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STRESZCZENIE

Obowigzujgce prawo dotyczace rejestracji produktéw leczniczych wymaga,
aby wszystkie nowe zwigzki o charakterze potencjalnych lekéw, przed
skierowaniem ich do badan klinicznych, podlegaty szeroko zakrojonym badaniom
bezpieczenstwa zwtaszcza w zakresie oceny aktywnosci mutagennej
i genotoksycznej. Obecnie w prawodawstwie europejskim kladzie sie duzy nacisk
na rozwoj i walidacje metod alternatywnych, stuzgcych ocenie bezpieczenstwa
substancji chemicznych. Metody alternatywne to metody zgodne zzasada 3R,
majacag nacelu zastgpienie, ograniczenie i udoskonalenie wykorzystywania
zwierzat w eksperymentach.

Przedmiot badan stanowito 36 zréznicowanych pod wzgledem
strukturalnym zwigzkéw wsroéd, ktérych znalazty sie pochodne aminoalkanolowe
(1-20) wykazujgce dziatanie przeciwdrgawkowe, sulfonamidowe pochodne
aryloksyetylo amin alicyklicznych (21-28) oraz sulfonamidowe pochodne
arypiprazolu (29-36) o aktywnoSci przeciwdepresyjnej, przeciwlekowej
i przeciwpsychotycznej.

Uniwersalno$¢ materiatu genetycznego wszystkich organizméw uzasadnia
stosowanie do przewidywania mutagennos$ci zwigzkéw chemicznych, tak réznych
modeli badawczych, jak: komdrki bakterii, drozdzy, owadéw, linie komorek ssakéw,
zwierzeta do$wiadczalne a nastepnie ekstrapolowanie tych wynikéw na organizm
cztowieka.

W zwigzku z tym, w ramach pracy oznaczono aktywno$¢ mutagenng
wyselekcjonowanych zwigzkéw stosujagc metody alternatywne in silico
oraz in vitro, oszczedzajgce zwierzeta. W pierwszym etapie przewidywanie
potencjatu mutagennego zwigzkéw 1-36 wykonano wykorzystajac program
komputerowy OSIRIS. Nastepnie wysymulowne komputerowo wyniki poddano
weryfikacji poprzez poréwnanie z danymi uzyskanymi eksperymentalnie. W celu
ustalenia potencjalu mutagennego zwigzki objete projektem badano w tescie
Amesa, stosujac szczep Salmonella typhimurium TA100, stanowigcy nieodigczny
element panelu szczepow S. typhimurium wyKkorzystywanych w rutynowych
badaniach przesiewowych mutagennos$ci oraz tescie Vibrio harveyi, w obecnosci
szczepu dzikiego BB7 oraz trzech jego genetycznych modyfikacji - BB7X, BB7M,
BB7XM. Genotoksyczno$¢ wybranych zwiagzkéw 3-5, 7-12, 14-28 oszacowano



za pomocg mikroptytkowego testu SOS/umu z udzialem szczepu S. typhimurium
TA1535/pSK1002, ktéry dzieki licznym modyfikacjom genetycznym jest
wystarczajacy do identyfikacji wszystkich klas bakteryjnych genotoksyn. Bardzo
istotnym osiggnieciem pojektu byto opracowanie testu Vibrio harveyi w wersji
mikroptytkowej, dzieki czemu obecnie mozna zwiekszy¢ przepustowo$¢ badan
przesiewowych  mutagennos$ci, skroci¢ czas oczekiwania na  wyniki
oraz zoptymalizowac ich koszty.

Z uwagi na mozliwo$¢ prostej modyfikacji metodyki zaré6wno testu Amesa
jak i Vibrio harveyi, w ramach pracy dla wszystkich zwigzkéw projektowych (1-36)
pozbawionych potencjatlu mutagennego oznaczono dodatkowo aktywnos¢
antymutagenng, ktéra jest cenng komponentg dziatania chemoprewencyjnego.

W celu uwiarygodnienia przeprowadzonych badan otrzymane wyniki
poddano analizie statystycznej. Uzyskane wyniki majg charakter aplikacyjny,
przyczynity sie do bardziej racjonalnej selekcji zwigzkéw o zdefiniowanej
aktywnosci w osrodkowym uktadzie nerwowym do dalszych badan
przedklinicznych i klinicznych, pozwolity takze wytoni¢ sposréd badanej grupy
potaczen trzy struktury: 1, 2 i 33 o bardzo wysokiej korzystnej aktywnoSci

antymutagenne;j.

Stowa kluczowe: antymutagenno$¢, genotoksyczno$¢, mutagennos$¢, testy

alternatywne, test Amesa, testu SOS/umu, test Vibrio harveyi



SUMMARY

Determination of the mutagenic and genotoxic liability of biologically active
compounds is of great concern for preliminary toxicity testing and drug
development. In addition, most regulatory authorities have increased their
commitment to a reduction in the use of animals in toxicology testing. In line with
the basic principles of humane animal experimentation (Reduce, Refine, and
Replace, i.e. 3Rs) it has been recommended that in vitro tests should be followed up
with as few as possible in vivo tests.

The aim of the present study was to evaluate the mutagenic and genotoxic
properties of 36 new biologically active compounds, i.e. aminoalkanol derivatives
with anticonvulsant activity, arylsulfonamide derivatives of (aryloxy)alkylamines
and sulfonamide analogs of aripiprazole which display antidepressant, anxiolytic,
and/or antipsychotic properties. Focusing on the application of alternative in vitro
and in silico test methods to predict compounds mutagenicity the novel Vibrio
harveyi assay and OSIRIS Property Explorer software were employed. Additionally,
the Ames test was used as the reference. Genotoxic liability was evaluated using
the SOS/umu-test (umuC Easy CS test). Finally, the antimutagenic effects of the
tested compounds were examined against NQNO in the Vibrio harveyi assay and
the Ames test.

In the present study, was also developed the Vibrio harveyi microplate test
procedure, which allows the preliminary assessment of mutagenic activity of
chemical compounds. The development of microplate Vibrio harveyi assay enables
a significant reduction of the amounts of growth media and reagents used in the
experiment. Additionally, it provides an opportunity for simultaneous testing of
many substances and to get results in shorter time than in a classic Vibrio harveyi
assay.

The obtained preliminary results encourage further studies in eukaryotic
models to confirm the lack of genotoxicity of the tested compounds, as some of the
tested molecules possess mutagenic and toxic constituents. Additionally, all the
tested compounds demonstrated various antimutagenic potential, with

compounds 1, 2 and 33 being the most active against NQNO-induced mutagenicity.



Keywords: alternative testing methods, Ames test, anti/mutagenesis, genotoxicity,

SOS/umu-test, Vibrio harveyi assay
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1. Mutagennos¢ i genotoksycznos¢

Srodowisko, w ktérym zyjemy wptywa na material genetyczny. Niektére
czynniki Srodowiskowe, np. promieniowanie jonizujace, ultrafioletowe, szereg
zwigzkow chemicznych, w tym niektoére leki oraz zanieczyszczenia przemystowe,
moga by¢ przyczyng uszkodzen DNA (Kouvelis i wsp., 2011). W kazdej komorce
po zadziataniu czynnika genotoksycznego nastepuje uruchomienie mechanizmoéw
naprawczych. Naprawa DNA w komorce, moze by¢ kompletna iniekompletna.
Jezeli enzymy naprawcze nie zdotajg naprawi¢ uszkodzen DNA, to komoérka moze
przej$¢ na szlak zaprogramowanej $mierci - apoptozy. W przypadku naprawy
niekompletnej dochodzi do powstania mutacji genowych lub aberracji
chromosomowych (Izzotti i wsp., 2003; Weakley i wsp., 2010). Mutacja oznacza
trwatg zmiane wiloSci lub strukturze materiatu genetycznego w komdérce. Pojecie
mutacja odnosi sie zaré6wno do dziedzicznych zmian genetycznych, ktére moga
sie objawia¢ na poziomie fenotypu, jak ido podstawowych modyfikacji DNA,
jesli sg znane (w tym specyficzne zmiany par zasad i translokacje chromosomowe).
OkreSlenia ,mutagenny” i ,mutagen” uzywa sie w odniesieniu do czynnikow
powodujacych zwiekszone wystepowanie mutacji w populacjach komorek
lub organizméw. Niektére ztych mutacji moga powodowaé transformacje
nowotworowg (karcynogeneze), wady rozwojowe (teratogeneze) lub $mier¢
komorek (catego organizmu) (Erickson, 2010; Stoczynska i wsp., 2014b).

