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Wykrywanie mutagennosci zwiazkow z
wykorzystaniem testu Amesa

Wiekszos¢ substancji dzialajacych na DNA i wykazujacych wlasciwosci rakotworcze jest
takze mutagenna. Przez dlugi czas okreslanie mutagennosci zwiazkow bylo zadaniem
bardzo praco- i czasochlonnym do momentu, gdy Ames i wsp. opracowali bakteriologiczna
metode pozwalajaca na wykrycie uszkodzen DNA wywolywanych przez dana substancje [2].
Identyfikacja substancji zdolnychdo wywolaniamutacjistala sie waznaproceduraoceny
bezpieczenstwa. Substancje chemiczne, ktore moga wywola¢mutacje, moga takze prowadzic¢
do problemowz plodnoscia, a co za tym idzie do mutacjiw kolejnychpokoleniach.
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Mutagennesubstancje chemiczne satakzezdolne do wywolywaniaraka, i to wlasnie ten
problem dotyczy wiekszosci prowadzonych programoéow badan nad mutagennoscia [6].

Test Amesa okresla poziom mutacji powrotnych z histydynowej auksotrofii do prototrofii w wielu
specjalnie skonstruowanych mutantach szczepu Salmonella typhimurium LT, (Ames, 1975). Mutanty
te posiadajg mutacje rfa, powodujaca przepuszczalnos¢ btony komérkowej w wyniku zmiany jej
sktadnikow lipoproteinowych [2]. Mutacja rfa zwieksza przepuszczalnos$¢ blony lipopolisacharydowej,
co ulatwia genotoksynom penetracje do srodka komorki bakteryjnej [7].

W toku badan skonstruowano wiele réznych szczepéw testowych zawierajacych rézne mutacje
w operonie histydyny. Przeprowadzone badania nie tylko pogtebily znajomos¢ charakteru
pierwotnych mutacji lecz takze pozwolily na poznanie drdg, ktére prowadza do rewersji [2].
Na poczatku badan, auorzy testu zalecali stosowanie pieciu szczepdéw bakterii, tj.: TA 1535, TA 1537,
TA 1538, TA 98 oraz szczep TA 100. W aktualnie prowadzonych badaniach zaleca sie stosowanie
zestawu czterech szczepow tj.: TA 97 (szczep wrazliwy na czynniki utleniajace), szczep TA 98, TA
100 oraz TA 102, ktére to sa wrazliwe na wieksza liczbe mutagenéw niz szczep TA 1537.

Zestaw tych czterech szczepow pozwala na wykrycie szerokiego zakresu réznorodnych mutagendéw,
przy jednoczesnym zastosowaniu mniejszej liczby szczepow testowych. Jednakze, mimo zalet
stosowania mniejszej liczby szczepdéw, wielu badaniach ze wzgledéw technicznych nadal
wykorzytsuje sie pierwotny zestw szczepow. Jednym z powoddéw tego ,staromodnego” postepowania
jest fakt, ze szczep TA 102 wykazuje duza zmienno$¢ liczby kolonii rewertantéw spontanicznych
(obesnos¢ niestabilnego plazmidu pAQ1), zas powolny wzrost kolonii rewertantéow szczepu TA 97
powoduje utrudnienie liczenia kolonii po standartowej 48-godzinnej inkubacji komoérek [2].

Frakcja S-9

Szczepy bakterii uzywane w standardowym tescie Amesa nie maja zdolnosci syntezowania histydyny,
w zwiazku z czym nie rosna na pozywce pozbawionej promutagenu (mutagenu aktywowanego
frakcja S-9). Zazwyczaj bakterie, ktére wykorzystywane sa w testach wykrywania mutagennosci
zwiazkow nie zawieraja catego spektrum monooksygenaz, ktore wystepuja u wyzszych organizméw.
Tak wiec, niemozliwe jest wykazanie wtasciwosci mutagennych zwigzkéw, ktore wymagaja aktywacii,
aby naby¢ wtasciwosci mutagenne lub rakotworcze. Aktywacje tych zwiazkéw przeprowadza sie
poprzez inkubacje w tzw. postmitochondrialnym supernatancie komorek watrob ssakow.
Supernatant ten jest powszechnie znany jako frakcja S9. Frakcja S9 zawiera wiekszosé réznych
monooksygenaz i innych enzymow, ktore sa niezbedne do aktywacji potencjalnych mutagenow
i kancerogenow. Najczesciej stosowana jest frakcja S9 uzyskiwana z watrob szczuréw rasy
Sprague-Dawley [3].

