
Testy na detekci mutací
Genotoxicita

The international pictogram for chemicals that are sensitising, mutagenic, carcinogenic or toxic 

to reproduction. 



Genetická toxikologie

Toxikologie - zkoumání negativního vlivu

chemických sloučenin na živé organizmy

Genetická toxikologie - 70. léta minulého století

• sleduje poškození DNA a jeho důsledky 
chemickými látkami přítomnými v životním 
prostředí

• jsou používány metody genetické analýzy a 
tradiční toxikologické přístupy

• sledují se zejména pozdní účinky chemických 
látek genetickými metodami



Genotoxicita-definice

• ...term that in a broad sense may refer to the property of a 
substance as being harmful to the genetic material
(COM, 1898)

• …any deleterious change in the genetic material
regardless of mechanism by which the change is induced 
(D´Arcy and Harron, 1993)

• …any agent which, by virtue of its physical or chemical 
properties, can induce or produce heritable changes in 
those parts of genetic apparatus that exercise homeostatic 
control over somatic cells, thereby determining their 
malignant transformation (Druckley, 1973)



Cíle genetické toxikologie – ochrana 
zdraví člověka

•  studium mechanismu účinků různých 
genotoxickych faktorů

• vývoj detekčních systémů s požadovanými vlastnostmi

• hodnoceni genotoxického potenciálu látek

• analýza environmentálních směsí 

• hodnoceni expozice vybraných populací

• studium vlivu genotoxických vlivů na výskyt vybraných 
onemocnění

• studium geneticky determinované citlivosti ke 
genotoxickým faktorům



Genotoxické látky a karcinogeny

Nádory mohou vznikat vlivem expozice člověkem připravených a 
přírodních karcinogenních látek v potravě, vodě, lécích, tabákovém 
kouři, ovzduší a působením radonu a infekčních agens. tj. vlivem 
řady prokarcinogenních a karcinogenních faktorů. 

• Karcinogeny genotoxické (působí ve fázi iniciace) 
Poškozují DNA a jejich účinek je zpravidla ireverzibilní. Mají primárně 
bezprahový účinek. Pro chemické kancerogeny je typický elektrofilní 
charakter a schopnost vytvářet kovalentní vazby s DNA. 

Primární (přímé) karcinogeny mají tyto vlastnosti bez nutnosti 
biotransformace (např. alkylační látky),

Sekundární (nepřímé) karcinogeny až po biotransformaci (např. 
aflatoxiny, polycyklické aromatické uhlovodíky, nitrosaminy aj.)

• Karcinogeny epigenetické 
Nereagují přímo s DNA. Působí jinými mechanismy (imunosuprese –
purinové deriváty, hormonální mechanismy – estrogeny, cytotoxické 
účinky atd.). Tyto látky se někdy nazývají promotory a navazují na 
předchozí poškození DNA buňky.



Klasifikace KARCINOGENŮ

SEZNAM VIZ 

https://en.wikipedia.org/wiki/List_of_IARC_

Group_1_carcinogens

Class 1 - příklady

Benzene,benzidine, benzo[a]pyrene, beryllium and beryllium compounds, 

carbadox , chlornapazine , chloromethyl methyl ether,1,3-butadiene,1,4-

butanediol dimethanesulfonate (Busulphan, Myleran), cadmium and cadmium 

compounds, clorambucil, chromium…..uzeniny….

….červené maso…



Postup při stanovení rizika konkrétní 
chemické látky 

1. „hazard identification“ – identifikace rizika (např. 
identifikace látky s mutagenní aktivitou)

2. „dose-response assessment“ – stanovení vztahu 
dávka-odpověď

3. „exposure assessment“ – stanovení expozice – jak 
mnoho chemikálií je absorbováno ze všech zdrojů

4.  „risk characterization“ – charakterizace rizika –
stanovení rizika určitého nepříznivého efektu (např. 
choroby) vyplývající z předchozích výsledků ve vztahu k 
jednotlivci či populaci  

bezpečná prahová dávka



Prospektivní přístup

Retrospektivní přístup

a expozice



Identifikace mutagenní aktivity 
sloučeniny

• informační zdroje…

• metoda SAR (structure-activity relationship) –
počítačové modelování a simulace (např. reakce s 
DNA….)

biologické testy mutagenity



Informace o mutagenních/karcinogenních vlastnostech 
jednotlivých chemikálií (př. katalog Sigma)

Bezpečnostní listy

Výstražné symboly

H-věty jsou standardní věty o 

nebezpečnosti chemických látek a 

jejich směsí. Jsou součástí globálně 

harmonizovaného systému 

klasifikace a označování chemikálií a 

nahrazují dřívější R-věty se stejným 

účelem a obdobným obsahem.