W zaleznos$ci od rodzaju uszkodzenia materiatu genetycznego wyrdznia
sie trzy podstawowe typy mutacji:

e mutacje punktowe (genowe), zachodzace w obrebie jednego genu, polegajace
na zmianie sekwencji nukleotydoéw na skutek wstawienia (insercji) (Rycina 1, str.
21), wypadniecia (delecji) jednego lub kilku nukleotydow oraz zamiany w obrebie
nukleotydow zawierajacych zasady purynowe (tranzycja) lub pomiedzy
nukleotydami purynowymi ipirymidynowymi (transwersja) (Solomon iwsp,
2014).

e aberracje chromosomowe strukturalne (mutacje chromosomowe), dotyczace

zmiany struktury chromosomu (klastogenezy) w rezultacie pekniecia, utraty

20
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(delecji), lub przemieszczenia (translokacji) fragmentu chromosomu, podwojenia
(duplikacji) lub odwrécenia (inwersji).

e Aberracje chromosomowe liczbowe (mutacje genomowe), powstajgce
wwyniku zaburzenia procesu mitozy, prowadzgce dozmiany liczby

chromosomoéw (aneuploidia) lub zwielokrotnienia kariotypu (poliploidia).

- i AN

Chromosom 20

Chromosom 4 Chromosom 20

Chromosom 4

Rycina 1. Mechanizm insercji na poziomie catego chromosomu (http://www.genome.gov).

Uszkodzenia DNA moga powodowac efekt genotoksyczny w komoérkach
organizméw zywych (Maurici iwsp., 2005; Eastmond iwsp. 2009). Pojecia
»genotoksyczny” i ,genotoksyczno$¢” odnosza sie do czynnikéw lub proceséw
powodujgcych zmiane struktury, treSci informacji lub podziatu DNA, iacznie
ztymi, ktore powoduja uszkodzenie DNA poprzez zakldcenie normalnych
procesow replikacji lub, ktore w sposdb niefizjologiczny (tymczasowo) zmieniajg
jego replikacje. Zwigzki genotoksyczne moga dziata¢ na DNA bezposrednio,
np. zwigzki alkilujace, etylenoimina, lub dziata¢ na DNA w sposob posredni,
czylipo aktywacji enzymatycznej, np. wielopierScieniowe weglowodory
aromatyczne, nitrozoaminy. Aktywnos$¢ zwigzkéw genotoksycznych dziatajacych
posrednio na DNA (tzw. prekancerogeny) jest wypadkowa proceséw aktywac;ji
i detoksykacji, jakim ulegajg w organiZmie (Migliore i Coppede, 2002; El-Sayed
i Hussin, 2013a). Udowodniono wysoka korelacje miedzy dziataniem
genotoksycznym,  akancerogennym = zwigzkéw  chemicznych. Czynniki
genotoksyczne inicjujgce kancerogeneze moga reagowac z DNA tworzac addukty
(potaczenie zasad azotowych, np. z nitrozoaminami), moga réwniez powodowac

modyfikacje zasad azotowych wDNA. Jednorazowy kontakt komorki
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z chemicznym czynnikiem genotoksycznym moze wystarczy¢ do indukcji zmian
w genomie komorki. Powstate zmiany sg nieodwracalne.

Efekty genotoksyczno$ci mozna zaobserwowaé jedynie w zywych
komoérkach, a wiec tylko wtedy, gdy w wyniku dziatania zwigzku chemicznego
lub mieszaniny zwigzkéw komdrka nie =zostanie uszkodzona w rezultacie
pojawienia sie efektu cytotoksycznego. Zmienione genetycznie komorki
somatyczne zaczynaja proliferowaé, co wrezultacie prowadzi do rozwoju
nowotworu (Migliore i Coppede 2002; Cooke i wsp., 2003 Yamakage i wsp., 2014)

Catkowicie odmienne skutki powoduja mutacje komérek rozrodczych,
ktérych efektem jest nie tylko zmienno$¢ o podtozu genetycznym, lecz ciezkie
schorzenia genetyczne badz efekt letalny. Skutkiem mutacji komoérek rozrodczych
po zaptodnieniu jest potomstwo obarczone defektem genetycznym lub catkowite

uniemozliwienie rozwoju zarodka (Rycina 2).

GENOTOKSYCZNOSC
Komorki Komorki
somatyczne Embrion rozrodcze
Nowotwory Teratogeneza IZmiany fenotypu

Rycina 2. Efekty dziatania genotoksycznego (Eastmond i wsp., 2009).

Termin ,genotoksycznos$¢” w poréwnaniu do ,mutagennosci” jest pojeciem
szerszym izawiera rowniez zdolno$¢ do uszkadzania aparatu enzymatycznego,
uczestniczacego w procesie naprawy DNA. Efekt genotoksyczny nie zawsze jest
zwigzany z mutacjami. Natomiast mutagenno$¢ odnosisie gtdwnie do statych
zmian jakoSciowych badz iloSciowych informacji genetycznej zawartej w DNA.
Wyniki badan genotoksycznos$ci traktuje sie zwykle jako wskazniki skutkow
mutagennych.

Do najczestszych uszkodzen DNA spowodowanych przez czynniki
mutagenne i genotoksyczne nalezg: utrata zasady azotowej, interkalacja czynnika
pomiedzy pary zasad, modyfikacja zasad azotowych przez hydrolize, alkilacje oraz
oksydacje (Tuteja iwsp. 2009). W wyniku dzialania czynnikow mutagennych
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i genotoksycznych moga powstawac¢ wigzania poprzeczne wewnatrz imiedzy
ni¢cmi DNA, fotouszkodzenia, a takZe nowe przerwania w obrebie jednoniciowego

lub dwuniciowego DNA (Rycina 3).

PRIYCZYNA TYP NAPRAWY TYP USZKODZENIA

3 3
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Zwiazki alkilujace —c ¢ = odwrécenie uszkodzenia

— T —
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Rodniki tlenowe ¢ U — Wycinanie zasad BER Uszkodzenia oksydacyjne
Iwiazki alkilujace ¢ ¢ - Dezaminacja, alkilacja

— T A —
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b G et
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Rycina 3. Rodzaje uszkodzen oraz mechanizmy naprawy DNA (Bulman i wsp., 2006).

Utrata zasady azotowej nalezy do czestych uszkodzen DNA na skutek
hydrolitycznego zerwania wigzania -N-glikozydowego pomiedzy deoksyryboza
a zasada azotowa (De Bont i van Laerbeke, 2004; Amosova i wsp. 2006). Miejsca
pozbawione zasady azotowej nazywane sg miejscami AP (APyrimidinic/APurinic
site) w zaleznoS$ci od utraconej puryny lub pirymidyny. W komoérkach ludzkich
dziennie powstaje spontanicznie okoto 10 000 miejsc AP. Miejsca AP powstaja
najczeSciej przez oddziatywanie DNA zwolnymi rodnikami tlenowymi,
wytworzonymi m. in. na skutek dziatania $wiatta UV, zwigzkéw alkilujgcych
oraz szoku termicznego. W efekcie wystgpienia w tanicuchu DNA miejsc AP moga
powstawac: mutacje punktowe, aberracje chromosomowe, zaburzenia transkrypcji
oraz pekniecia nici DNA.

