Praktické vyuziti mutantu



Amesuyv test

* Metoda pro detekci mutagenu

* Vyuziva auxotrofnich mutantt Sa/monella
typhimurium LT2 neschopnych
biosyntetizovat histidin

* (Salmonella enterica sérovar
Typhimurium)



Uginkem mutagenni latky

* Mutanty His- revertuji na His+

* Revertanty jsou detekovany na mediu bez
histidinu

» Dojde-li ke zvySeni poCtu His+ revertantu,
testovana latka je mutagenni



Schema Amesova testu (Snyder
a spol. 1997
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V nekterych pripadech

 testovana latka musi byt metabolizovana,
aby byla mutagenni

* Potencialni mutagen je nejprve inkubovan
s jaternim extraktem

* A potom je testovan v Amesove testu



Metabolicka aktivace promutagenu
(Snyder a spol. 1997)

To determine if the test compound
must be metabolized to be mutagenic:

Treat with
mammalian '
exfracts U

Treat His™
Salmeonella




Promutagen, metabolicka aktivace

* Promutagen je chemicka latka, ktera se
stava mutagenem vlivem metabolicke
aktivace v organismu

« Jako metabolicka aktivace se oznacuje
premena promutagenu v mutagen
enzymovou Cinnosti organismu



Prokancerogen

* Mutageny s kancerogennim ucinkem

* Prokancerogen je chemicka latka, ktera se
stava kancerogenni vlivem metabolicke

aktivace



V Amesove testu se vyuziva

» Vétsi poCet kmenu

* Nesou ruzny typ mutaci v histidinovem
operonu, které umoznuji detekovat
pusobeni ruznych mutagenu

A dalsSi mutace



Kmeny zakladni testovaci rady a
kmeny doplnkove

» Zakladni: TA100, TA98, TA1538, TA1535,
TA1537,

» Doplnkove: G46, TA492, TA494, TA97,
TA102, TA1951, TA1977, TA1978

» Jsou urCeny pro detekci mutagenu s
ruznym typem ucinku



Kmen TA100

se vyuziva pro detekci mutagenu
vyvolavajicich bodové mutace

nese hisG46 mutaci v genu G,
jez koduje prvni enzym histidinoveé drahy

reverze je indukovana napr. mitomycinem
C



Kmeny TA98, TA1538

 pro detekci posunovych mutagenu
* nesou hisD3058 mutace v genu D,
* jez koduje histidin dehydrogenazu,

* reverse vede k obnoveni spravneho
cteciho ramce

* je indukovana napr. 2-nitrofluorenem,
daunomycinem



KmenTA102

» detekuje mutageny,
 ktere indukuji vznik zkrizené vazby v DNA
* jako formaldehyd, mitomycin C a dalsi



Kmeny nesou dalsi mutace

* rfa ...zména bunecneé stény, zvysuje se
permeabilita bunecné steny pro velké
molekuly testovaneé latky (deficience v
povrchovem lipopolysacharidu bunécnée
steny)

* uvrB ...delece genu pro excisni reparaci,
Zvysuje se mnozstvi detekovanych
revertantu



Doplnkovy kmen TA102

* nenese uvrB mutaci

» protoze byl konstruovan s cilem detekovat
mutageny, jejichz ucCinek je opravovan
excisnim reparacnim systemem



Kmeny TA97, TA98, TA100, TA102

Nesou R faktor
tj. plasmid pKM101,
ktery zvysSuje citlivost kmenu na mutageny

plasmid nese geny mucAmucB kodujici
proteiny MucA, MucB,

ktere umoznuji DNA polymeraze replikovat
DNA, 1 kdyz je poskozena



Vyznam testovani mutagennich
latek

Latky, ktere vyvolavaji mutace, mohou byt
kancerogenni
Chemicke latky, potravinarska aditiva aj. musi

byt testovany s ohledem na jejich kancerogenni
potencial (genotoxicitu)

