Ekotoxikologické biotesty

Testy genotoxicity
2011

Pavel Cupr

cupr@recetox.muni.cz

g

**x
P

f evropsky RSN ol ‘ g

socidlni . - 7,

= fondvCR  EVROPSKA UNIE S0t - 11 pro kambarencoschopnost
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Inovace tohoto p_fedmatu je spolufinancovana Evropskym soci&lnim fondem a_statnim rozpo &em Geské republiky

> 0 olo 0 0 ya mutagenity — fednaske

GENOTOXICITA

» toxicita pro genom

» genotoxické faktory jsou schopny interagovat s DN vzniku
reverzibilnich i ireverzibilnich zm

» posSkozeni genomu imMe nasledd vést k _mutagenezi
karcinogenezi indukci fadi, burgééné smrtj chromozomalnim
aberacina dalSim nemeémzavaznym dsledkim

Subletaln dinek
Vitalita/mortalita Rist/inhibice

-nepolarni narkéza
-polami narkéza

-blokovani respiraniho  retezce
ratory blocator)

-inhibitor AchE

-membranové iritanty Teratogenita

-poskozeni CNS
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MUTACE

» za mutaci je povazovana jakakoliv &ma v genetické informaci
bunsk, ktera neni vysledkem rekombinatiesegregaceipdéleni
bursk, a je fenaSena do dalSich generacidhui jedinci.

» proces vzniku mutaci je oztmvan jako mutageneze.

» mutace Ize kategorizovat diéznych aspekKt (viz dale).
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MUTAGENEZE

» ne&kolikafazovy proces

» genotoxicka latka s mutagennimiidky po vstupu do organismu
a na zakladl své toxikokinetiky pronika v fivodni &i zménéné
podokE do buiky ( ).

» nasled® dochazi k interakci s DNA' genomu, jejichz podstatou
je kovalentni vazba na molekulu DNA, interkalace mietézce
dvojsSroubovice, interakce s mitotickymi struktura(mizc 2.

» mutace, tedy z#ma v genotypu, ktera neni letalnijae v ugitém
gasovém horizontu vést k transkripci a realizaci ézéné
informace, ktera se nasledimpromitd v podob mutantniho
fenotypu( ).

» procesu mutageneze nemusi byt ddesnv gipac, Ze dany
genotoxicky zasah je pro danouithy letalni ¢i mutace byla vas
opravena
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GENOTOXICK E FAKTORY

Fyzikalni faktory

A\
\

Prirodni opogenni
faktory ‘ m faktory

Chemické faktor
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AKTIVACE PROGENOTOXIN U 1.
piimé mutageny- skupina &ek, je& vykazuje s genotoxiclé Geinky
ve stvajicim stavu dky ptitomnosti silé elektrofilni skupiny.

ne@imé mutageny- latky, jez za nornénich podninek nevykazuj
genotoxiclé Ucinky, ale v pgipad enzymaticlé premeny zskavaji
vhodnou molekurni strukturu, ktea umaziiuje Ginnou interakci s
DNA.
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AKTIVACE PROGENOTOXIN U

Nejéastji vyuzivanym provedenim metabolické aktivace jgpmva
mikrosomalni frakce (S9 frakce):

» jaterni mikrosomalni frakce z potkanii & mysi

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

» jaterni mikrosomalni frakce z ryb

» rostlinna mikrosomalni frakce

RECETOX- Ekotoxikologick biotesty— Testygenotoxicitya mutagenity — fednaska

PREHLED NEJPOUZIVANEJSICH TESTU
GENOTOXICITY A MUTAGENITY

VYHODNOCOV ANI, INTERPRETACE A
EXTRAPOLACE VYSLEDK U TESTU
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« Jednoduchost

* Rychlost

- Néklady Zivocichové

Rostliny

Detekini
systémy

. « Interpretace
Bakterie g

« Extrapolace
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PRINCIP BAKTERI ALNICH TESTU GENOTOXICITY

Tii principialné odlisné modely pro detekci genotoxickych fakitor

> model 1: DNA léze vede ke Zme smyslu informace

V dusledku indukce reverzni mutace dochazi k obnovesitéur
vlastnosti buk testovaciho kmene, ktera je naskediedovana.

model 2: DNA Iléze ind v zahrnujici  SOS
mutagenezi

V disledku indukce poSkozeni DNA je spirstsystém SOS
odpowdi, kterd je determinovana skupinou SOS {gefejichz
aktivace je nasledn sledovadna na zaklad piepisu vhodného
reportérového genu (specificky fizni g8@®S genreportérovy geh

» model 3: DNA léze vede ke smrti ity

Disledkem poskozeni DNA u kmérbursk, které nejsou schopné
opravovat vznikla poskozeni, je hma smrt.