Interkalacja polega na wnikaniu ptaskich czasteczek, najczeSciej

o strukturze aromatycznej, miedzy zasady azotowe w tancuchu DNA, powodujac
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ich rozsuniecie. Interkalacja czasteczek powoduje wydtuzanie struktury,
zmniejszenie elastycznoSci i obnizenie gestosci DNA (Gherghi i wsp., 2003; Minotti
i wsp., 2004; Rabik i Dolan, 2007). Nastepstwem tych zmian jest deformacja DNA
powodujaca btedy replikacji, prowadzace do delecji lub insercji pojedynczych par
nukleotydow, a w dalszej konsekwencji do mutacji typu zmiany ramki odczytu.
Zwiagzki interkalujgce moga takze przyczyni¢ sie do powstania wigzan
poprzecznych miedzy ni¢émi DNA, prowadzac do zaburzenia procesu replikacji
i transkrypcji. Gtéwnym miejscem oddziatywania zwigzkéw interkalujacych z DNA,
sg sekwencje 5’-GC-3’, 5’-CG-3’. Czynnikami interkalujagcymi sg m.in.: oranz
akrydyny, proflawina, heterocykliczne aminy oraz bromek etydyny. Jako leki
przeciwnowotworowe znalazly zastosowanie nastepujgce interkalatory:
amsakryna, aktynomycyna D, bleomycyna, mitomycyna C czy 5-bromouracyl
(Dopierataiwsp., 2011).

Kazda modyfikacja grup chemicznych wchodzacych wskilad zasad
azotowych moze powodowaé nieprawidtowe parowanie zasad i w konsekwencji
prowadzi¢ do powstania uszkodzen DNA. Wiekszo$¢ mutagennych czynnikow
chemicznych oddziatuje na DNA poprzez modyfikacje zasad azotowych.
Do najczesciej obserwowanych reakcji chemicznych czynnikow mutagennych
z zasadami azotowymi nalezy alkilacja, dezaminacja oraz oksydacja (Wyatt
i Pittman, 2006; Sedgwick i wsp., 2007).

e Alkilacja polega na wprowadzeniu grup alkilowych (np.metylowych,
etylowych) w rézne pozycje zasad azotowych, gtéwnie purynowych. Efekt alkilacji
zalezy od rodzaju dodanej grupy alkilowej oraz miejsca, w ktore zostanie ona
wbudowana (De Bont i van Laerbeke, 2004, Drablos i wsp., 2004, Wyatt i Pittman,
2006). Do zwigzkéw alkilujgcych nalezg miedzy innymi sulfonian dietylowy,
sulfonian etylometylowy oraz metylosulfonian metylu i etylonitrozomocznik.
Najwiekszg wrazliwo$¢ na alkilacje wykazuje atom azotu N7 guaniny. W dalszej
kolejnosci alkilacji ulegaja atom azotu N1 guaniny, N1 i N3 adeniny i N3 cytozyny.
Alkilacja mozZe powodowaé rézne skutki tj.: powstawanie miejsc AP, tworzenie
wigzan poprzecznych miedzy i wewnatrz nici DNA, jednoniciowe i dwuniciowe
ztamania nici DNA, zablokowanie replikacji oraz substytucje, delecje iinsercje

nukleotydow. Do lekow alkilujacych naleza m.in. pochodne platyny - cisplatyna,
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karboplatyna, oksaliplatyna. Sa to ptlaszczyznowe kompleksy cis-diaminy

z dwuwartos$ciowa platyng jako atomem centralnym (Rycina 4).

NH3
/Pt<
cl NH3

Rycina 4. Ptaski kompleks cis-diaminoplatyny.

Witasciwa postacig czynng zwigzkéw platyny jest elektrofilny kompleks wodny,
ktéry powstaje wewnatrzkomérkowo. Dziata on w sposéb nieswoisty dla fazy
poprzez wybidércze taczenie pojedynczych nici DNA i hamuje w ten sposéb podziat
komoérek. Wybidrczym punktem uchwytu jest azot N7 guaniny (Galea i Murray,
2008; Basu i Krishnamurthy, 2010).

e Dezaminacja polega na eliminacji zczasteczki zwigzku chemicznego grupy
aminowej. Zmiana w budowie chemicznej zasad azotowych prowadzi do zamiany

par zasad w taricuchu DNA (Vongchampa i wsp., 2003; Sun i wsp., 2005).

A NH2 @]
| N HNO, fJ\NH
N/gO N @]
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Rycina 5. Dezaminacja zasad azotowych: (A) zamiana cytozyny na uracyl, (B) zamiana adeniny
na hipoksantyne, (C) zamiana guaniny na ksantyne (Vongchampa i wsp., 2003).

Przyktadem mutagenu wywotujacego dezaminacje jest kwas azotowy (III). Kwas
ten powoduje usuniecie grupy aminowej w adeninie, cytozynie lub guaninie.

Dezaminacja prowadzi do powstania hipoksantyny z adeniny, ksantyny z guaniny
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oraz uracylu z cytozyny (Rycina 5, str. 25). Przeksztalcenia zasad azotowych
powstate w wyniku dezaminacji, przyczyniaja sie do tworzenia réznych mutacji
punktowych.

e Oksydacja - gtéwna, aktywng formga tlenu, odpowiedzialng za powstanie
wiekszos$ci oksydacyjnych uszkodzen czasteczki DNA, jest rodnik hydroksylowy -
OH*. W wyniku oddzialywania tego rodnika na wigzanie C5=C6 tyminy tworzy
sie glikol tyminy, ktéry moze powodowac zablokowanie transkrypcji, replikacji
oraz mutacje punktowe, np.C —» T (Cooke i wsp., 2003). Potgczenie sie rodnika
wodorotlenowego z weglem C8 adeniny, tworzy 8-hydroksyadenine, natomiast
z weglem C5 cytozyny tworzy 5-hydroksycytozyne. Reaktywne formy tlenu (RFT)
moga takze powodowacé rozerwanie piersScienia imidazolowego w purynie, np.
w guaninie, tworzac 2,6-diamino-4-hydroksy-5-formamidopyrimidyne (FapyGua),

ktéra powoduje zahamowanie replikacji i apoptoze komérki (Rycina 6).

A B C D
oH NH; NH, H
HN NSy Oy HN N~cro
)\ OH HO—</ | /) f\/& J\\ \
o N A N" N H N o HaNT N7 N,
H

Rycina 6. Przyktady zwiazkéw powstatych w reakcji wolnorodnikowej z zasadami azotowymi: (A)
glikol tyminy, (B) 8-hydroksyadenina, (C) 5-hydroksycytozyna, (D) FapyGua (Cooke i wsp., 2003).

Wolne rodniki tlenowe powoduja najczesciej uszkodzenia zasad azotowych, reszt
cukrowych, rozerwanie wigzan fosfodiestrowych - rozerwanie tancucha
fosfocukrowego itworzenie wigzan poprzecznych miedzy DNA i biatkami
chromatyny (De Bont i van Laerbeke, 2004; Roldan-Arjona i Ariza, 2009).
Uszkodzenia DNA moga powodowac¢ tworzenie sie kowalencyjnych
wigzan poprzecznych (cross-linking) w DNA, prowadzac do zaburzenia
procesow replikacji i transkrypcji (Lehoczky i wsp., 2007; Minko iwsp., 2009).
Mozna wyrdzni¢ wigzania poprzeczne wewnatrz nici DNA, pomiedzy ni¢mi DNA
oraz miedzy biatkami znajdujacymi sie w komoérce i DNA. Wigzania poprzeczne
najczesciej powstaja na skutek oddziatywania DNA ze zwigzkami alkilujgcymi,
aromatycznymi oraz wolnymi rodnikami. Na poczatku dochodzi do tworzenia
sie monoadduktow  zDNA,  czyli kompleksow  powstatych  z potgczenia

sie wjednym miejscu grupy reaktywnej zwigzku mutagennego i DNA. 90 %
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powstatych monoadduktéw przeksztatca sie w wigzania poprzeczne, kiedy
zwigzek chemiczny jest potgczony z DNA w dwdch roznych miejscach. Wigzania
poprzeczne miedzy biatkami, a DNA sg wykorzystywane, jako biomarkery diugosci
ekspozycji komorki na mutagen, poniewaz im dtuzszy czas ekspozycji, tym wiecej
tworzy sie wigzan biatko-DNA (Raschle i wsp., 2008; Roldan-Arjona i Ariza, 2009).

