzni test n&. coli— vznik tryptofan-rezistentnich CFU (Bridges, 197
Mutatox— obnoveni biocluminiscence bék(Johnson, 1992)
GFP test obnovena schopnost produkce GFP (Cariello et al.,)1998

» model 2: SOS chromotest indukce pepisusulA::lac-Z (Quillardet et al., 1982)
UmuC test- indukce pepiseumuC::lac-Z(Oda et al., 1985)
SulA test— indukce pepisusulA::lac-Z (El Mzibri, 1996)
RecA test- indukce pepisurecA::luxCDABE(Min et al., 1999)
Vitotox — indukce pepisurecN::luxCDABE(Van der Lelie et al., 1997)

Iégé—fl)uoro test— indukce pepisurecA::luxCDABE(Baumstark-Khan et al.,

» model 3: Reparani test— pokles pétu CFU v disledku poSkozeni DNA (Green, 19
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AMESUV TEST I.

Specifikace

» jednoduchy screeningovy nastroj, ktery jecasgji pouzivan a
jako jediny vSeobe@ndoporwovan narodnimi normami

Princip

» test je zaloZen na indukci reverznich mutacich stidinovém
lokusu v buikach geneticky modifikovaného kmesalmonella
typhimurium
reverzni mutace je spojena sepenou histidin-auxotrofnich
burgk (His) na histidin-prototrofni (Hi§

> histidin-prototrofni biiky jsou nasledqschopnéiist v médiu bez
piitomnosti aminokyseliny histidinu
obnova tistu a metabolické aktivity je signalem genotoxickyc
ucinka testovaného vzorku

Amegqyv test

Bruce Ames (nar. 1928)




Ameqiv test

® o
) Na normalnim & Normalni g

médiu umira & médium @&
OO — O
e Umoziuje studium reverznich mutaci u histidin — deficiéctrkmeni
bakterieSalmonella typhimuriunilyto auxotrofni mutantyieZzivaji pouze
na médiu obsahujicim histidin.

Pasobenim mutagenu dojde kterych bugk k reverzni mutaci, ktera
zpasobi ,opravu“ genu pro syntézu histidinu. Bakteriewé mutaci tak
znovu ziskaji schopnost tvorby histidinuigZivaji i na médiu, které
histidin neobsahuje.

Ameasqlv test

?
Negativni  Proé¢ Ize i na negativni
O kontrola kontrole (tj. na misce bez
o jakéhokoliv mutagenu)
SPONTANNI o
REVERTANT|  Pozorovat narist

bakterii?
I ' Miska s ?

OO OOO testovano Interpretujte vysledek

latkou testu? Lze timto

O(()) o GENOTOXICITA  YYSiedkem potvrdit

O) @) PROKAZANA genotoxicitu latky?

e, ?

Pozitivni Vysvétlete, jaky vyznam
kontrola mé_ pozitivnl’, ko,ntrola ().

. aplikace znamého

SLOUZI KE KONTROLE

PRUBEHU TESTUAPRO Mutagenu).
SROVNANI




Vysledek Amesova testu

Ameglv test — automaticke - . ‘
ode&teni vysledk
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AMESUV TEST
Fluktuaéni verze Amesova testu — Mutachromoplaté! (EPBI)
Vyhodnocenipocet pozitivnich jamek (ZIluté) X negativni kontrola.
(statistické vyhodnoceni — Poissonova distribuce).

Pripadre pocitame mutagenni aktivitu (M.A.).
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MUTATOX I.
Specifikace

> kratkodoby, velmi citlivy screeningovy test zaloZeoft na
indukce reverznich mutacich (model 1.)

Princip

> test je opt zaloZzen na indukci reverznich mutaci uskbdku
iniciace substituci, translokace, inhibice synté2WA nebo
tvoroy DNA adukii genotoxickymi latkamiv_|luxCDABE
operonu geneticky modifikované bakteriePhotobacterium
phosphoreum(Vibrio fischer) M 169, ktera neni schopna
luminovat (dark cells)

» test probiha v tekutém médiu !! v kyvetaéhmikrodestékach

> v dasledku reverzni mutace je obnovena schopnost lucgnge
burék a na zaklad jeji kvantifikace je odhadovan genotoxick
potencial testovaného vzorku

-
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Model SOS regul&niho systému

-|OFF @ slaba
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jiné
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SOS CHROMOTEST |I.
Specifikace

» jednoduchy, rychly, screeningovy nastroj s miniaowvanym
provedenim zaloZeny na stejném principu jako umscC te

Princip

» podstatou SOS chromotestu je indukce SOS o#thow disledku
posSkozeni DNA genotoxickou latkou

» ze skupiny SOS gén(din geni) je tentokrat vyuZivano propojen
sulA genu s reportérovymlac-Z genem

» cilenou genovou manipulaci byl danene Escherichia coliPQ

37 vloZen specificky fuzni gesulA::lac-Z
jako kontrola toxicity vzorku je kontinuainbakterii syntetizovana alkalicka

fosfataza, jejiz pokles aktivity signalizuje inhibbungk




Genotoxicity - mutagenicity test (SOS repairs)

MUTAGENIC compounds reporter gene systems

oW level
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target  feporter drop in level of
- 53 He act@aﬁed RecA
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reparaéniho mecha-
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B damage
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indueing

signat . : .
— B
= and otl‘wje;
L] 508 function
25
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P Y| cleaved Gk e

B- D galactopyranoside :
B-galactozidases

Spectrofotometric
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UMUC TEST I.