tya mutagenity — fednaske

PREHLED BAKTERI ALNICH TESTU GENOTOXICITY

» model 1: « Amesdiv test- vznik histidin-prototrofnich CFU (Ames et al., 1975)
« Ara-test- vznik L-arabinéza-rezistentnich CFU (Englesberg .etl&62)
« Ampicilinovy test- vznik ampicilin-rezistentnich CFU (Lee et al., 1994)
« Reverzni test n&. coli— vznik tryptofan-rezistentnich CFU (Bridges, 197
* Mutatox— obnoveni bioluminiscence b&k(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)
Egéil)uoro test- indukce pepisurecA::luxCDABE(Baumstark-Khan et al.,

» model 3: Reparani test— pokles potu CFU v disledku poskozeni DNA (Green, 197
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AMESUV TEST I.
Specifikace

> jednoduchy screeningovy nastroj, ktery jecasgji pouzivan a
jako jediny vSeobe@doporwovan narodnimi normami

Princip

» test je zaloZen na indukci reverznich mutacich stidinovém
lokusu v butkach geneticky modifikovaného kmeSalmonella
typhimurium

» reverzni mutace je spojena gepenou histidin-auxotrofnich
burgk (His) na histidin-prototrofni (Hi§

» histidin-prototrofni biiky jsou nasled®ischopnéist v médiu bez
pritomnosti aminokyseliny histidinu
obnova fistu a metabolické aktivity je signalem genotoxickyc
Gginkt testovaného vzorku

Ameaqiv test

Bruce Ames (nar. 1928)

Mutagen AmeSiV teSt

- Reverzni muace -

S - -
@ Médium = Na normalnim & Normalni @
s histidinem médiu umira ® médium @

OO o ®

¢ Umoziuje studium reverznich mutaci u histidin — deficiéctirkmeri
bakterieSalmonella typhimuriunilyto auxotrofni mutantyieZivaji pouze
na médiu obsahujicim histidin.

* Pasobenim mutagenu dojde skterych buik k reverzni mutaci, ktera
zpasobi ,opravu* genu pro syntézu histidinu. Bakteriewtd® mutaci tak
znovu ziskaji schopnost tvorby histidinuigfvaji i na médiu, které
histidin neobsahuje.




Ameqiv test

Py
Negativni  Pro¢ Ize i na negativni
kontrola _kon'trole (Fj. na misce bez
ST jakéhokoliv ljwutagenu)
REVERTANTI pozorovat narust
bakterii?

Py
Interpretujte vysledek
testu? Lze timto
vysledkem potvrdit
genotoxicitu latky?

Miska s
testovanou
latkou
GENOTOXICITA
PROKAZANA

A ?
Pozitivni  vysvetlete, jaky vyznam

kontrola ma pozitivni kontrola (tj.
| aplikace znamého

Vysledek Amesova testu

Amesiv test — automatlck
odeiteni vysledk
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AMESUV TEST
Fluktua éni verze Amesova testu — Mutachromoplaf® (EPBI)

Vyhodnocenipoget pozitivnich jamek (Zluté) X negativni kontrola.
(statistické vyhodnoceni — Poissonova distribuce).

Piipadré pocitame mutagenni aktivitu (M.A.).

biotesty- Testy genot

MUTATOX I.
Specifikace

» kratkodoby, velmi citlivy screeningovy test zaloZeogt na
indukce reverznich mutacich (model 1.)

Princip

> test je opt zaloZzen na indukci reverznich mutaci uskdku
iniciace substituci, translokace, inhibice synté@WA nebo
tvorby DNA aduké genotoxickymi latkami v _luxCDABE
operonu geneticky modifikované bakteriePhotobacterium
phosphoreum(Vibrio fischer) M 169, ktera neni schopna
luminovat (dark cells)
test probiha v tekutém médiu !! v kyveta¢hmikrodesttkach
v disledku reverzni mutace je obnovena schopnost lucgine
bunsk a na zaklad jeji kvantifikace je odhadovan genotoxicky
potencidl testovaného vzorku

genity 7epin

Model SOS regulniho systému
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SOS CHROMOTEST 1.
Specifikace
» jednod rychly, screeningovy nastroj s miniaovanym
provedenim zaloZeny na stejném principu jako ums€ te

Princip

» podstatou SOS chromotestu je indukce SOS a#thpavdisledku
poskozeni DNA genotoxickou latkou
ze skupiny SOS gén(din gerit) je tentokrat vyuzivano propojen
sulA genu s reportérovymlac-Z genem
cilenou genovou manipulaci byl donene Escherichia coliPQ
37 vloZen specificky fuzni gesulA::lac-Z

jako kontrola toxicity vzorku je kontinu&inbakterii syntetizovana alkalicka
fosfatéza, jejiz pokles aktivity signalizuje inhibimngk

Genotoxicity - mutagenicity test (SOS repairs)