Do peknie¢ nici DNA dochodzi podczas normalnego metabolizmu
komoérek, w trakcie replikacji, transkrypcji i rekombinacji chromatyd (Tsai i wsp,
2015; Longhese iwsp. 2009). Powstaja one takze w wyniku oddziatywania
promieniowania i mutagendéw chemicznych na DNA. Pekniecia nici DNA mogg by¢
jednoniciowe (SSB, Single Strand Breaks) lub dwuniciowe (DSB, Double Strand
Breaks). Mutageny najczeSciej indukujg rézne typy uszkodzen DNA, ktore dopiero
w nastepstwie prowadza do powstania DSB podczas naprawy lub replikacji.
Obecnos$¢ SSB, w znacznej odlegtosci od siebie, nie powoduje powaznych zaburzen
w komoérce. Duze zagrozenie dla funkcjonowania komdrki stanowi pojawienie
sie kilku jednoniciowych peknie¢ w bliskiej odlegtosci od siebie lub naprzeciw
siebie, ktére mogg doprowadzi¢ do dwuniciowych peknie¢ DNA (Cornforth, 2006;
Khoronenkova i Dianov, 2015). Czesto nieprawidtowa naprawa DSB skutkuje
powstawaniem aberracji chromosomowych, takich jak: delecje, duplikacje
czy translokacje, co w konsekwencji moze wywota¢ zablokowanie replikacji
i apoptoze komorki.

Zwiazki uszkadzajace DNA moga oddziatywac ze strukturg DNA w sposob
bezposredni lub posredni (De Bont i van Laerbeke, 2004, Noll i wsp., 2006; Wyatt
i Pittman, 2006).

Mechanizm bezposredni wystepuje, kiedy mutagenne czynniki chemiczne
reaguja z elementami wchodzacymi w sktad DNA, co prowadzi np. do zerwania
wigzan miedzy nimi. Zerwanie wigzania B-N-glikozydowego pomiedzy zasada
azotowg a cukrem (dezoksyryboza) moze skutkowac utratg zasady azotowe;j.
Natomiast rozerwanie wigzania fosfodiestrowego pomiedzy fosforanem jednego
nukleotydu a weglem kolejnego nukleotydu moze prowadzi¢ do peknie¢ nici DNA.
Mechanizm bezposredni moze prowadzi¢ takze do modyfikacji zasad azotowych,

np. poprzez alkilacje (Rycina 7, str. 28) czy dezaminacje.
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Rycina 7. Miejsca ataku grup alkilowych (Me) w zasadach azotowych (A) tymina, (B) adenina, (C)
cytozyna, (D) guanina (Wyatt i Pittman, 2006).

Mechanizm posredni wystepuje, gdy czynniki chemiczne modyfikuja
strukture DNA dopiero po wytworzeniu w komoérce metabolitow posrednich,
np. wolnych rodnikéw tlenowych, zdolnych do oddziatywania z DNA. Rodniki
tlenowe s3 to atomy lub czgsteczki zawierajace jeden lub wiecej niesparowanych
elektronéw na orbitalu walencyjnym (Chong iwsp., 2005; Adibhatla i Hatcher,
2010). Charakterystyczng cechg wolnych rodnikéw tlenowych jest ich duza
reaktywno$¢ ikrotki okres péitrwania wynikajacy z dazenia do sparowania
elektrondw przez odebranie lub oddanie ich innym czgsteczkom. w wyniku
dziatania wolnych rodnikéw tlenowych dochodzi do wielorakich uszkodzen
wewnagtrzkomoérkowych, takich jak peroksydacja lipidéw bton komorkowych,
inaktywacja enzymow, uszkodzenie DNA, zmiany strukturalne w czasteczkach

biatek i weglowodanow.

1.1. Mutageny

Najliczniejszg  grupe  zwigzkéw  chemicznych  wykorzystywanych
w mutagenezie stanowig zwiagzki alkilujgce, dzielone na zwigzki mono-, bi-
i polifunkcyjne ze wzgledu na liczbe grup alkilowych wnich wystepujacych
(Sawhney i wsp., 2007; Achary i Panda, 2010; Gulluce i wsp., 2010). Zwiazki takie,
jak N-metylo-N-nitrozomocznik (MNU), N-etylo-N-nitrozomocznik (ENU), ester
etylowy kwasu metanosulfonowego (EMS), ester metylowy kwasu
metanosulfonowego (MMS) oraz siarczek dimetylu (DMS) naleza do zwigzkow
monofunkcyjnych, natomiast iperyt azotowy jest zwigzkiem bifunkcyjnym. Zwiazki
alkilujagce powoduja powstanie mutacji punktowych, ale moga réwniez

powodowac efekt klastogenny, tzn. wywotujg zmiany w strukturze chromosomoéw.
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W zalezno$ci od uzytego mutagenu powstaja rézne uszkodzenia DNA. MNU
indukuje gtéwnie powstanie tranzycji GC - AT, podczas gdy ENU prowadzi
zarowno do tranzycji GC - AT, jak i AT - GC oraz transwersji GC > CG lub AT >
CG. EMS indukuje tranzycje CG - TA, natomiast MMS powoduje uszkodzenie
widetek replikacyjnych i powstanie peknie¢ DNA (Drablos i wsp., 2004; Guenet,
2004).

Innym zwigzkiem wykorzystywanym w mutagenezie, jest azydek sodu
(NaN3). Ma on w swojej budowie reaktywny jon azydkowy, ktéry w roztworze
wodnym wystepuje w postaci toksycznego azotowodoru (Mol i Stolarek, 2011;
Stoczynska iwsp., 2014b). Azydek sodu zaliczany jest do silnych mutagenéw,
jednak nie wykazuje dziatania mutagennego w stosunku do wszystkich
organizmoéw; np. powoduje powstanie mutacji w genomie Escherichia coli
natomiast u Drosofila melanogaster mutacje nie s3 obserwowane. Azydek sodu
wykazuje reaktywno$¢ w kwasowym pH. Mutagenny jest dopiero organiczny
metabolit posredni azydku sodu powstaty w organizmie podczas syntezy cysteiny.
Zwigzkiem tym jest najprawdopodobniej azydoalanina, powstata w wyniku reakcji
katalizowanej przez enzym sulfohydrolaze O-acetyloserynowa. Szlak biosyntezy
cysteiny zachodzi u bakterii iro$lin, uzwierzat nie wystepuje, w zwigzku z tym
azydek dla tych organizmow nie jest czynnikiem mutagennym. Azydoalanina moze
wchodzi¢ w interakcje zDNA, powodujac powstanie mutacji punktowych
w genomie. Jony azydkowe tacza sie takze z oksydaza cytochromowa, prowadzac
do inhibicji procesu oddychania wewngatrzkomérkowego ido zahamowania
biosyntezy = ATP, nos$nika energii wykorzystywanego w podstawowym
metabolizmie komorki. Azydek sodu powoduje przede wszystkim tranzycje
AT - GC (Gulluce i wsp., 2010; Turhan i wsp., 2012).