Zastosowanie testu Amesa do oceny zanieczyszczenia powietrza atmosferycznego

Obserwowany ciagty wzrost zachorowalnosci na choroby nowotworowe w duzej mierze zwiazany jest
z zanieczyszczeniem powietrza atmosferycznego. Zjawisko to taczy sie z pogarszaniem warunkow
srodowiskowych, ktore z kolei wywieraja niekorzystny wplyw na organizmy zywe. Wdychane
zanieczyszone powietrze stanowi nosnik ksenobiotykéw, na ktére narazany jest organizm cztowieka
droga oddechowa. Przeprowadzane badania ujawnily, ze w zanieczyszczonym powietrzu
atmosferycznym moze wystepowac¢ ponad 2000 zwigzkéw zaliczanych do réznych klas chemicznych,
a zwiazki te razem tworza bardzo ztozone mieszaniny o nieznanych wtasciwosciach biologicznych.
Wsrod diagnozowanych zanieczyszczen powietrza najwieksza grupe stanowia zanieczyszczenia
gazowe, a zaraz po nich plasuja sie zanieczyszczenia pytowe, ktére stanowia z kolei bardzo ztozona



mieszanine substancji organicznych i nieorganicznych. Srednica wdychanych pytléw wplywa na ich
szkodliwos$¢ dla organizmow zywych[4].

Wplyw zanieczyszczen pylowych na organizmy zywe

Przeprowadzone badania nad zanieczyszczeniami powietrza atmosferycznego ujawnity, ze
najwieksza szkodliwosc dla organizmé zywych maja drobnoczasteczkowe zanieczyszczenia pytowe
o wielkosci ponizej 5 pym. Wykazuja one najwieksza aktywnos$¢ biologiczng,gdyz tak mate czasteczki
maja zdolnos$¢ przenikania do pecherzykéw phlucnych ukladu oddechowego zaréwno ludzi, jak
i zwierzat. Nastepnie, z zalegajacych w pecherzykach ptucnych pytéw uwalniane sa stopniowo
zwiazki chemiczne, ktére wywieraja bardzo niekorzystny wpltyw na komérki nabtonkowe
pecherzykéw plucnych. Zanieczyszczenia przedostaja sie przez pecherzyki ptucne do ukladu
krwionos$nego, a stad juz rozprzestrzeniaja sie po catym organizmie. Wsréd znanych zanieczyszczen
bardzo niebezpieczne okazatly sie tzw. wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (okreslane
skrotem WWA). Zwiazki te wykazuja dzialanie mutagenne i kancerogenne w organizmach zywych
[4].

Wszystkie badania pytowych zanieczyszczen powietrza sa niezwykle przydatne w analizie zagrozenia
zdrowotnego zwiazanego z obecnoscia zwiazkéw chemicznych zaadsorbowanych na pyle
zawieszonym. Dzieki tym badaniom, mozliwe jest okreslenie genotoksycznosci i cytotoksycznosci
zanieczyszczen chemicznych zaadsorbowanych na czastkach pylu. Wsrdéd najczesciej
wykorzystywanych w tym celu testow znalazl sie test Amesa (plytkowy test Salmonella). Test
tencharakteryzuje sie wysoka zdolnoscia prognozowania czynnikow mutagennych i potencjalnie
kancerogennych. Test Amesa jest jednym z testow wchodzacych w sktad testéw krotkoterminowch
wykorzystywanych w toksykologii genetycznej. Ponadto, jest to najpowszechniej stosowany biotest
w badaniach nad mutagennoscia pytowych zanieczyszczen powietrza atmosferycznego [4].

Piekarska K. i wsp. badali mutagennos¢ pyléw z wykorzystaniem bakteryjnego testu Salmonella(test
Amesa). Glownym zalozeniem testu jest sprawdzenie, czy badany material powoduje mutacje
powrotna (tzw. rewersje) specjalnych histydynozaleznych (his-) szczepéw bakterii Salmonella
typhimurium LT2.

