TESTY GENOTOXICITY NA BAKTERIICH

‘, u genotoxmlty, Je bran
rovnez pro cloveka

Bakterialni testy genotoxicity

K rozvoji bakterialnich testti genotoxicity do-
Slo v sedmdesatych letech, kdy byl vyvinut
prvni test vyuzivajici mikroorganismy kme-
ne Salmonella typhimurium. Slo o Amesuv
test. Test je zaloZen na indukci reverznich
mutaci u salmonel a patri mezi nejznameé;jsi
a nejpouzivanéjsi testy uréené ke screeningu
genotoxicity latek. Vyuziva mutantnich indi-
katorovych kment, které v disledku mutace
nerostou v prostredi bez histidinu. Tato ami-
nokyselina je pro bakterialni rfist nezbytna,
proto je nutné histidin v minimalnim mnoz-
stvi do Amesova testu externé pridavat. Po-
kud dojde ke styku indikatorového kmene
v testu s mutagenni latkou, dojde k odbloko-
vani oblasti kodujici biosyntézu histidinu
(zpétna mutace), bakterie za¢nou rust a vy-
tvaret kolonie na pudé bez histidinu. Jestli-
7e se kolonie kmene Salmonella na ptidé s ab-
senci (minimalnim mnozstvim) histidinu ne-
vytvareji, znamena to, Ze testovana latka
neni mutagenni.

Genetické upravy genomu indikatorovych
kment a vneseni plazmidd do jejich bunék
umoznuji zvysovat citlivost bakterii k radé
latek, které by nebylo jinak moZno detekovat
bud viibec, nebo pouze jako slabé mutageny.
0dlisné mutace umoznuji zvysovat citlivost
bakterii k testovanym chemickym mutage-
nuam, napriklad deleci uvrB oblasti dojde
k eliminaci reparacnich systémt, pridatné
mutace rfa a gal zase vedou k potlaceni syn-
tézy polysacharidového postranniho retéz-

ce lipopolysacharidové membrany. Zvysena
permeabilita povrchu bakterialni bunky po-
té usnadnuje pruchod testovanych latek do
bunky.

0Od sedmdesatych let minulého stoleti byla
vytvorena rada dalSich bakterialnich testd,
presto jen mala ¢ast z nich je do dnesni doby
normalizovana. Jednim z nich je pravé Ame-
stv test. Kromé klasické plotnové metody se
pripravuje i norma pro jeho fluktuacéni va-
riantu na mikrotitraénich desti¢kach, ktera
je vyuZivana i na nasem pracovisti.

V soucasné dobé se ustupuje od Kklasického
provedeni testli na agarovych plotnach a testo-
vani latek probiha v tekutém médiu, které
umoznuje lepsi kontakt mezi testovanou lat-
kou, burikami a popripadé extrakty enzymu
(napr. S9 mikrosomalnich frakci). Provedeni
ve zkumavkach a mikrotitraé¢nich destickach
umoznilo miniaturizaci testd, a tim i snizeni

Obr. 1. Fluktuaéni varianta Amesova testu



naroklt na mnozstvi vzorkd, meédii a enzy-
mu. Dalsi vyhoda fluktuaéniho testu spociva
ve vyhodnoceni vysledkt. Nedochazi k ode-
¢itani poctu kolonie tvoricich jednotek jako
u plotnové metody, ale pouze se opticky hod-
noti barevna zmeéna v jednotlivych jamkach
titraéni desticky, kterou zptisobi zména pH
roztokd, v jejimz dusledku dojde k zabarveni
chromogenu z fialové na zlutou (obr. I).

S9 mikrosomalni frakce

ProtoZe bakterie maji odliSné metabolické
drahy a jiny typ enzymatickych systému,
které se podileji na preméné xenobiotik (ci-
zorodych latek), je pro lepSi extrapolaci vy-
sledktl a priblizeni se metabolismu vyssich
zivoc¢ichll nutno do testu exogenné pridavat
enzymy obratlovci. Fylogeneticka odlisnost
mikroorganismu, které jsou vyuzivany v tes-
tech genotoxicity, a vys$s$ich organismt, na
které jsou vysledky extrapolovany, ma tedy
vliv na prubéh i vysledek zmén charakteru
testované latky. Proto jsou metabolické zmé-
ny na urovni zivoéichtl modelovany metabo-
lickou aktivaci latek pomoci tzv. S9 mikroso-
malni frakce, kde jsou velmi dilezité enzymy
tzv. cytochromu P450.