Natomiast wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, takie jak
np. benzo[a]piren (B[a]P) tworzg addukty zDNA (Rycina 8, str. 30). B[a]P
zaliczany jest do promutagendw, czyli zwigzkéw, ktore stajg sie wiasSciwymi
mutagenami dopiero po metabolicznym przeksztatceniu w organizmie (Smith
i Gupta, 1996; Ajith iJanardhanan, 2011). B[a]P ulega przemianie metabolicznej
do diol-epoksyd benzo[a]pirenu (BPDE), w wyniku ktdérej wigze sie zatomem

azotu N2 guaniny w DNA.
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Rycina 8. Addukt metabolitu benzo[a]pirenu z guanina.

Mutagenne pochodne nitrowe takze tworza addukty z DNA. Do grupy
tej zalicza sie m.in. nitroareny, nitrozoaminy, jak np. 4-nitro-O-fenylenodiamina
(NPD), czy N-tlenek-4-nitrochinoliny (NQNO), ktéry taczy sie z DNA, tworzac
addukty poprzez guanine w pozycji C8 i N2 oraz poprzez adenine w pozycji N6
i indukuje mutacje podstawiania zasad wDNA (G - A) (Fronza iwsp. 1992;
Stoczyniska i wsp., 2014b).

Uszkodzenia powstajagce w materiale genetycznym, jes$li nie zostanag
bezbtednie naprawione lub usuniete, moga prowadzi¢ do zmian patologicznych,
m.in. do rozwoju choréb nowotworowych. Wobec wzrastajacej ilosci nowych
zwigzkow chemicznych wprowadzanych do $rodowiska, wktéorym zyje
i funkcjonuje cztowiek, istnieje koniecznos¢ identyfikacji czynnikéw stwarzajacych
zagrozenie dla jego zdrowia. Ztego powodu podejmowane s3g liczne prace
badawcze, majgce na celu ocene ich wtasciwo$ci mutagennych i genotoksycznych
(Mol i Stolarek, 2011).

Intensywny rozwoj dziedzin naukowych z zakresu inzynierii genetycznej,
biologii molekularnej i modelowania komputerowego przektada sie na rozwéj
nowych bardziej skutecznych metod badawczych, dzieki ktérym mozemy
opracowywac czute iskuteczne narzedzia majgce zastosowanie w toksykologii
i bedace niezwykle pomocne w ocenie mutagennosci i genotoksycznosci nowych

substancji chemicznych (Muster i wsp., 2008; Reifferscheid i wsp., 2008).
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2. Alternatywne badania mutagennosci i genotoksycznosci

Wedtug Europejskiej Konwencji w sprawie ochrony zwierzat kregowych
wykorzystywanych do celow doswiadczalnych iinnych celow naukowych
(Sztrasburg, 18 marzec 1986 r.), cztowiek ma moralny obowigzek poszanowania
wszystkich zwierzat i nalezytego brania pod uwage ich zdolnosSci do odczuwania
cierpienia  izapamietywania. @ W swoim  dazeniu dowiedzy, zdrowia
i bezpieczenstwa moze przeprowadza¢ na zwierzetach doswiadczenia, jezeli
spodziewa sie, Zze doprowadza one do poszerzenia wiedzy lub przyniosa korzysci
cztowiekowi lub zwierzeciu. Projektujac badania nalezy dazy¢ do ograniczania
uzywania zwierzat doswiadczalnych poprzez poszukiwanie Srodkow
alternatywnych i zachecania do ich stosowania (ETS 123).

Inny dokument, dyrektywa 2010/63/UE zdnia 22 wrze$nia 2010r.
w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych (Dz.U. UE L
276/33 z 20.10.2010) bardzo wyraznie wskazuje, Ze obowigzujaca przy
planowaniu iocenie dopuszczalnosci doswiadczen ma by¢ rygorystycznie
pojmowana zasada 3R od ang. replacement, reduction, refinement czyli zastapienia,
zmniejszenia i doskonalenia. Zasada 3R, jako fundament etycznej dopuszczalno$ci
doswiadczen na zwierzetach zostata sformutowana w 1959 r. przez W. Russella i R.
Burcha w pracy ,The Principles of Humane Experimental Technique” (Russell
i Burch, 1959). Oznacza ona zastepowanie do$wiadczen na zwierzetach innymi
modelami badawczymi, ograniczanie do statystycznie niezbednej liczby zwierzat
wykorzystanych w badaniu oraz doskonalenie metod badawczych w celu
ztagodzenia bolu, cierpienia i stresu zwierzat doSwiadczalnych.

JednoczeSnie nowa dyrektywa nakazuje by w procesie podejmowania
decyzji zezwalajacej na procedure kierowal sie zasada cost-benefit analysis
(analiza kosztow i korzysci), bedagca fundamentem etycznej oceny doSwiadczenia.
Polega ona na wazeniu oczekiwanych korzysci naukowych lub poznawczych danej
procedury ikoniecznej dla ich osiggniecia ,ceny” cierpien ibdlu zwierzat
(Pietrzykowski, 2011)

Zasada zastgpienia (subsydiarnosci) polega na tym, ze procedura
doswiadczalna lub naukowa moze =zosta¢ przeprowadzona tylko wtedy,
jezeli racjonalnie i praktycznie nie jest mozliwe wykorzystanie innej zadowalajacej

z naukowego punktu widzenia metody niewymagajacej uzywania zwierzat (art. 6
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ust. 1 konwengcji). Praktycznej realizacji tej zasady stuzy przewidziane zar6éwno
w konwengji, jak i w dyrektywie uznawanie tak dalece, jak to mozliwe waznosci
danych czy wynikow doswiadczen przeprowadzonych w innych panstwach,
aby unikng¢ niepotrzebnego powtarzania doswiadczen. W tym tez celu utworzono
w 1991 r. Europejskie Centrum Walidacji Metod Alternatywnych (ECVAM), ktore
obecnie zyskuje status unijnego laboratorium referencyjnego, majacego
koordynowac¢ polityke walidacji alternatywnych, wobec uzycia zwierzat, metod
zdobywania wiarygodnej wiedzy naukowej. Pafistwa cztonkowskie majg natomiast
obowigzek wspierania Komisji wwyznaczaniu krajowych laboratoriow
specjalistycznych dokonujacych na zlecenie EURL ECVAM takiej walidacji, a takze
zapewnic pelne respektowanie danych uzyskanych dzieki zastosowaniu formalnie
zwalidowanych metod alternatywnych (https://eurl-ecvam.jrc.ec.europa.eu/).

Zasada zmniejszenia oznacza, ze w procedurach doswiadczalnych
i naukowych nalezy wykorzystywac¢, jak najmniejszg ilos¢ zwierzat (art. 4 ust. 2
dyrektywy). Liczbe te mozna zredukowa poprzez wykonywanie procedur
na zwierzetach wielokrotnie o ile nie godzi w dobrostan zwierzat. Z zasada
zmniejszenia wigza sie wprowadzone zaréwno w konwencji, jak i w dyrektywie
liczne ograniczenia. Po pierwsze do do$wiadczenn moga by¢ uzywane tylko
zwierzeta pochodzace zhodowli. Po drugie, istnieje wzgledny zakaz
wykorzystywania do doswiadczen zwierzat dzikich, od ktoérego moga by¢
przewidziane wyjatki w prawie krajowym (art. 21 ust.1 konwencji iart. 9 ust.1
dyrektywy). Po trzecie istnieje wzgledny zakaz wykorzystywania do doswiadczen
zwierzat bezdomnych w szczeg6lnosci pséw i kotdw, poniewaz cechy zbtgkanych
i zdziczatych zwierzat zgatunkéw domowych nie s3 znane, apozyskiwanie
i umieszczanie w osrodkach zwieksza dystres (stres przewlekty) u takich zwierzat
(art. 21 ust. 3 konwencji oraz art. 19 ust.4 dyrektywy).