H341 Podezření na genetické 

poškození

H350 Může vyvolat rakovinu

H351 Podezření na vyvolání 

rakoviny

P-věty jsou standardizované pokyny pro bezpečné zacházení s chemickými látkami a jejich směsmi



Příklady databází obsahujících 
informace o genotoxických sloučeninách





Testy mutagenity



TESTY NA DETEKCI MUTACÍ – dle 
fenotypu

Aneb…jak můžeme mutageny odhalovat ?

AA – (mutagen, mutace)     Aa

Jak dokážeme existenci recesivní 

mutaci a – fenotypový projev ?

a - haploidní 

diploidní

Aa x Aa     aa 

Aa     aa

XaY

Testovací organizmy a 

principy testů

mikroorganismy

generace M2



Příklady testů mutagenity
cca 200 testů



Testy na detekci mutací - rozdělení

• krátkodobé (screeningové) x dlouhodobé 
testy na savcích

• testy na gametické x somatické mutace

• testy prováděné in vitro x in vivo

• testy na detekci genových, 
chromozomových, genomových mutací

• testy na poškození či reparaci DNA



Výpovědní hodnoty testů mutagenity ve 
vztahu k člověku



Faktory omezující extrapolaci výsledků 
na člověka

• látkový metabolismus člověka a ostatních 
organismů

• uspořádání DNA eukaryot a prokaryot

• reparační mechanismy u vyšších eukaryot

• konečný projev mutačního poškození, který se u 
člověka manifestuje změnou jeho zdravotního 
stavu





Hodnocení mutagenity jednotlivých chemických látek –
systém „baterií testů“ (košů)

podle použití chemikálií

Krátkodobé testy (např. Amesův test + cytogenetická analýza periferních 

lymfocytů in vitro)

Dlouhodobé testy na savcích (např. Dominantně Letální Mutace - hlodavci)

Amesův 

test



Příklad testovací baterie (Kanada) pro 
látky s omezeným použitím



90. léta min století……OECD guidelines



Biomarkery:

1. expozice – např. 

stanovení DNA aduktů

2. vnímavosti – vypovídají o 

genetické predispozici -

analýza genetických 

polymorfismů, geny pro 

epoxidhydrolázu, 

glutathion- S-transferázu 

aj.

3. účinku – např. mutace v 

genech p53, HPRT lokus, 

získané chromozomové 

aberace !



Monitorování prostředí  - detekce 
environmentálních genotoxických látek

A) laboratorní testy – odběr vzorku, testování 

(např. Amesův test …)

B) monitorování (testy) in situ (sledování 
genetického poškození u populace vyskytující se 
v dané lokalitě – např. hlodavci, škeble, ryby, 
rostliny…Vicia faba, Allium cepa, Arabidopsis…)

- chromozomové aberace

- genové mutace



Příklady využití in situ Tradescantia 
testu – radioizotopy v půdě





Principy testů
Příklady prokaryotických detekčních systémů



Plotnový test mutagenity podle Amese

• bakteriální detekční systém indikátorových kmenů Salmonella 
typhimurium představuje nejvíce rozšířený přístup pro screeningové 
hodnocení mutagenního potenciálu jednotlivých genotoxických 
chemických látek a jejich komplexních směsí

• je používán i pro hodnocení biotransformačních produktů chemických látek 
v tělních tekutinách (moč, krev) experimentálních zvířat a člověka

• indikátorové bakteriální kmeny S. typhimurium His-

auxotrofie ve vztahu k histidinu
• existuje celá sada indikátorových bakteriálních kmenů umožňující 

detegovat specifický mechanismus působení testovaného mutagenního 
agens (substituce, posunové mutace a interkalační změny)

• kromě mutace v histidinovém operonu mají kmeny mají další přidatné 
markery zvyšující citlivost k chemickým látkám:

• mutace uvrB – vyřazení a blokáda syntézy enzymů excizní 
reparace

• mutace rfa – zasahuje lipopolysacharidovou membránu bakteriálních 
buněk – zvyšuje se permeabilita povrchu bakteriálních buněk

• přítomnost plazmidu kódujícího rezistenci k ampicilinu či 
tetracyklinu – zvyšuje citlivost k mutagenům



Plotnový test mutagenity podle Amese

Nejpoužívanější kmeny:

