Laboratorium 7

Testy na genotoksycznos¢
Test rewersji mutacji — test Amesa

Test Amesa jest testem bakteryjno-ssaczym. Organizmami testowymi sg tutaj bakterie
Salmonella typhimurium. W wyniku mutacji, celowo wprowadzonej do ich genomu, zostaly
one pozbawione zdolno$ci wytwarzania jednego z aminokwasow — histydyny. W
konsekwencji nie moga one rozwija¢ si¢ na podtozu mikrobiologicznym, ktore nie zawiera
histydyny. Test Amesa polega na inkubowaniu pozbawionych zdolnosci wytwarzania
histydyny bakterii na podtozu mikrobiologicznym zawierajagcym ten aminokwas w ilosci
sladowej, pozwalajacej na odbycie jedynie kilku podziatow komodrkowych. Wykrywalny
wzrost bakterii oznacza, ze wada genetyczna powodujaca niezdolnos¢ do wytwarzania
histydyny zostata u nich naprawiona w wyniku mutacji powrotnej czyli rewersji mutacji.
Bakterie, ktore jej ulegly nazywane sg rewertantami.

W tescie Amesa stosowane sg najczgséciej dwa rozne szczepy Salmonella typhimurium:
TA 98 i TA 100. Zastosowanie kazdego z nich pozwala na wykrywanie mutacji punktowych
innego typu: zmiany fazy odczytu (TA 98) i podstawiania par zasad (TA 100). Zmiana fazy
odczytu jest konsekwencja wypadnigcia z nici DNA jednej pary nukleotydow. Powoduje to
zmiang calego ciggu tripletow kodujacych poszczegdlne aminokwasy budujace biatko, a w
konsekwencji zmian¢ sktadu tego biatka. Podstawianie par zasad polega na zastgpieniu w
podwojnej nici DNA pary nukleotydow AT para CG. Konsekwencja takiej mutacji jest
zmiana jednego tripletu kodujacego jeden aminokwas. Powoduje to zmiang tego aminokwasu
w biatku.

Ksenobiotyki w organizmie ssaka (takze cztowieka) ulegaja przemianom
biochemicznym, katalizowanym gléwnie przez enzymy wytwarzane w watrobie. W
nastepstwie tych przemian moze nastgpi¢ detoksykacja ksenobiotykdéw. Zdarza si¢ jednak, ze
substancja nie wykazujaca bezposrednio dzialania toksycznego ulega w organizmie
przemianom metabolicznym do substancji toksycznej. Dotyczy to takze genotoksycznosci.
Dlatego wyrdznia si¢ dwie grupy mutagenow:

e mutageny bezposrednie, ktére maja zdolno$¢ reagowania z DNA, a wigc powodowania
mutacji, w postaci takiej, w jakiej wniknety do organizmu

e mutageny posrednie (promutageny), ktore nie majg zdolnosci reagowania z DNA w
postaci chemicznej w jakiej wystepowaty w srodowisku 1 wniknety do organizmu; jednak
w organizmie ulegaja przemianom metabolicznym do zwigzkéw bezposrednio
reagujacych z DNA czyli powodujacych powstawanie mutacji.

Klasycznym przyktadem promutagenu moze by¢ benzo[a]piren ulegajacy przemianom
enzymatycznym do mutagennego i kancerogennego 7,8-dihydrodiol-9,10-trans-epoksydu. Ulega on
takze utlenianiu do chinondw, z ktdrych powstajg 6-fenoksyrodniki wchodzace w reakcje z DNA.

Aby w tescie prowadzonym in vitro zasymulowa¢ warunki biochemiczne panujgce w
organizmie ssaka wprowadza si¢ do podtoza na ktérym inkubowane sg bakterie w obecnosci
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badanej probki frakcje mikrosomalng S9 otrzymywana najczgscie] z watroby szczurow.
Uzyskanie w te$cie podwyzszonej aktywno$ci mutagennej po dodaniu tej frakcji (w stosunku do testu
bez jej zastosowania) $wiadczy o obecnosci w badanej probie zwiazkow o charakterze
promutagennym [Maron i Ames 1983].

Zastosowanie w tescie dwoch réznych szczepoéw Salmonella typhimurium (TA 98 i
TA 100) pozwala na wykrycie dwoch roznych typéw mutacji punktowych (zmiany fazy
odczytu 1 podstawiania par zasad). Wykonanie testu w dwodch wariantach pozwala na
wykrycie w badanej probce mutagenow bezposrednich (bez frakcji S9) i1 posrednich (z frakcja

S-9).