Genotoxickeé latky poskozuji DNA a proto se k
testovani muzou pouzit i baktérie

Testovani na zvirecich modelech je drahé a
casove narocneé na rozdil od bakterii

A proto byvaji pouzivany az v dalsich testech






SOS chromotest

» Dalsi bakterialni test pro testovani
genotoxicity latek

» Je to test kvantitativni
* Vyuziva tzv. SOS reakce bunek E.coli



SOS reakce se aktivuje

» Kdyz jsou bunky E. coli vystaveny latkam,
ktere vyvolavaji poskozeni DNA

» Je to slozity proces, ktery je rizen radou
genu



Princip SOS reakce

» Geny ucastnici se SOS reakce jsou
rozmisteny podel chromosomu E. coli a
reprimovany LexA proteinem (LexA
represor),

» takze nedochazi k jejich expresi nebo jen
K velmi nizké expresi



SOS reakce E. coli

fexA




Po poskozeni DNA genotoxickou
latkou
* se v bunkach hromadi ssDNA, ktera se

vaze k proteinu RecA a vazbou aktivuje
jeho proteazovou aktivitu



Aktivovany RecA protein

indukuje rozstepeni LexA represoru

uvolneni LexA represoru z promotoru SOS
genu a
k expresi téchto genu.

Bunky se prestanou delit a zacne se
reparovat DNA



SOS reakce E. coli




Pro SOS chromotest

» Byl zkonstruovan kmen E.coli PQ37

 Kmen byl zkonstruovan s vyuzitim technik
klasické genetiky



Kmen E.coli PQ37

» strukturalni gen pro beta-galaktosidazu
(lacZ) byl zfusovan s genem sfiA (SOS

gen)



Exprese a aktivita beta-
galaktosidazy
 zavisi na expresi sfiA genu,
» pricemz hladina exprese je umerna ucinku
agens poskozujicino DNA



Neindukovana a indukovana bunka
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Fig. 1. Principle of the SOS Chromotest. Upper part: onindoeed cell. The LexA repressor prevents expression of the sfid:lacZ
Tusion. Lower parl: induced cell. DNA damage has triggered activation of the ReeA protein, The LexA repressor has been cleaved by
the activated ReeA protein, resufting in induction of the expsession of the sfid::fucZ aperon fusion. (See text for additional

explanation.)



E.coli PQ37 nese dalSi mutace

» Alac U169 ... delece lac operonu

* uvrA ... zvysuje citivost kmene vuci
genotoxickym latkam (deficientni v excisni
reparaci)

* rfa ... usnadnuje prunik molekul testované
latky do bunék



Dalsi upravy kmene

Kmen byl upraven tak, ze konstitutivhe
exprimuje alkalickou fosfatazu (Pho C
fenotyp),

aktivita je sledovana spektrofotometricky
(substrat PNPP: pnitrofenyldisodiumfosfat)



Uprava byla provedena proto

* Aby se vylouCily falesne negativni
vysledky

* Protoze nekteré chemické latky mohou
inhibovat syntézu proteinu



Postup stanoveni genotoxicity

Kmen se smicha s mutagenni latkou

a po urcité dobe, potrebné pro syntezu
proteinu, je spektrofotometricky testovana
aktivita beta-galaktosidazy

(substrat ONPG: o-nitophenyl-beta-D-
galaktosid)

A sledovana aktivita alkalicke fosfatazy
Test umoznuje kvantifikaci



Testovani ruznych koncentraci genotoxicke latky s vyuzitim

SOS chromotestu
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Frg 3 Dose sesponse in the SOS Chromotest fer the com-
pound ANQEO. Assays were performed  without metabolic
sutnation. The ahseissa represents the amount of compound
perassiy (0.3 mi). The amount per ml is thus 3.33 times higher,
A-Galactosidase hetivity (®) increases to a maximum and then
decreases. Alkaline phosphatase activily (®) is constant and
then dcereases. The decrease in activity is attributed to inhibi-
ton of prowin synthesis. The ratio of the activities, f-galac-
tosulase salkaling phosphatase. divided by #s value at con-
ventration 0 of the compound tested is the induction factor (*}.
Fhe induction factor increases 10 a plateau. Thie linear partion
v ahe increase (top left) permits ealeulaiion of the S0OSIP.