• TA 98 – posunové mutace

• TA100 - substituce

Provedení: 

a) bez metabolické aktivace -S9

b) s metabolickou aktivací +S9 (homogenát z jater)

Nutno provést vždy i negativní kontrolu (kontrolní 
rozmezí spontánních revertant) a pozitivní kontrolu 
(použití známých mutagenů)



Amesův test 
(Salmonella typhimurium) – princip zpětné mutace

vzorek

negativní kontrola

Mutagenní potenciál sloučeniny se stanoví na základě počtu pozorovaných kolonií po 48 hodinách

medium bez 

histidinu



Příklady mutagenů používaných jako 
pozitivní kontrola u A. testu

Za mutagenní je považován vzorek s nejméně 

dvojnásobným nárůstem revertant oproti kontrole !!!



Příklad použití Ames. testu při testování mutagenity 
černouhelného dehtu (obsahuje hlavně PAU)

promutagen !!!



SOS chromotest

• univerzální bakteriální detekční systém umožňující hodnotit 
mutagenitu chemických látek vyvolávající taková 
poškození DNA nebo inhibici replikace, která v buňkách 
indukují SOS reparace !

• test využívá specifického bakteriálního kmene Escherichia 
coli K12 PQ37, indukce SOS funkcí je hodnocena pomocí 
sfiA genu (patří do skupiny SOS genů)

• exprese sfiA genu je monitorována prostřednictvím          
b-galaktozidázy (fúze sfiA genu s lacZ genem)

• laboratorně je metoda je založena na biochemické analýze 
indukovatelné b-galaktozidázy hodnocené 
kolorimetricky !

• mutagenita – indukce SOS systému



SOS reparace
(koordinovaná syntéza enzymů a činnost reparačních 

mechanismů indukovaná poškozením DNA)

Geny   lexA

recA
a jejich produkty

Poškození DNA -

aktivace rec A 

proteinu – stěpení 

lex A – exprese 

genů SOS boxu

Inducibilní 

reparace -

error prone !

Mutagenní



SOS reparace

LexA protein se

Indukovatelné geny 

podílející se na 

opravě poškozené 

DNA



Cytogenetické testy - poškození chromozomů vyvolané 
působením mutagenů



in vitro –
testování chemických 

látek





In vivo test - CAPL
= biomarker účinků na člověka                                                            

(predikce rizika vzniku nádorů)

Použití jako skupinový expoziční test (nejméně 20 osob) i

k posouzení expozice jednotlivce

CHA = detekce časného genotoxického efektu

Pozdní genotoxický efekt = nádory

Předpokládá se, že zvýšená frekvence aberací znamená expozici v

několika posledních měsících před vyšetřením !!!

Preventivní prohlídky zaměstnanců pracujících v 
prostředí s vyšším rizikem genotoxicity !!!

Cytogenetická metoda = biomarker 
expozice genoxickým látkám



▼

Primární léze DNA► zlomy vláken, alkylace aj. alterace 

bazí, „cross links“

► dvouřetězcový zlom v DNA (DSB)

▼

Reparace, event. chybná reparace, nezreparované poškození

▼

Chromozomová aberace !!!

Hodnocení ZCHA:  skupina  20 osob à 100 mitóz/osobu 

jednotlivci, skupina  20 osob à 200 mitóz

MUTAGEN 



Poškození genetického materiálu buňky analyzované jako 

chromozomové aberace, je projevem biologického efektu 

genotoxických faktorů (např. chemických sloučenin a jejich 

metabolitů). Metoda přímo prokazuje expozici člověka 

genotoxickým látkám s klastogenním účinkem, jehož projevem je 

indukce chromozomových aberací v somatických buňkách. Zlomy 

a přestavby chromozomů představují riziko aktivace onkogenů a 

deaktivace tumor supresorových genů.

Indukovaná poškození chromozomů somatických buněk 

prokazatelně zvyšují v lidské populaci riziko nádorových i 

degenerativních onemocnění, negativně ovlivňují funkci 

buněčných reparačních mechanizmů a zasahují do procesu 

apoptózy.

Cytogenetická analýza lidských periferních lymfocytů se používá 

jako biologický skupinový expoziční test. Metoda umožňuje také 

zhodnocení expozice genotoxickým látkám u jednotlivců. 



Cytogenetická Analýza Periferních 
Lymfocytů = CAPL - postup

Materiál: T-lymphocyty periferní krve, G0 fáze, v organismu 
přetrvání 1000-1500 dní 

Kultivace: 48 hod, zpracování jako při karyotypování

Barvení - konvenční metoda !!!! – barveni Giemsa -
ne G-pruhování !