Zasada doskonalenia polega z kolei na poprawie warunkéw hodowli,
utrzymania zwierzat iopieki nad nimi, jak réwniez metod stosowanych
w procedurach, tak aby wszelki potencjalny bol, cierpienie, stres lub trwate
uszkodzenie zostaty wyeliminowanie lub ograniczone do minimum.

Odnosnie warunkéw hodowli dyrektywa (zatgcznik III) wnowy sposob

reguluje wymogi dotyczace warunkow utrzymywania zwierzat doswiadczalnych,
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szczegblowo wskazuje nowe, wieksze wymiary pomieszczen i klatek wymaganych
w celu zapewnienia zwierzetom do$wiadczalnym zno$nych warunkéw bytowych.

Odnos$nie doskonalenia procedur doswiadczalnych zasadg jest,
ze w przypadku dokonywania wyboru pomiedzy procedurami nalezy preferowac
metody, ktére wykorzystujg, jak najmniejsza liczbe zwierzat, wykorzystuja
zwierzeta z najnizszg wrazliwoscia neurofizjologiczng, powoduja jak najmniej
bolu, cierpienia, stresu lub trwalego uszkodzenia oraz znajwiekszym
prawdopodobienstwem przyniosg zadowalajace wyniki (art. 14 dyrektywy).

W zwigzku zregula doskonalenia metod (zatacznik VIII do dyrektywy)
wprowadza sie ujednolicong skale inwazyjnosci doswiadczen. Ujednolicenie skali
i relatywizacji sposobu Kkontroli etycznej do$wiadczenia w zaleznosci od stopnia
jego inwazyjnosci bylo jednym =z najistotniejszych postulatow dotyczacych
miedzynarodowych standardéw ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow
doswiadczalnych (Micinska-Bojarek, 2012).

Celem naukowym w zakresie oceny mutagenno$ci igenotoksycznosci
substancji chemicznych jest rozwdj metod alternatywnych, ktére moga dostarczy¢
takiego samego zasobu informacji, co obecnie stosowane testy na zwierzetach,
ale ktére beda oparte na mniejszej ich liczbie, beda powodowaty mniejsze
ich cierpienia lub wyklucza catkowicie ich uzycie. Zatem, metody alternatywne to
nie tylko badania invitro lecz takze ulepszone, zmodyfikowane testy in vivo
(Guidance Document on Revisions to OECD Genetic Toxicology Test Guidelines,
2015). Metody takie, jezeli sa dostepne i gdy jest mozliwe ich zastosowanie, musza
by¢ zawsze brane pod uwage, przy ocenie mutagennoSci i genotoksycznosci

nowych substancji chemicznych.

2.1. Badania in vitro

Do oceny aktywnos$ci mutagennej i genotoksycznej substancji chemicznych
stosowane s3 rézne modele komérkowe (Eastmond iwsp., 2009).
Wykorzystywane sa zardwno bakterie, grzyby, owady jak i hodowle komoérkowe
ssakow, w tym cztowieka. Taka mozliwosc¢ istnieje ze wzgledu na uniwersalnos¢
DNA jako materialu genetycznego. Z uwagi na fakt, ze budowa DNA izasada
tworzenia kodu genetycznego s3 wspolne dla wszystkich zywych organizmow,

wyniki otrzymane przy ocenie dziatania zwigzku chemicznego na jeden gatunek,
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moga by¢ wykorzystywane przy przewidywaniu mozliwosci odpowiedzi
genetycznej u innego gatunku. Wyniki uzyskane zapomoca testow
krétkoterminowych do oceny aktywno$ci mutagennej i genotoksycznej substancji
chemicznych mogg postuzy¢ do przewidywania mozliwych skutkdw genetycznych
w komoérkach cztowieka (Cimino, 2006; Gollapudi i wsp., 2013; MacGregor i wsp.,
2015b). Testy te pozwalaja wykrywaé uszkodzenia DNA, mutacje genowe

lub aberracje chromosomowe indukowane przez dany zwigzek chemiczny.

2.1.1. Modele prokariotyczne

Testy z wuzyciem bakterii s3 doskonatym narzedziem do badania
wlasciwosci mutagennych igenotoksycznych substancji chemicznych (Claxton
i wsp., 2001; Fluckiger-Isler i wsp., 2004; Lan i wsp., 2014). Budowa bakterii jest
prosta, a ich DNA stosunkowo tatwo dostepne dla zwigzkéw chemicznych
wnikajacych do komorki. Podlegaja one czestym podziatom idlatego mozna
pozyska¢ miliony komérek w dos¢ krétkim czasie. Do badan stosuje sie szczepy
bakteryjne majgce zwiekszong wrazliwo$¢ na testowane zwigzki chemiczne.
Otrzymano je dzieki odpowiednim manipulacjom genetycznym, polegajacym
m.in. na wprowadzeniu DNA plazmidu zawierajgcego nowe geny. Skonstruowano
wten sposéb wiele nowych szczepéw  bakteryjnych o zwiekszonej
przepuszczalnosci bton komérkowych dla molekut o duzej masie czasteczkowej,
czy tez obnizonej zdolnos$ci naprawy uszkodzonego DNA.

Testy bakteryjne dzieli sie na trzy klasy wykrywajgce: mutacje postepujace,
mutacje wsteczne oraz reperacje uszkodzen DNA. W ocenie aktywnoSci
biologicznej substancji chemicznych najczeSciej stosuje sie testy polegajace
na obserwacji mutacji powrotnych lub wstecznych specjalnie przygotowanych
szczepow bakterii. W zwigzku z tym, Ze szczepy bakteryjne nie posiadaja
wiekszo$ci enzyméw uczestniczacych w aktywacji promutagenéw, wprowadza
sie frakcje mikrosomalng watroby szczuréw (frakcja S9), indukowang wczesniej
mieszaning polichlorowanych bifenyli (Arochlor 1254), fenobarbitalem lub 5,6-
benzoflawonem (Mortelmans i Riccio, 2000; Mortelmans i Zeiger, 2000). Frakcja
S9 uzywana jest w celu stworzenia warunkéw zblizonych do tych, jakie istniejg
w komoérkach ssakéw. Testowany zwigzek chemiczny po inkubacji z komdérkami

bakteryjnymi w obecnos$ci lub przy nieobecnosci enzymoéw frakcji S9 daje
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odpowiedZ w postaci pojawienia sie bakteryjnych mutantéw, ekspresji
okres$lonych gendéw indukowanych przez czynniki genotoksyczne, zwiekszonej

$Smiertelnosci komorek pozbawionych okreslonych systeméw reperacji DNA itd.

2.1.2. Modele eukariotyczne

Testy z wykorzystaniem grzybow

W badaniach wtasciwo$ci mutagennych i genotoksycznych zwigzkéw
chemicznych najczesciej znajduja zastosowanie szczepy drozdzy zrodzaju
Saccharomyces (Abudayyak iwsp., 2015; Buiiwsp. 2015). Pozwalajg okresli¢,
czy dany  zwigzek indukuje  mutacje  punktowe wDNA jadrowym
i mitochondrialnym, czy tez powoduje powstawanie aneuploidii
chromosomowych, badZ rekombinacji w obrebie genéw ipomiedzy genami
w wyniku nieprawidtowej mitozy i mejozy.

W przypadku mutacji punktowych wykorzystuje sie rézne systemy indukcji
w komoérkach drozdzy. NajczeSciej uzywany jest system oparty na indukcji alleli
genow regulujacych synteze adeniny. W systemach tych uzywane s3 szczepy
Saccharomyces cerevisiae iSchizosaccharomyces pombe, Kktére w formie
niezmutowanej do wzrostu potrzebujg aminokwaséw (Skoneczna i wsp., 2015).