Specifikace

» Jednoduchy, rychly, screeningovy nastroj s miniabwanym
provedenim a Sirokou specifitou kuznym skupinam
genotoxickych faktar, ktery je zaloZzeny na indukci SOS
odpowdi (model 2)

Princip

» podstatou umuC testu je indukce SOS odpow disledku
poskozeni DNA genotoxickou latkou

> ve skupig SOS gef (din geri) jsou obsazeny geny umuC a
umuD jejichz pgepis je zahrnut v komplexnim procesu SO
odpowdi

» cilenou genovou manipulaci byl do kmen8almonella
typhimurium TA 1535 vlozen plazmid pSK1002 nesouci
specificky fuzni genumuC::lac-Z
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UMUC TEST

> test bez metabolické aktivace: IF =1,5

> test s metabolickou aktivaci: IF = 2,0

» podminkou pro spravnost odhadu IF je skntest, Ze fi testovani
dané latky (v ufité koncentraci) nesmi byt dosazeno vice nez
% inhibice fistu (G nesmi byt mensi nez 0,5)

Testovaci biologicky systém
Salmonella typhimuriunfA1535/pSK1002
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UMUC TEST IX.
MODIFIKACE KLASICKEHO UMUC TESTU

A) Nové kmenySalmonella typhimurium
NM1011 - zvySena produkce nitratreduktazy

NM 2009 - zvySena produkce O, N-acetyltransferaz

NM 3009 - zvySena produkce nitratreduktazy a O, N-
acetyltransferaz

OY1001/1A2 - produkce CYP 1A2 a NADPH-P450 reduktazy
NM5004 - produkce krysiho glutathionu-S-transferazy
NM6001 a NM6002 - produkce lidskych NAT1 a NAT2
TA1535/pSK-luc - reportérovym genem je zde gen poifénazu

13
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UMUC TEST X.

Velikost IF v zavislosti na koncentraci 4-NQO

0,002 0,005 0,010 0,020 0,039 0078 0,156 0,313 0,625 1,250 2,500 5,000
koncentrace 4-NQO [mikrogr./mi]

Velikost IF v zavislosti na koncentraci 2-AA

0,002 0,005 0,010 0,020 0,039 0078 0,156 0,313 0,625 1,250 2,500 5,000
koncentrace 2-AA [mikrogr./mi]
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VITOTOX I.

Specifikace
» Jednoduchy, rychly, screeningovy nastroj s miniabwanym
provedenim zaloZeny na stejném principu jako umscC te

Princip

» podstatou Vitotoxu je app indukce SOS odp@di v disledku
poSkozeni genomu testovaciho km&admonella typhimurium

> tentokrat je vyuzZivan geneticky manipulovany kntaimonella
typhimurium jeZz obsahujdux_operon luxCDABE izolovany z

Vibrio fisheri a opatfeny recN promotorem podléhajici regulaci
ze stranylexAproteinu (tedytzni genrecN:luxCDABE)

> reportérovy operon je uloZzen v plazmidu pMOL1067 npMDL1068
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recA TEST

Specifikace

» Jednoduchy, rychly, screeningovy nastroj s miniabwanym
provedenim zaloZeny na stejném principu jako umscC te

Princip

» podstatou RecA je @b indukce SOS odpedi v dasledku
poSkozeni genomu testovaciho kmé&seherichia coliDPD2794

> tentokrat je vyuzivan geneticky manipulovany kntesctherichia
coli, jez obsahuje fazni gerecA::luxCDABE

> Fuzni gen je tvien bezpromotorovym operonetax operon
luxCDBAE izolovanym z Vibrio fisheri, ktery byl opaten
promotorem recA genu podléhajicimu regulaci ze gtrimxA

proteinu
» reportérovy operon je uloZzen v plazmidu
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TESTY GENOTOXICITY NA
KVASINK ACH

15
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» RADS54- GFP

Geneticky modifikovany kmen DNA Repalr  Fluorescent
SaCCharomyCGS CeI’eViSiae Gene Promoter Protein Gene

Kopie promotoru pro reparaéni \ /
gen umi8§n pFEd gen pro GFP Genetic Modification
protein vykazujici fluorescenci
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; RAD54- G F P Mutagen monitor

N

/Test Sample
M

|
|
|

Po poskozeni DNA dojde ke
spuskni reparaéniho
procesu a tim i k produkci
1 tohoto GFPproteinu, ktery je
/ detekovan nérenim
/A\ fluorescence

*. GENOTOXIC Paralelné sledovani

cytotoxicity mérenim
absorbance (A600)

L= =
O]

16



RECETOX- Ekotoxikologick biotesty— Testygenotoxicitya mutagenity — fednaska

Optimalizovany postup
A. Pfiprava kultury

v 10ml
Kultivagni Kultivaéni

Zamrazena médium médium
kultura

100 ul inok (O.D. 1.0)
890 ul Yeast media (YG — viz obr)
10 ul VZORKU (& DMSO)

Rozpipetovani obsahu Eppendorf zkumavky po 200 ul do amek (opakovani)

Design zal@enihitestuyvvmikrpdestidce (ferma, s
&irym dnem) pro fluerimetrii))
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Design zal@enihitestuyvvmikrpdestidce (ferma, s
&irym dnem) pro fluerimetrii))
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Aplikovany experimentalni design
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