Mutageneze
Uvod

Mutageneze nebo téZ genotoxicita je proces, pti némz dochéazi plsobenim mutagennich faktori (mutagend) k
poskozeni DNA. Tento pojem byva Casto spojovan s karcinogenezi (téz kancerogenezi), coz je proces, pri némz
dochézi vlivem karcinogend k poskozeni DNA s nasledkem premény normalni buriky v buriku nddorovou. Tyto
pojmy nelze bezvyhradné zaménovat. Plati zde, Ze kazdy karcinogen je mutagenem, ne vSak u kazdého mutagenu
byla prokazana karcinogenni aktivita. Tento ¢lanek by mél prispét k pochopeni zékladnich principl mutageneze,
dava struény prehled zakladnich typd mutagend a zdkladnich typl testovani genotoxicity. Zaméren je obecné,
prakticky, vzdy jsou uvedeny jen nékteré nejbéznéjsi a modelové priklady. Proto je urc¢en pregradudlnim studentdim
mediciny i laické verejnosti.

Mutagenni faktory

Mutagenni faktory jsou rliznorodou skupinou.
1. Dle jejich povahy a podstaty je délime na mutageny fyzikalni, chemické a biologické.

= Chemické mutageny zplsobuji mutace na zakladé chemické modifikace nukl/eotidu (zejména bazi) a
zménami polynukleotidového retézce ($tépeni, vmezereni atd.). Pro predstavu uvadime par prikladd.
Alkylacni, arylacni latky (yperit, benzo(a)pyren) vytvari tzv. adukty s bazemi nukleovych kyselin. Déle jsou
to tzv. interkalatory - napt. fluorescencni barviva nebo dalsi chemické latky zplsobujici deaminace,
hydroxylace, stépeni vazeb v DNA, RNA. Razné syntetické analogy bazi po svém zarazeni zplsobuji hlavné
substitucni mutace, protoze se béhem replikace chybné paruji s komplementarnimi bazemi. Typickymi
zastupci z béZzného zivota jsou rlznd potravinarska barviva, produkty spalovani (tedy koureni a automobilové
zplodiny) a PCB - slozky umélych hmot.

= Fyzikalnimi mutageny jsou zejména ionizacni a UV zareni. Plsobenim UV zareni vznikaji mutace pfi
replikaci - mezi nejcastéjsi patfi pyrimidinové dimery. Pfed timto zdrenim jsme chranéni koznimi orgdny, kde
se tyto mutace shromazduji. Pfi nadmérném vystaveni UV svétlu nebo pfi poruchach replikacnich reparacnich
mechanizmd mlze mit vysoké nahromadéni mutaci karcinogenni Gcinek a vznikaji rakoviny kidZe. Jedna z
nejznaméjsich geneticky podminénych poruch, kdy jsou poskozeny préavé i reparace thyminovych dimert
vzniklych po UV zafeni, je xeroderma pigmentosum.

= Biologickymi mutageny jsou biologicky aktivni ¢astice jako napfiklad viry (DNA, RNA, retro) a transpozony
(Line,Alu,Sine).

2. Mutageny délime déle z hlediska biochemického, dle mechanizmu pdlsobeni, na pfimé a promutagenni latky.

= Primé mutageny jsou faktory schopné svou vlastni podstatou a slozenim vyvolat néjaké zmény v DNA.
= Promutageny jsou samy o sobé& neskodné, mutagennimi se stanou az po metabolické aktivaci, kterd umoznuje
jejich zpracovani organismem.

Testy genotoxicity

Abychom zjistili, které latky a faktory jsou v jaké mire mutagenni a ¢lovéku nebezpecné, provadi se tzv. testy
mutagenity nebo genotoxicity. Zdkladni laboratorni testovani se provadi na tfech Urovnich - molekularni, genové a
chromozomové.