W praktyce test polega na ekspozycji bakterii testowych na mutagenne dziatanie
badanej probki oraz okresleniu liczby rewertantow powstaltych w czasie ekspozycji.
Réwnoczesnie z ekspozycja badanej probki wykonuje si¢ dwie kontrole: negatywna i
pozytywng. Kontrola negatywna pozwala na okreslenie rewersji spontanicznej, czyli liczby
mutantOw powstajacych samorzutnie, bez dodania badanej probki (mutacja jest zjawiskiem
naturalnym, jest ona konsekwencja bledu w replikacji w DNA, obecno$¢ mutagenu nie jest
warunkiem powstawania btedéw a jedynie zwigksza ich czgstotliwo$é). Kontrola pozytywna
polega na ekspozycji testowych bakterii na dzialanie mutagenu kontrolnego w celu
sprawdzenia ich wrazliwosci.

Test moze by¢ obecnie wykonywany metodg tradycyjna, na ptytkach Petriego ze
zagaryzowanym podtozem Vogel-Bonnera (metoda ptytkowa) albo niedawno opracowang
metoda mikroplytkowa, w ktorej stosowane sa mikroptytki i podloza mikrobiologiczne
ptynne. Zaletg testu mikroptytkowego jest ograniczenie zuzycia materiatow, w tym drogich
odczynnikow oraz probek. Jest to szczegodlnie wazne w przypadkach, kiedy uzyskanie
wigkszej ilosci probki jest niemozliwe, trudne albo kosztowne.

W tradycyjnym teScie Amesa, w ktérym bakterie inkubuje si¢ na zestalonym agarem
podtozu Vogel-Bonnera w szalkach Petriego okreslanie liczby rewertantow polega na liczeniu
kolonii rewertantow. W przypadku testu mikroptytkowego, bakterie inkubuje si¢ na podtozu
ptynnym z dodatkiem indykatora kwasowoS$ci. Zmiana zabarwienia podioza z fioletowego na
zotte albo widoczny wzrost bakterii. W tym wypadku liczy si¢ osobno dotki ptytki do
inkubacji, w ktorych nastapit wzrost rewerantantow (zmiana zabarwienia albo obecno$é
kolonii) i w ktorych wzrost nie nastapit (brak kolonii i zmiany zabarwienia podtoza). Za
mutagenne uznaje si¢ probki, ktére spowodowaty co najmniej dwukrotny wzrost liczby
rewertantow w stosunku do kontroli negatywne;.

Test rec-assay

Innym czgsto stosowanym testem bakteryjnym jest test '"rec-assay" (z ang.
recombination - rekombinacja, assay - proba). Metoda ta polega na badaniu zwigkszonego
dzialania letalnego ($Smiertelnego) zwiazkdw mutagennych na komorki mutantéw bakterii
Bacillus subtilis. Mutanty te nie posiadaja zdolnosci do reperowania uszkodzen w DNA za
pomoca rekombinacji (rec-), w przeciwienstwie do szczepu dzikiego (rect). Reperacja
rekombinacyjna jest jeszcze drugim (obok poznanych juz: fotoreaktywacji, reperacji przez



wycinanie i SOS) metodg naprawy. Komorki pozbawione jej majg jednoczesnie ostabione
pozostate systemy naprawcze, dlatego nawet stosunkowo niewielkie uszkodzenia DNA moga
powodowac u nich zahamowanie wzrostu. A wiec, w przeciwienstwie do testu Amesa, w
teScie rec-assay badana substancja o wlasciwosciach mutagennych nie powoduje mutacji w
komorkach testowych, lecz degradacje DNA, ktéra hamuje dalszy wzrost (komoérka nie
potrafii naprawi¢ uszkodzenia). Szczep dziki natomiast jest w stanie rosng¢, dopoki sita
dziatania mutagenu nie przekroczy mozliwosci naprawczych komorek. Porownujgc dtugosé
linii wzrostu obu szczepow ocenia si¢ wlasciwosci mutagenne probki. Test rec-assay jest
czutym testem, szczegdlnie przydatnym do badania zwigzkoéw metali, na ktore test Amesa jest
mniej wrazliwy.