W badaniach (Piekarska K. i wsp.) stosowano dwa szczepy testowe:
- Salmonella typhimurium TA98
- oraz szczep YG1041,

gdzie szczep TA98 wykrywa mutageny typu zmiany fazy odczytu, zas szczep YG1041 jest pochodna
szczepu TA 98. Szczep YG1041 charakteryzuje sie podwyzszona wrazliwoscia na nitrowe, aminowe
i hydroksyloaminowe pochodne wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych. Badania
przeprowadzono na wariantach bez i z aktywacja metaboliczna frakcji mikrosomalnej S9 (frakcja
aktywowana Aroclorem 1254- pochodzaca z watroby szczura rasy Wistar).

Frakcja S9 w powyzszych badaniach stosowana byta jako metaboliczny aktywator promutagendw.
W badaniach okreslano zaréwno liczbe rewertantéw indukowanych spontanicznie, ktore stanowity
kontrole negatywng, a takze liczbe rewertantéw indukowanych pod wplywem mutagenow
diagnostycznych (byta to kontrola pozytywna). Jako zwiazki mutagenne dla badan prowadzonych bez
aktywacji metabolicznej frakcja S9 wykorzystano 2,4,7-trinitro-9-fluorenon(TA98) oraz
2,6-dinitrotoluen (YG1041), z kolei dla badan prowadzonych w obecnosci frakcji S9: 2-aminofluoren
(TA98, YG1041) [4].



Oryginalny test opracowany przez Amesa z czasem zostal zmodyfikowany, co miato na celu
zwiekszenie jego czutosci i wiarygodnosci. W tescie zaczeto stosowaé komorki posiadajace liczne
mutacje w DNA, co powoduje, Ze sa one szczegdlnie wrazliwe na dziatanie réznorodnych
mutagentéw. Wynika to z faktu braku mechanizméw naprawy uszkodzen DNA w komdrkach
z mutacjami, tak wiec usuniecie powstajacych uszkodzen jest w nich niemozliwe.

Test Amesa stosowany jest na calym Swiecie, poniewaz pozwala na ograniczenie eksperymentéw
z wykorzystaniem zwierzat. Przeprowadzone testy potwierdzily, ze badanie jest wiarygodne,
poniewaz na 100 przebadanych zwigzkéw mutagennych, dla 84 potwierdzono pozytywny wynik
w tescie przeprowadzonym na bakteriach Salmonella typhimurium, zas dla 91 w tescie z Escherichia
coli [1].

Wsrdd obecnie stosowanych testow, ocena zwiazku pod katem jego efektu mutagennego polega na
wykryciu zmian w materiale genetycznym wywotanych przez badany zwiazek chemiczny lub czynnik
fizyczny. Wynik testu zalezy od zastosowanego systemu, w ktérym badany byt efekt mutagenny.
W badaniach z wykorzystaniem systemdéw bakteryjnych wynikiem moze by¢ zwiekszona liczba kolonii
bakteryjnych, co powodowane jest rewersja mutacji w szczepach zmutowanych, ktére nie sa zdolne
do tworzenia kolonii bez zewnetrznego zrddta niezbednego sktadnika. Sktadnikiem takim moze by¢
np. histydyna lub tryptofan. Zmiana barwy danej kolonii moze $swiadczy¢ o indukcji mutacji przez
badany czynnik [5].

Standardowy test Amesa wykorzystuje zdolno$¢ do rewersji histydyno-zaleznych auksotroficznych
mutantéw auksotroficznych Salmonella typhimurium do tzw. form prototroficznych. Formy
prototroficzne wykazuja zdolno$¢ do wzrostu na podtozu minimalnym tj. takiego, ktére pozbawione
jest czynnnika wzrostowego czyli aminokwasu L-histydyny. W toku doswiadczen skonstruowano
wiele szczepow testowych, ktore charakteryzuja sie posiadaniem mutacji w opieronie biosyntezy
histydyny. W przypadku zadziatania danego czynnika mutagennego na taki szczep dochodzi do
rewersji mutacji, w wyniku czego dochodzi do przywrécenia funkcjonalnosci genu, dzieki czemu
komorki zndw moga rosna¢ na podiozu nie zawierajacym histydyny [5].
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Test Amesa [wg procedury pochodzacej ze strony
http://www.pg.gda.pl/chem/Katedry/Leki/Dydaktyka/MetodyBiotechWOS/ames.pdf)

- W pierwszym etapie doswiadczenia przygotowuje sie tzw. agar powierzchniowy (okreslany roniez
jako top agar), ktéry wzbogacony jest sladowa iloScia roztworu histydyny i biotyny.