Prostrednictvim téchto enzymu dojde k pre-
meéneé latek a vzniku metaboliti s mutagenni-
mi ucinky, které se u latky ptivodni nemusely
vyskytovat. Snahou je co nejvice pribliZit
bakterialnitesty systémitim probihajicim u Zi-
voc¢icht. Enzymy pro bakterialni testy jsou
ziskavany od raznych druht zZivoc¢ichii: mysi,
krys, psu, prasat, opic atd. V nékterych stu-
diich je nutné pracovat i s lidskymi enzymy.

Vétsinou se v laboratorni praxi vyuzivaji
enzymy Kkrys, které patri mezi teplokrevné
zivocichy. Nasim cilem ale bylo co nejvice
priblizit dopad vyskytu mutagennich latek
na vodni organismy. Proto jsme se rozhodli
vyuzivat enzymu z jater ryb, a to konkrétné
pstruha duhového (Oncorhynchus myKkiss).

U ryb jsou dominantni tzv. enzymy cytochro-
mu P450 CYP1A1 a CYP1AS3, které se podileji
na biotransformaci xenobiotik, tedy i latek
s mutagennimi a kancerogennimi ucinky.
U savct véetné ¢lovéka se na biotransforma-
ci uplatnuji trochu odlisSné skupiny, i kdyz

CYP1A1 hraje dulezitou roli i v savéim orga-
nismu. Enzymy téchto rodin se u ryb sou-
streduji hlavné do bunék hepatopankreatu,
ale vyskytuji se i v dalsich tkanich, kde jsou
vSak v daleko mensim mnozZstvi.

Prostrednictvim enzymt S9 frakce muZeme
v testovaném vzorku detekovat polycyklic-
ké aromatické uhlovodiky, aflatoxiny, nitros-
aminy atd.

Induktory S9 frakce

Pro ziskani co nejvétsiho mnozstvi enzymiu
z jater je nutné organismim aplikovat vhod-
ny induktor, tzn. znamou koncentraci toxické
latky, ktera v téle aktivuje metabolické proce-
sy, jez se snazi tuto latku odbourat. To je spo-
jeno se zvysenou tvorbou enzymau ze skupiny
cytochromu.

V drivéjsich letech se ke studiu cytochromu
u zvirat ¢asto pouzivaly polychlorované bife-
nyly (PCB), které jsou vysoce toxické, podi-
leji se na imunosupresi a patri mezi poten-
cionalni karcinogeny. Nékteré z téchto latek,
pouzivanych jako induktory, byly v predcho-
zich letech zakazany. Proto bylo snahou na-
lézt chemické latky, které by meély obdobné
ucinky jako PCB.

Kazdy typ induktoru aktivuje jinou skupinu
enzymu cytochromu P450. My jsme se za-
mérili na nalezeni vhodného induktoru pro
pstruha duhového, aktivujiciho enzymy sku-
piny CYP1A. Kromé otestovani rtznych in-
duktorl bylo zapotrebi nalézt jeho vhodnou
koncentraci a optimalni dobu expozice. Tyto
faktory mohou vyrazné ovlivnit tvorbu enzy-
mu cytochromui P450.

Ovéreni ucinnosti vybranych
induktori na rybach

7 informaci ziskanych z literarnich zdroji
se pro ryby jevil jako nejvhodnéjsi 2,3,7,8-te-
trachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) pro svou
schopnost aktivovat enzymy CYP1A ve vel-
kém mnozstvi. Kromé néj byl u ryb vyuzivan
také [B-naftoflavon. Dalsi latkou pouzivanou
u laboratornich zvirat ke studiu cytochromu
byl albendazol. Jeho Gc¢inky byly studovany
zejména na hlodavcich, nékolik studii bylo



zameéreno na sledovani jeho vlivu na rybi or-
ganismus.