Hodnocení: počet aberantních bb. / 100/200 hodnocených mitóz

Typy aberací: zlomy chromatidové a chromozomové

acentrické fragmenty

di- a tricentrické chromozomy

kruhové chromozomy, výměny

Hodnocení nálezů: → % AB.B. =  %  aberantních buněk

rozdíly v hodnocení jednotlivců a skupin (min 20 osob)                       

Nestabilní aberace !!!



Hodnocení a interpretace nálezů

Rozdíly v hodnocení jednotlivců a skupin:
Skupinové hodnocení:

- méně než 2 % AB.B. (aberantních buněk) – hodnota shodná 
se spontánní frekvencí

- 2-4 % AB.B. – zvýšená expozice genotoxickým látkám -
(dop. kontrola 1 x ročně) 

- více než 4 % AB.B. – vysoká expozice genotoxickým látkám 
– zvýšené riziko nádorového onemocnění !

- (dop. kontrola za 2-4 měsíce, podávání vitamínů)

Individuální hodnocení:

Individuální hodnoty do 5 % AB.B. nejsou považovány za 
zvýšené

Opakované zjištění 5 a více % AB.B. je důvodem vyřazení 
osoby z expozice – šetření z hlediska hygieny práce !



Individuální hodnocení –
interpretace výsledků

• U pacientů s vysokými hodnotami, tj. 5 a více % AB.B., se opakují 
odběry za 3 – 6 měsíců včetně šetření z hlediska hygieny práce 
a dalších klinických a laboratorních vyšetření. Opakovaný nález 5 
a více % AB.B., zejména jsou-li přítomny závažné typy aberací 
jako např. chromozomové výměny, DIC, TIC, je důvodem 
k dočasnému nebo i k trvalému vyřazení pacienta 
z expozice. 

• Výsledky cytogenetického vyšetření jednotlivců se zasílají 
závodnímu lékaři formou zprávy o cytogenetickém vyšetření, kde 
jsou uvedeny údaje pro jednoznačnou identifikaci vzorku a 
výsledek formou číselných údajů pro % AB.B., Z/B, počet 
analyzovaných buněk. Zpráva o cytogenetickém vyšetření 
obsahuje ještě aberace závažného typu: V1, V2 a buňky s více 
než 5 aberacemi, případně jiný detailní popis aberací.



Spontánní frekvence



Cytogenetická analýza periferních lymfocytů –
biologické monitorování



Příklady aberací - párový fragment, 
kruhový chromozom





CAPL - samoplátci



Chromosomal aberrations in peripheral lymphocytes of children as biomarkers 

of environmental exposure and life style.

Rossner P, Bavorova H, Ocadlikova D, Svandova E, Sram RJ.

Laboratory of Genetic Toxicology, National Institute of Public Health, Prague, Czech Republic. 

pavel.rossner@szu.cz

The original purpose of our study was to determine if the detection of chromosomal aberrations in peripheral 

lymphocytes of children might be used as a biomarker of environmental pollution and life style. We 

compared the results of cytogenetic analyses performed in children and adolescents in 

the periods 1984-1993 and 1994-1999, in a total of 3402 subjects. The frequency of 

aberrant cells (AB.C.) markedly decreased in the period 1994-1999 compared with the period 1984-

1993. The decreases in AB.C. were significant in the age groups 7-15 and 16-19 years: 1.63% AB.C. versus 

1.14% AB.C. and 2.02% AB.C. versus 1.08% AB.C., respectively (P<0.01). No difference in the frequency of 

AB.C. was observed in newborns. Based on our experience, we believe that monitoring the spontaneous level 

of chromosomal aberrations in children over 5 year periods may be used to examine the general changes in 

environmental pollution in larger geographic areas.

Toxicol Lett. 2002 Aug 5;134(1-3):79-85. 

Existuje závislost četnosti aberací na věku !!!



Další cytogenetické testy:

Mikrojaderný test

Sesterské chromatidové výměny (SCE)

Test na detekci translokací (FISH)

Přednáška: Bi6270 Cytogenetika



Testy mutagenity na Drosophila 
melanogaster

• test na detekci somatických mutací a 
rekombinací (SMART)

• detekce recesivně letálních na pohlaví 
vázaných mutací (ClB, attached X)

- gametické mutace



SMART - wing spot test

mwh+/+flr
Heterozygoti – trans

Testovací kmen



Test na detekci somatických mutací a rekombinací 
(SMART) u Drosophila melanogaster

působení 

mutagenu



SMART test – mutace v genech 
mwh a flr na křidlech



Fenotypové projevy mutace mwh a flr



SMART test – princip – mutace standardní 

alely u heterozygota či mitot. rekombinace

trans standardní +mwh+flr



ClB test u Drosophila melanogaster

mutagen

V případě vzniku letální mutace – nebudou v generaci F2 samečci ! 

l ?