- Nastepnie, przygotowuje sie mieszanine w sktad, ktérej wchodza:
- komorki szczepu testowego (odSwiezone po catonocnej hodowli)
- badany zwiazek (potencjalny mutagen)

- ewentualnie frakcja mikrosomalna z watroby szczura (wariant z aktywacja dl amutagenow
posrednich)

- Przygotowana mieszanina wylewana jest na ptytki z wczesniej przygotowanym agarem minimalnym
. Agar uzupemia sie solami mineralnymi i 10% roztworem glukozy.

- Przygotowane w powyzszy sposob ptytki poddaje sie inkubacji w temperaturze 37°C przez 48
godzin, a po uplywie czasu inkubacji liczy sie kolonie bakteryjne, ktére wyrosty na powirzchni
agaru. Kolonie poréwnuje sie nastepnie do préby kontrolnej (nie zawierajacej zwiazku
mutagennego) [5].

- Interpretacja wynikéw doswiadczenia: zwiekszenie liczby kolonii na ptytkach z badanym zwiazkiem
w stosunku do préby kontrolnej swiadczy o mutagennosci zwigzku [5].

Wykonanie doswiadczenia [5]:

1. Wysterylizowany agar minimalny (GM) nalezy rozgrzac , lekko ostudzi¢, po czym dodac¢ do niego
jalowy roztwor 10% glukozy (w objetosci 6,82 ml na 125 ml GM-agaru).

2. Ostroznie rozla¢ po 25 ml agaru na ptytke (unika¢ tworzenia babli powietrza oraz pienienia) -
zostawi¢ do zestalenia.

3. W tazni wodnej lub kuchence mikrofalowej nalezy rozgrza¢ do uptynnienia agar powierzchniowy
(top agar). Kolbe z top agarem delikatnie ochtodzi¢, po czym umiesci¢ w lazni wodnej
o temperaturze 40°C.

4. Przygotowac jatow roztwor histydyny i biotyny w objetosci 1,5 ml na 15 ml Top-agaru.

5. Do top-agaru doda¢ komorki Salmonella typhimurium (szczep TA 98) z calonocnej 18-godzinne;j
hodowli, w objetosci 100ul hodowli na 2 ml Top-agaru.

6. Agar z biotyna i histydyna nalezy nastepnie wylac ( z wykorzystaniem pipety automatycznej) na
powierzchnie ptytek z GM-agarem (po 2 ml Top-agaru z biotyng, histydyna i komdrkami TA 98).
Po naniesieniu mieszaniny, agar nalezy rozprowadzi¢ po calej powierzchni ptytki przez
intensywne, rotacyjne ruchy ptytki po blacie. Tak przygotowane ptytki pozostawia sie do
zestalenia.

7. Po zestaleniu na powierzchni ptytek umieszcza sie jatowe krazki bibutowe oraz przygotowuje sie
jedna ptytke kontrolna bez krazka.

8. Nastenie, na powierzchnie bibutowych krazkéw nalezy nanies¢ po 10 pl roztworé (jeden krazek=
jedna substancja): DMSO (jako kontrola rozpuszczalnika), doxorubicyny, 4-aminobifenylu
i N-tlenku 4-nitrocholiny (NQNO).

9. Przygotowane ptytki poddaje sie 48-godzinnej inkubacji w 37°C.

10. Po upltywie czasu inkubacji, wykonuje sie odczyt ptytek tj. : zlicza sie kolonie oraz poréwnuje
ilos¢ powstatych kolonii rewertantéw z ptytka kontrolna oraz z ptytka kontroli rozpuszczalnika

[5].
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Test Amesa - badanie mutagennych wlasciwosci danej substancji (Schlegel H.H, 2003).