1. Testy na molekularni drovni zjistuji zmény na Urovni DNA napriklad nasledujicimi mechanismy:
= stanoveni aduktd, imunohistochemickymi metodami zjistujeme miru pfitomnosti adukti v testovacim
vzorku DNA;
= pomoci PCR (polymerdazové retézové reakce) a jinych molekuldrné-biologickych metod zjistujeme vznik
konkrétnich mutaci;
= tzv. nepldnovana syntéza DNA (UDS) je zaloZzena na méreni miry reparacnich mechanism{
(reparacnich syntéz) imérné poskozeni DNA cestou inkorporace radioaktivné znaceného nukleotidu;
= nejznameéjsi tzv. , kometovy test” (comet assay) nebo SSGE (single cell electrophoresis) vyuziva
toho, Ze vlivem mutagennich Gcinkd vznikaji v jddrech bunék fragmenty. Jejich mnozstvi je Gmérné mire
genotoxicity plsobiciho testovaného potencidlniho mutagenu na bunku. Jadra bunék prevadime do gelu a
pomoci elektroforézy se uvolrnuji vzniklé fragmenty. Po obarveni jader fluorescencnim barvivem a
pozorovani pres fluorescencni mikroskop pozorujeme Utvar podobajici se /etici kometé, jejiz télo odpovida
jadru a velikost (délka a rozsah) ohonu odpovidd mnozstvi fragmentd DNA, a tedy i mife genotoxicity.
2. Testy na urovni genové zjistuji rozsahlejsi poskozeni celych genll. Genové mutace jsou zjistitelné
nasledujicimi biochemickymi metodami:
= SOS/umu test méri podobné jako u neplanované syntézy DNA UGroven repara¢nich mechanizmd, které
budou probihat na latce, jeZ byla vystavena mutagenu, nyni jde ale o opravy v ramci celych gen0.
Vyuzivaji se zde specidlni kmeny bakterii a sleduje se mira exprese mutatorovych gend (tedy gen( jejichz
produkty se podileji zadsadné v reparacnich procesech).
= indukci rezistentnich mutant u savcich bunék in vitro, kdy m@zeme plsobenim mutagend indukovat
vznik mutant, které budou rezistentni k ur¢itym normalné toxickym chemickym latkdm jako napr. vici
ouabainu, 6-thioguaninu, 8-azaguaninu atd...
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= Amesiiv test, jeden z nejpouzivanéjsich testd genotoxicity, umoziuje sledovat reverzni mutace u
histidin-deficientnich kmen( bakterie Salmonella typhimurium. Tyto kmeny preZiji pouze v médiu
obsahujicim histidin. Psobenim mutagend u téchto bakterii dojde k reverzni mutaci, kterd zpétné opravi
poskozeny gen a tim bakterie ziskaji znovu schopnost tvorby histidinu, kterou predtim postradaly.
MnozZstvi zijicich bakterii na mediu bez histidinu odpovida sile a mnozstvi mutagenu.Test se provadi na
trech Petriho miskach s mutantnimi kmeny bakterii v mediu chudém na histidin. Miska, do které nebyl
priddn mutagen, slouzi jako negativni kontrola a objevuje se zde jen malé mnozstvi adaptovanych
zivotaschopnych bakterii - tzv. spontdnni revertanti. Do druhé misky se navic pridava testovand latky
(potencidlni mutagen) a prokazani mutagenity koresponduje s velkym mnoZstvim zivotaschopnych
revertantl. Treti miska slouzi jako pozitivni kontrola a misto testované latky priddvame navic jiz znamy
mutagen, jehoz Ucinek je stejny jako v predchozim pripadé.

3. Testy na urovni chromozomové odhaluji mnozstvi zmén v rdmci chromozomovych aberaci, at uz
velkého, ¢i submikroskopického rozsahu. Vétsinou se jedna o poskozeni vice genll, genovych skupin vlivem
strukturni nebo numerické aberace vzniklé jako nasledek mutagenniho plsobeni. Mezi tfi nejpouzivanéjsi
metody patfi:

» Testovdni pomoci detekce a stanoveni frekvence strukturnich a numerickych
chromozomovych aberaci u savcich bunék v kulture, na laboratornich zvifatech nebo u osob, které
prisly do styku s testovanym mutagenem. Timto zpUsoben probihad napr. monitoring pracovnikd
rizikovych pracovist. U kazdé osoby se zde napr. pomoci karyotipizace, CGH nebo cipovych metod (array
CGH) da zjistit mnozstvi aberaci v jednotlivych bunikéch. Mutagenitu déle hodnotime dle hodnoty
frekvence bunék s velkym mnozstvim aberaci, prficemz frekvenci do 2 % povazujeme za normdaini nélez,
hodnoty 2-4 % jsou hrani¢ni'a nadlez nad 4 % je povazovan za vysledek pisobeni mutagenu. Je nutno
podotknout, Ze pri takto provadéném testovani dojdeme k objektivnimu vysledku, pokud testujeme
dostate¢ny pocet osob (cca 20), nejlépe s 50 % zastoupeni muzl a zen.

= Dalsi moznosti je testovdni vymény sesterskych chromatid (SCE - Sister Chromatid Exchanges).
Sledujeme miru - frekvenci vymén sesterskych chromatid, kteréd roste u bunék vystavenych mutagenu. K
detekci mdzeme vyuzit barveni malovacimi sondami M-FISH nebo metodu SKY, kdy nabarvené
chromozomy pozorujeme pod fluorescencnim mikroskopem a vysledky jsou zpracovany a zaznamenany
pocitacem.

= Mikronucleus test neboli ,test tvorby mikrojader” je zalozen na faktu, Ze plisobenim mutagend dochéazi
k tvorbé chromozomovych fragmentl bez centromer. Tyto acentrické chromozomy nejsou béhem mitdzy
zavzaty do jadra a v cytoplazmé vytvari tzv. mikrojadra. Mira vyskytu mikrojader nds tedy také, jako testy
predeslé, informuje o tom, ma-li ldtka mutagenni Uc¢inek a o sile mutagenu.

Odkazy

Externi odkazy

= [1] (https://dll.cuni.cz/), kurz 1ékafské biologie I,

= Ustav experimentdlni botaniky AV CR - Rostlina s pfib&hem (http://www.google.cz/imgres?q=kometov%C3%B
D+test&hl=cs&client=firefox-a&hs=al&sa=X&rls=org.mozilla:cs:official&biw=1280&bih=579&tbm=isch&prm
d=imvns&tbnid=gzs1L6lv_yPhWM:&imgrefurl=http://www.ueb.cas.cz/cs/internet-site/pro-verejnost-novinare/r
ostlina-s-pribehem%3Fpage%3D2&docid=-VhPUlgHEcnh-xM&imgurl=http://www.ueb.cas.cz/cs/system/files/use
rs/public/kolar_27/obrazky popularizace/fotopribeh/fotopribeh 0410 _mini.jpg&w=150&h=150&ei=SYIDT_HPGY
-XOpWzhfcO&zoom=1)
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