XX x XY P

XX x XY F1

XY  F2 

l



Attached X test – Drosophila 
melanogaster

samičky XyXyY x XY Výsledky – už v 

generaci F1 !!!



Spot test u myší (somatické mutace)

Působení mutagenu na embrya heterozygotní pro geny barvy srsti !



Test na stanovení dominantních 
letálních mutací – dlouhodobý test

zánik zygot u 

samiček

Genetické 

změny ve 

spermiích -

aberace, 

genové 

mutace



HPRT test – rezistence k                                        
6 thioguaninu

• HPRT test (hypoxanthine guanine                             
phosphoribosyl transferase test;                                    
mutagenicity assay in vitro: mammalian                                          
cell gene mutation test) 

• V79 Chinese hamster cells have one functional copy of the 
gene which codes for the HPRT enzyme. HPRT enzyme activity is 
important for DNA synthesis. The use of the toxic nucleoside 
analog 6-thioguanine (6-TG) forms the basis for cell selection
following treatment. Cells without a mutation are poisoned by 
6-TG, while mutant cells survive and form colonies. Those cells 
that are able to form colonies are assumed to be mutant cells 
resulting from either a spontaneous mutation or from an
induced mutation caused by a chemical agent. This assay is 
used to evaluate the potential of a chemical, formulation or extract 
to induce mutations at the hprt locus of CHO cells.



Testy na mutagenitu u rostlin



Rostlinné testy na detekci mutagenů

Mullerův embryonálně 
letální test na detekci 
gametických mutací u 
Arabidopsis thaliana

- mutagenem působíme na semena

- test na detekci recesivních 
embryonálně letálních a 
chlorofylově defektních mutací

- sledování embryí budoucí 
generace M2 v nezralých 
semenech v šešulích 
rodičovských rostlin

Recesívní mutaci detekujeme už v 

generaci M1 (normálně až v M2)







Tradescantia test – test na detekci 
somatických mutací

• test je založený na výskytu somatických mutací v trichomech 
tyčinek květů klonu Tradescantia occidentalis, tento hybridní 
klon vznikl mezidruhovou hybridizací T. hirsutifloria (modrá 
barva květů) s a T. subacaulis (růžové květy)

• po mutaci nebo deleci dominantní alely se fenotypově projeví 
recesivní alela pro růžové zbarvení !

• klon 4430 – citlivý k chem. mutagenům,
• klon 02 – citlivý k účinku ionizujícího záření

• Působení mutagenu na: řízky, poupata
• každé květenství: 20 poupat, každý květ – 6 tyčinek, každá 

tyčinka – 50 trichomů
• hodnotí se asi 10 květů

• Vhodné pro testování herbicidů, fungicidů, insekticidů, 
exhaláty ovzduší, znečištění vody, půdy

heterozygot  Aa !



Tradescantia test



Tradescantia test - mutace



Detekce chromozomových aberací v meristematických 
buňkách kořenových

špiček Vicia faba





Kometový test (comet assay)
technika detegující poškození DNA a reparaci v 

individuálních buňkách

Östling & Johansson 1984

elektroforéza celých buněk  

fragmenty jaderné DNA vycestují z jader  



Kometový test
(SCGE – gelová elektroforéza jednotlivých buněk)

• stanovení zlomů DNA nebo lézí vedoucích ke zlomům v 
jednotlivých buňkách (DSB, SSB – dvou a 
jednořetězcové zlomy….)

Princip: 

• izolace buněk (krev)

• nanesení na mikroskopická skla s agarózou (2 vrstvy)

• lýze buněk (lyzační pufr, detergenty a soli o vysoké 
koncentraci)

• dentaurace v alkalickém prostředí

• elektroforéza (DNA negativní náboj….k anodě)

• fragmenty DNA vzniklé působením mutagenů(zlomy) 
vycestují z jader...kometa

• barvení fluorescenčním barvivem - etidiumbromid

• pozorování pod mikroskopem, měření délky komet (jader)

• délka ohonu je úměrná počtu zlomů !!!



Kometový test –parametry používané k 
hodnocení úrovně poškození DNA



Příklad použití kometového testu –
délka komet po aplikaci benzpyrenu

Délka komety



Děkuji za pozornost