Proces rekombinacji w komorkach drozdzy zwigzany jest zpodziatem
mitotycznym imejotycznym (Hanlon iLi, 2015). Drozdze moga by¢ z duzym
powodzeniem  wykorzystane do  badania  zar6wno  spontanicznych,
jak i indukowanych rekombinacji mitotycznych imejotycznych. Zdecydowanie
wieksze znaczenie w ocenie aktywnos$ci mutagennej zwigzkéw chemicznych maja
uszkodzenia mitotyczne. Mogg by¢ wykrywane zaré6wno rekombinacje pomiedzy

genami (mitotyczny crossing-over), jak i w obrebie genu (konwersja genowa).

Testy z wykorzystaniem muszki owocowej (Drosophila melanogaster)

Testy z muszka owocowa D. melanogaster stanowig uzupeinienie testow
bakteryjnych (Palermo i Mudry, 2011). Komorki somatyczne i piciowe muszki
owocowej znalazty zastosowanie w testach wykrywajacych mutacje genowe
(delecje), aberracje chromosomowe i rekombinacje w tej samej populacji komérek

poddanych dziataniu zwigzku chemicznego w warunkach in vivo. Komorki muszki
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owocowej w przeciwienstwie do komérek bakteryjnych nie wymagaja obecnosci
frakcji S9 do metabolizowania ksenobiotykéw. Obecno$¢ enzymoéw o dziataniu
zblizonym do ludzkich pozwala z duzym prawdopodobienstwem przenosi¢ wyniki
uzyskane w badaniach zowadami na ludzi (Jacociunas iwsp. 2014; Doganlar
i wsp., 2015). Test na obecnos$¢ recesywnych mutacji letalnych (sex-linked recessive
lethals, SLRL) stuzy do wykrywania indukcji zmian genetycznych w duzej czesci
genomu. Procedura umozliwia wykrycie mutacji zaréwno punktowych,
jak i matych delecji wliniach komorek rozrodczych owadéw, wtym mutacji
postepowych i mutacji w okoto 800 loci na chromosomie X, co stanowi okoto 80 %
wszystkKich loci na chromosomie X (Stani¢ i wsp., 2011). Mutacje w chromosomie X
umuszki D. melanogaster wyrazaja sie fenotypowo usamcédw ze zmutowanym
genem. JeSli mutacja jest letalna, a organizmy s3homozygotami,
to o jej wystepowaniu $wiadczy brak jednej z dwoch klas potomnych samcow,
zwykle wydawanych przez heterozygotyczne samice. Test SLRL opiera
sie na wykrywaniu obecnosci specjalnych markeréw i zmienionych

chromosomoéw.

Testy wykorzystujace linie komérkowe

Wsrdd szeregu metod stuzacych do identyfikacji substancji mutagennych
i genotoksycznych wazna role odgrywaja testy cytogenetyczne (Gajskiiwsp.,
2014; Watanabe iwsp. 2014; Kayraldiz iwsp. 2015). Wynikiem dziatania
wiekszosci mutagenoéw chemicznych sg uszkodzenia DNA prowadzace do réznego
rodzaju anomalii chromosomowych wykrywanych metodami cytogenetycznymi.
Czutym wskaznikiem uszkodzen chromosoméw jest test wykrywajacy aberracje
strukturalne chromosoméw (Chromosomal aberration test, CA) oraz test
mikrojadrowy (Micronucleus test, MN). Testy te s3 wykonywane na réznych
rodzajach komorek izolowanych zorganizmoéow (uktady doswiadczalne in vitro)
lub bezposrednio na ssakach (uktad doswiadczalny in vivo). Wykorzystuje
sie najczesSciej komorki posiadajace zdolnos$¢ do proliferacji invivo (np. szpik
kostny, komorki nabtonkowe, komorki piciowe) lub komérki, ktére poza
organizmem mogg sie dzieli¢ i namnazac¢ (limfocyty krwi obwodowej, fibroblasty,
komorki nabtonkowe zarodkéw chomika chinskiego - CHO, komorki nabtonkowe

ptuc chomika chinskiego - V79, komdrki nowotworéw mysich - L5178Y i inne).
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2.2. Badania in silico

W procesie optymalizacji struktury zwigzku aktywnego biologicznie duze
znaczenie majg obecnie metody wspomagane komputerowo. Warto$¢ metod
in silico wynika z mozliwosci ich zastosowania we wczesnych etapach badan,
nawet przed zsyntetyzowaniem zwigzku (Toropov iwsp., 2014). Wirtualny
skrining bibliotek czasteczek umozliwia szybkie wybranie sposrdéd tysiecy
zaprojektowanych  struktur o najbardziej optymalnych  wtasciwos$ciach.
Na tym etapie odrzuca sie na przyktad czasteczki, w strukturze ktérych znajduja
sie fragmenty (toksykofory) warunkujace okreslone dziatanie toksyczne, tzw.
alerty strukturalne (Stark i Steger-Hartmann, 2015). Wysoka sprawnos$¢ narzedzi
in silico (mozliwo$¢ testowania znacznych ilosci zwigzkéw w stosunkowo krotkim
czasie) znacznie skraca faze poszukiwania struktur wiodacych. W dalszym etapie
syntezie chemicznej podlegaja jedynie wyselekcjonowane zwigzki, dla ktérych
prawdopodobienstwo odrzucenia w kolejnych fazach testéw jest znacznie
mniejsze.

Zastosowanie modelowania komputerowego podczas badan
nad bezpieczenstwem potencjalnych lekéw pozwala wskaza¢ obszary wymagajace
doktadnej oceny in vivo, co sprawia, Ze w badaniach Kklinicznych testowane
sg czasteczki  bezpieczniejsze dla pacjentow  biorgcych wnich udziat
oraz z najwieksza szansa na spelnienie wymogoéw agencji rejestrujgcych leki
(Valencia i wsp., 2013).

Wraz ze wzrostem znaczenia metod alternatywnych w badaniu
bezpieczenstwa lekdw podejmuje sie rozne inicjatywy, ktdrych jednym z celow jest
opracowanie ipublikacja toksykologicznych baz danych (https://eurl-
ecvam.jrc.ec.europa.eu). Istnieje wiele programéw o charakterze komercyjnym
i dostepnych w ramach licencji zezwalajacych na bezptatne korzystanie, w tym
za poSrednictwem Internetu, stuzacych do predykcji dziatan toksycznych
(Tabela 1, str. 38). Wykorzystywane m.in. przez przemyst farmaceutyczny techniki
komputerowej predykcji toksyczno$ci mozna podzieli¢ na trzy kategorie (Alam
i Lee, 2016; Greene i wsp., 2015):
¢ modelowanie molekularne
e systemy ekspertowe

e systemy oparte na danych.
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Tabela 1. Programy komputerowe stuzgce do przewidywania toksycznosci.