MUTAGENIC compounds reporter gene systems

—
L T
genes . foene

Schéma spazeni SOS
reparagniho  mecha- ,
nizmu s reporterovym dineeit
genem ora

. g
- funkce fiazniho genu BIRA e

DA tepair
Al ohier

o-nitrophenyle e i
- D galactopyranoside

. ~ B-galactozidas
Spectrofotometric \%—’
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UMUC TEST I.
Specifikace
» Jednoduchy, rychly, screeningovy nastroj s miniatw@nym
provedenim a Sirokou specifitou kidznym skupindm

genotoxickych faktar, ktery je zalozeny na indukci SOS
odpowdi (model 2)

Princip

» podstatou umuC testu je indukce SOS oddow dasledku
poskozeni DNA genotoxickou latkou

» ve skupi SOS gei (din geri) jsou obsazeny geny umuC a
umuD jejichz pepis je zahrnut v komplexnim procesu SC
odpowdi

» cilenou genovou manipulaci byl do kmen8almonella

typhimurium TA 1535 vioZzen plazmid pSK1002 nesouci
specificky fuzni genumuC::lac-Z




RECETOX- Ekotoxikologick biotesty— Testygeno itya mutagenity — fednaska
UMUC TEST

> test bez metabolické aktivace: IF = 1,5

» test s metabolickou aktivaci: IF = 2,0

» podminkou pro spravnost odhadu IF je skntst, 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 typhimuriunhA1535/pSK1002

RECETOX- Ekotoxikologick biotesty— Testygeno itya mutagenity — fednaska

UMUC TEST IX.
MODIFIKACE KLASICKEHO UMUC TESTU

A) Nové kmeny Salmonella typhimurium
NM1011 - zvySené 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 poifduazu
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UMUC TEST X.

Velikost IF v zavislosti na koncentraci 4-NQO

0002 0005 0010 0020 O,

Velikost IF v zavislosi na koncentraci 2-AA

0002 0005 0010 0020 0039 0078 0156 0313 0625 1250 2500 5000
wace 2-AA [mikcogr /]
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VITOTOX I.
Specifikace

» Jednoduchy, rychly, screeningovy nastroj s miniatw@nym
provedenim zaloZeny na stejném principu jako ums€ te

Princip

» podstatou Vitotoxu je afp indukce SOS odpedi v dasledku
poskozeni genomu testovaciho km&admonella typhimurium

» tentokrat je vyuzivan geneticky manipulovany knf&simonella
typhimurium jez obsahujdux operon luxCDABE izolovany z
Vibrio fisheri a opati‘eny recN promotorem podIéhajici regulaci
ze stranyexAproteinu (tedydzni genrecN:luxCDABE)

» reportérovy operon je ulozen v plazmidu pMOL1067 nphtDL1068
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recA TEST
Specifikace

» Jednoduchy, rychly, screeningovy nastroj s miniatw@nym
provedenim zaloZeny na stejném principu jako ums€ te

Princip
» podstatou RecA je @ indukce SOS odpedi v disledku

poskozeni genomu testovaciho kméseherichia coliDPD2794

» tentokrat je vyuZivan geneticky manipulovany kntestherichia
coli, jez obsahuje fuzni gercA: luxCDABE

» Fazni gen je tvien bezpromotorovym operoneimx operon
luxCDBAE izolovanym z Vibrio fisheri, ktery byl opaten
promotorem recA genu podléhajicimu regulaci ze gtriaxA
proteinu

» reportérovy operon je uloZen v plazmidu
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TESTY GENOTOXICITY NA
KVASINK ACH
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» RAD54- GFP

Geneticky modifikovany kmen
Saccharomyces cerevisiae

Kopie promotoru pro reparaéni
gen umisén pied gen pro GFP
protein vykazujici fluorescenci

» RAD54- GFP

/Tes« Sample

)

GENOTOXIC
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Optimalizovany postup
A. Priprava kultury

—>
Zamrazena médium
ulra

100 ul inok (0.D. 1.0)

DNA Repair Fluorescent
Gene Promoter  Protein Gene

Ng/

ST
Genetic Modification

ya mutagenity — fedné

Mutagen monitor

N

gow ek |
possi

Po poskozeni DNA dojde ke
spusgni repara¢niho
procesu a tim i k produkci
tohoto GFPproteinu, ktery je
detekovan néfenim
fluorescence

Paralelné sledovani
cytotoxicity méfenim
absorbance (A600)
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890 ul Yeast media (YG ~ viz oby)

10 ul VZORKU (& DMSO

- )
)

Rozpipetovani obsahu Eppendorf zkumavky po 200 ul do 3 jask (opakovani)

Design zal@enhitestuuvimikiodestitce (Fernd, s
¢ dnem) pro fluorimetrii))
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