W tescie wykorzystuje sie mutanta Salmonella typhimurium, ktéry do prawidtowego wzrostu
wymaga histydyny. Szczep ten odznacza sie bardzo matla czestoscig rewersji. Do bakterii
wskaznikowych (Salmonella typhimurium) dodaje sie ekstrakt z watroby szczura, po czym komorki
wysiewane sa na stala pozywke mineralna (wykluczajaca wzrost mutanta). Ekstrakt z watroby
szczura powoduje enzymatyczne przeksztalcenie badanej substancji, co w konsekwencji prowadzi do
ujawnienia jej ewentualnych wlasciwosci mutagennych. Na ptytce z posianymi komérkami umieszcza
sie bibulte nasaczona badana substancja. Jezeli substancja ta wykazuje dzialanie mutagenne niektdre
z powstalych mutantéw moga wykazywac¢ zdolnos¢ do syntezy histydyny, czyli do wzrostu na
minimalnym podtozu ( zwlaszcza w obszarze dyfuzji badanej substancji mutagennej) [1].

homogenat z badana substancja
watroby szczura na kawatku bibuty

\ ; bakterie
A wskaznikowe
S Qe
dwa dni :

Zdjecie: Test Amesa [1].

Jak juz wspomniano, test Amesa jest krotkoterminowym testem odwrotnej mutacji bakterii,
specjalnie zaprojektowany do wykrywania szerokiej gamy substancji chemicznych, ktére moga
powodowac¢ uszkodzenie genetyczne. Uszkodzenia te w nastepnej kolejnosci prowadza do mutacji
genowych. Test stuzy do oceny wtasciwosci mutagennych, z wykorzystaniem bakterii nie
syntetyzujacych histydyny (Salmonella typhimurium oraz Escherichia coli). Powstajace mutacje
powoduja uszkodzenia w DNA wywotane ré6znymi mechanizmami. W przypadku braku zewnetrznego
zrodta histydyny komdé®ki bakterii ni emoga rozwijac sie, a co za tym idzie nie tworza kolonii. Tylko
te bakterie, u ktorych zostanie przywrocona zdolnosc do syntezy histydyny sa w stanie utworzyc
kolonie [6]. Ilos¢ rewertantéw spontanicznie indukowanej kolonii na ptytce jest wzglednie stata.
Jednakze, gdy czynnik mutagenny jest dodawane do ptytki, liczba kolonii rewertantéw na ptytce
zwieksza sie zazwyczaj w sposob zalezny od dawki. Test Amesa jest stosowany na catym swiecie
w celu okreslenia potencjalu mutagennego nowych chemikaliéw i lekéw [6].

Szczepy Salmonella wykorzystywane w tescie Amesa maja rézne mutacji w réznych genach operonu
histydyny. Kazda z tych mutacji ma by¢ dostosowana do mutagenéw, ktore dzialaja poprzez roézne
mechanizmy. Dodatkowe mutacje projektowane sa tak, by szczepy byly bardziej wrazliwe na szeroka
game substancji [6].

Test Amesa w wersji mikroplytkowej

W tescie Amesa w wersji mikroptytkowej zastosowano szes¢ szczepdw bakteryjnych wykrywajacych
rozne rodzaje uszkodzen materiatu genetycznego:

- 4 szczepy bakterii Salmonella typhimurium: TA98, TA100, TA1535, TA1537



- 2 szczepy Escherichia coli: wp2 [pKM101] i wp2 uvrA.

Szczepy TA100, TA1535 oraz obydwa szczepy E.coli wykrywaja mutacje substytucji par zasad,
natomiast TA98 i TA1537 wykrywaja mutacje zmiany ramki odczytu. Oznaczenia wykonano w dwéch
wersjach tj.: z dodatkiem frakcji S-9, jak i bez niej.

Ponad dwukrotny wzrost liczby kolonii z mutacja powrotna (liczby dotkdw ze zmieniona barwa) po
ekspozycji na badany zwigzek chemiczny w poréwnaniu z tzw. wartoscia bazowa - oznacza
mutagenne dziatanie zwiazku w tescie Amesa [7].

Zdjecie: http://biuletynfarmacji.wum.edu.pl/1205]Jawecki/Jawecki.html

Inkubacja badanych prébek z bakteriami testowymi

Ocene genotoksycznosci i toksycznosci prowadzono zgodnie z procedura standardowa tj. inkubujac
roztwory badanych probek z bakteriami w ciemnosci.Ocene fotogenotoksycznosci i fototoksycznosci
przeprowadzono stosujac zmodyfikowana procedure testow (Skrzypczak i in., 2010). Mikroptytki
testowe zawierajace badane probki razem z bakteriami naswietlano lampami UVA (365 nm) i UVB
(302 nm) 90 min (test Amesa)(Nateéz-Jawecki G. i wsp.,2008) [7].

Autor: Lidia Koperwas
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