V ramci reSeni vyzkumného zaméru byly
provadeny prace, které mély za cil porovnat
ucinky vyse uvedenych induktord na tvorbu
enzymu cytochromu P450 u pstruht. Vhodné
koncentrace zvolenych induktort pro pstru-
ha duhového a délka jejich expozice byly ¢as-
teCné prejaty ze studii na krysach. Musely
vSak byt upraveny pro vodni prostiedi a orga-
nismus ryb. Presto v pripadé B-naftoflavonu
byla podana rybam prilis§ vysoka davka latky,
ktera zpuisobila uhynuti jedné ryby béhem
pokusu, a také ostatni jedinci vykazovali sni-
Zenou aktivitu v porovnani s ostatnimi sku-
pinami ryb injektovanymi jinymi induktory.
Oproti krysam, kterym je induktor podan
oralné stravou nékolikrat béhem trvani tes-
t0, byly ryby v nasich pokusech injektovany
jednorazové do peritonealni dutiny v oblasti
mezi bri$ni a prsni ploutvi (obr: 2). VyuZit po-
travu obsahujici induktor neni u ryb mozné
kvili uvolnéni latek do vody — ryby by prijaly
jen malou ¢ast induktoru a zaroven by doslo
ke kontaminaci vodniho prostredi.

Kazdy z induktort byl injektovan pokusné
skupiné, kterou tvorilo 20 jedinct obou po-
hlavi. Béhem pokusu byly ryby umistény
po dobu jednoho az dvou dnt v pruto¢nych
laminatovych zlabech (obr. 3). S vyjimkou
skupiny injektované B-naftoflavonem nebyly
u ostatnich skupin ryb zaznamenany zmény
v chovani v porovnani s kontrolni skupinou.

Po uplynuti poZadované doby expozice u jed-
notlivych pokusnych skupin ryb byly ryby

Obr. 2. Aplikace induktoru

Obr. 3. Chovné sadky pro ryby

ok

Obr. 4. Odstranéni hepatopankreatu pstruha

usmrceny a jejich hepatopankreas byl pouzit
k pripravé extraktil enzymu (obr: 4).

Kvili stanoveni optimalni davky byly pro-
vedeny zKkousky s riznymi objemy S9 frakce
Amesovym fluktuaénim testem na mikrotit-
racnich destickach. Jako vychozi byly zvo-
leny koncentrace 0,05, 0,1 a 0,5 ml S9 frakce.
Kromé extraktli z hepatopankreatu pstruhi
byla rovnéz testovana S9 frakce z jater potka-
nt, ktera je komeréné dodavana firmou MP
Biomedicals, LLC. Komeréné ziskané extrak-
ty byly indukovany Aroclorem 1254 ze skupi-
ny PCB. V Amesové testu byly pouzity kme-
ny Salmonella typhimurium TA 98 a TA 100,
které detekuji genotoxickeé latky zptisobujici
zpétné mutace v jejich DNA (fabulka I).

Z dosavadnich vysledku vyplyva, Ze v nejniz-
$im testovaném objemu S9 frakce (0,05 ml)
u kmene S. typhimurium TA 98 a TA 100 byla
nejvétsi aktivita enzymt CYP1A zazname-
nana u frakci ziskanych komercéné, které
byly indukovany PCB. U nasich testovanych
pokusnych skupin ryb byly velmi dobré vy-
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Tabulka 1. Testované davky induktord pro pstruha duhového

Induktor

sledky zaznamenany pro TCDD a albendazol.
ProtoZze dosavadni pokusy byly provadény
prevazné s mutagenem 2-aminoantracenem,
meély by nasledujici prace pokracovat na otes-
tovanirealnych vzorku. V prirodé se latky ne-
vyskytuji v ¢isté formeé, ale jsou soucasti slo-
zitych smési, které mohou byt z chemického
hlediska tézko stanovitelné. Latky ve smési
mohou ménit svou povahu, muze dojit k adi-
tivnim, potencia¢nim nebo antagonistickym
ucéinktm latek v komplexni smeési. Z téchto
dtvoda budou dalsi prace zaméreny na zhod-
noceni citlivosti ziskanych frakeci v testech
s enviromentalnimi vzorky.
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