Zadanie 1. Badanie mutagennego dzialania chromu testem Amesa

Materiaty:
szczep Salmonella typhimurium TA 98,

ptytki Petriego z podtozem minimalnym,

kolbki z top-agarem zawierajagcym §ladowe ilosci histydyny i biotyny,
bulion Oxoid,

bufor fosforanowy,

roztwor daunomycyny,

roztwor K,Cr,0, (50 mg/cms),

sterylne probowki,
pipety z koncowkami

Wykonanie:

1. Sporzadzi¢ nastgpujace stezenia K,Cr,0.: 50 mg/cms, 5 mg/cms, 0,5 mg/cms.

2. Do sterylnej proboéwki wla¢ 0,5 cms3 buforu fosforanowego.

3. Zapomocg automatycznej mikropipety wprowadzi¢ do probowki 0,1 cm3 calonocne;j
bulionowej hodowli szczepu TA 98.

4. Doda¢ 0,1 cms3 zwigzku badanego (jedno z trzech stezen).

5. Probowke umiesci¢ w termostacie o temperaturze 37°C na 20 min. (preinkubacja).

6. Po inkubacji doda¢ 2 cm3 top-agaru, szybko wymiesza¢ a nastgpnie wyla¢ na ptytke
Petriego z podtozem minimalnym i rownomiernie rozprowadzi¢ po powierzchni.

7. Postepujac w sposob podany wyzej wykona¢ kontrolg pozytywna dodajac zamiast
zwigzku badanego 0,1 cm3 roztworu daunomycycny (uwaga zwigzek silnie mutagenny -
podaje prowadzacy!).

8. Wykona¢ kontrole mutacji spontanicznej postepujac jak w pkt. 2, 3, 5, 6 (bez dodawania

zwigzku badanego).



9. Wszystkie proby wykona¢ w trzech powtorzeniach.
10. Ptytki inkubowac¢ w temperaturze 37°C przez 48 h.
11. Po okresie inkubacji policzy¢ wyroste kolonie na wszystkich ptytkach usredniajac
powtorzenia.
12. Obliczy¢ wspotczynnik mutagennosci M wg wzoru: M=a-b/b, gdzie:
M — wspodtczynnik mutagennosci
a — $rednia liczba rewertantéw na plytkach z probka badang

b — $rednia liczba rewertantow na ptytkach kontrolnych (rewersja spontaniczna)

13. Oceni¢ czy chrom Cr+6 ma wlasciwos$ci mutagenne.

Zadanie 2. Badanie mutagennego dzialania chromu za pomoca testu Rec-assay.

Materiaty:

szczepy Bacillus: H17 (Rec+) i M 45 (Rec"),
probéwki z bulionem,

ptytki Petriego z agarem odzywczym,
sterylne krazki bibutowe (16 mm $rednicy),

pesety,
denaturat,

roztwor K,Cr,0, (5 mg/cm®)

Wykonanie:

1. Zapomocy sterylnej pesety umiesci¢ krazek bibuty filtracyjnej na powierzchni plytki
Petriego z agarem odzywczym, w odlegtosci ok. 1 cm od brzegu ptytki.

2. Pobra¢ ezg inoculum z catonocnej hodowli bulionowej szczepu H17 i rozprowadzi¢ w
postaci pasma od brzegu krazka bibuty.

3. Podobnie posia¢ na tej samej ptytce szczep M45, pod katem ok. 90° wzgledem
poprzedniego posiewu.

4. Nanies¢ na kragzek 2 krople roztworu K,Cr,0O,.

5. Inkubowac 24 godziny w temperaturze 37°C.

6. Po zakonczeniu inkubacji zmierzy¢ dlugosé strefy zahamowania wzrostu obu szczepow
(od brzegu krazka do poczatku wzrostu).

7. Porowna¢ badany wzrost obu szczepdw i oceni¢ czy badany zwigzek ma wiasciwosci
mutagenne.

8. Badana substancja moze by¢ toksyczna i mutagenna, toksyczna ale niemutagenna,

nietoksyczna ale mutagenna, nietoksyczna i niemutagenna (ryc. ).
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rec - rec -

rec+ rec+
substancja toksyczna, substancja toksyczna,
mutagenna niemutagenna
rec - rec -
rec+ rec+
substancja nietoksyczna, substancja nietoksyczna,
mutagenna niemutagenna

Ryc. . Mozliwe wyniki testu "Rec-assay"