Programy

Przewidywane dzialanie Dostepnos¢
komputerowe yw P

mutagenne, kancerogenne, drazniace,
TOPKAT skdrne reakcje uczuleniowe, LDsy,
toksyczno$¢ sSrodowiskowa

http://accelrys.com/products/
discovery-studio/toxicology/

mutagenne, kancerogenne,
Lazar hepatotoksyczne, toksyczno$¢ http://lazar.in-silico.de/
Srodowiskowa

mutagenne, kancerogenne, teratogenne,

ToxScope Jlead .
p drazniace, hepatotoksyczne www.leadscope.com
DEREK for mutagenne, kancerogenne, drazniace, N
. skoérne reakcje uczuleniowe, i inne http://www.lhasalimited.org
Windows
(ponad 40)

mutagenne, kancerogenne, drazniace,
HazardExpert immunotoksyczne, neurotoksyczne, http://www.compudrug.com/
skorne reakcje uczuleniowe

CSGenoTox mutagenne www.chemsilico.com

mutagenne, kancerogenne, drazniace,
kardiotoksyczne, skorne reakcje

ADMET . i/ . :
. uczuleniowe, LDso, toksycznos¢ www.simulationsplus.com
Predictor , . .
$rodowiskowa, modulacja receptora
estrogenowego i inne
OSIRIS )
mutagenne, kancerogenne, teratogenne,  http://www.organic-
Property draznigce chemistry.org/prog/peo/
Explorer 2 y-Ot8/Prog/p

Modelowanie molekularne obejmuje metody modelujace zdarzenia
biochemiczne istotne z punktu widzenia toksycznosci (Bulusu i wsp., 2016).
Techniki modelowania molekularnego stosowane podczas selekcji, optymalizacji
ioceny wtasciwosci ADME czasteczek wiodacych mozna réwniez wykorzystac¢
do predykcji dziatan toksycznych, jezeli w mechanizmie danego efektu
posredniczy receptor (np. cytochrom P450, receptor estrogenowy) iznana jest
struktura biatka receptorowego. Systemy ekspertowe sg oparte na ogélnych
regutach wigzacych aktywno$c¢ biologiczng ze struktura czastki. Ich podstawa jest
usystematyzowana wiedza ekspertéw z dziedziny toksykologii oraz interpretacje
danych toksykologicznych (Omer i wsp., 2014). Ponadto w tego rodzaju systemach
mozliwa jest integracja wilasciwosci chemicznych ibiologicznych zpomiaréw
invivo 1iinvitro oraz wtasciwosci czasteczek uzyskanych do$wiadczalnie badz

obliczonych. Systemy ekspertowe sg stosowane w badaniach nad potencjalnym
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lekiem iwykorzystywane do wytypowania substancji, co skutkuje zwrdéceniem
na te molekuty wiekszej uwagi podczas dalszych etapéw. Niewatpliwg zaleta
systeméw eksperckich jest transparentno$¢ predykcji (Mousavian iMasoudi-
Nejad, 2014). Poniewaz system taki zwykle zbudowany jest z zestawu regut ,jezeli
- to”, stosunkowo tatwo jest zidentyfikowal przyczyny iuzasadnienie danej
odpowiedzi systemu, co ulatwia zrozumienie idalsza ocene przewidzianego
efektu. Taka konstrukcja pozwala natatwe przeszukiwanie bazy danych
i uzyskanie potrzebnych informaciji.

Systemy oparte na danych (statystyczne, empiryczne) wykorzystuja
do budowy modeli predykcyjnych dane doswiadczalne oraz obliczone ze struktury
czasteczki. Typowym przyktadem takiej procedury sg zaleznosci (Q)SAR (Braun,
2014). Klasyczna analiza QSAR stosuje techniki regresji, pozwalajace opracowacd
na podstawie danych réwnanie, ktére moze by¢ wykorzystane do przewidywania
réznych wiasciwosci dla molekut o podobnej strukturze i mechanizmie dziatania.
Modele statystyczne sg znacznie czesciej wykorzystywane niz systemy ekspertowe
do predykcji wlasciwosci czastek. Poniewaz testy oceniajgce toksycznos¢
sg zwykle kosztowne iczasochtonne, techniki zglebiania danych (data mining)
zyskaly sobie w ostatnich latach znaczng popularnos$¢. Nalezg do nich m.in.:
metoda czastkowych najmniejszych kwadratéw (PLS), regresja wieloczynnikowa,
metoda wektoréow nos$nych (SVM), sztuczne sieci neuronowe (Houck i Kavlock,
2008).

Zespoly informatykow we wspotpracy zfirmami farmaceutycznymi
i chemicznymi opracowuja toksykologiczne bazy danych, tworza i oceniajg techniki
zglebiania danych oraz techniki QSAR, dazac do stworzenia zestawu narzedzi
do oceny efektow (mutagennos$ci, kancerogennosci iin.) idawek toksycznych
(Koutkias iJaulent, 2015). Wyniki modelowania w warunkach in silico
dla strukturalnie podobnych zwigzkéw ipredykcja efektow toksycznych

i klinicznych pozwalajg réwniez unikna¢ dodatkowych badan.
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3. Aspekty prawne badania mutagennosci i genotoksycznosci

Rozwojem, walidacja, a takze koordynacjg alternatywnych badan
w zakresie mutagennoSci igenotoksyczno$ci oraz ich wdrozen zajmujg
sie powstale wwielu panstwach instytucje. Do najwazniejszych naleza:
Laboratorium referencyjne Unii Europejskiej ds. metod alternatywnych wobec
testow na zwierzetach (EURL ECVAM - European Union Reference Laboratory for
alternatives to animal testing) w panstwach Wspolnoty Europejskiej
oraz Miedzyagencyjny = Komitet = Koordynacyjny ds. Walidacji  Metod
Alternatywnych (ICCVAM - Interagency Coordinating Committee on the Validation
of Alternative Methods) w USA. Metody, ktére przeszty pozytywnie proces
walidacji, sg zatwierdzane i wdrazane jako wytyczne (TG, Test Guideline) przez
OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) (Wytyczne
OECD) (Pfuhler i wsp., 2009; http://www.oecd.org/).

Na stronie internetowej EURL ECVAM (https://eurl-
ecvam.jrc.ec.europa.eu/) dostepna jest petna lista metod alternatywnych
zawartych w ustawodawstwie UE (Rozporzadzenie Komisji (WE) NR 440/2008,
Dz.U. L 142 str. 1-739), zwalidowanych przez EURL ECVAM, lecz nie zawartych
jeszcze w ustawodawstwie UE oraz metod w trakcie rozwoju i walidacji. Ponadto
organizacja ta stworzyta baze danych metod alternatywnych EURL ECVAM
DataBase Service on Alternative Methods (DB-ALM) (http://ecvam-
dbalm.jrc.ec.europa.eu), gdzie dostepne s3gaktualne, doktadne, techniczne
informacje na temat wykonywania testow in vitro, ich zastosowania, zalet i wad.

Do metod alternatywnych oceny mutagennosci igenotoksycznosci
zwalidowanych przez EURL ECVAM, lecz nie zawartych jeszcze w ustawodawstwie
UE nalezy test mikrojadrowy in vitro (OECD 2014, Test Nr 487). Natomiast test
kometowy jest metoda alternatywng w trakcie rozwoju iwalidacji. Chociaz
zapotrzebowanie na metody alternatywne jest ogromne, to jednak trzeba pamietac
ze proces rozwoju, walidacji i implementacji do ustawodawstwa nowej metody
alternatywnej jest dtugi i zajmuje okoto 8 lat.

Metody alternatywne oceny mutagennosci igenotoksycznoSci zawarte

w Rozporzadzeniu Komisji (WE) NR 440/ 2008 przedstawiono w Tabeli 2 (str. 41).
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Tabela 2. Testy oceny mutagenno$ci i genotoksycznosci zgodne z wymogami UE i OECD.

Symbol testu Symbol testu
Nazwa testu wg Rozp. (WE) wg OECD Test

NR 440/2008 Guideline
Test mutacji powrotnych Salmonella typhimurium (test

EU B.13/14. OECD TG 471
Amesa)
Test mutacji genowych Saccharomyces cerevisiae EU B.15. OECD TG 480*
Test mutacji genowych w komoérkach ssakdw in vitro? EU B.17. OECD TG 476
Badanie recesywnych mutacji letalnych zwigzanych

EU B.20. OECD TG 477*
z ptcig Drosophila melanogaster
Test plamkowy na myszach (mutacje komérek

EU B.24. OECD TG 484*
somatycznych in vivo)
Test mutacji genowych w locus tk in vitrod OECD TG 490
Test mutacji genowych w komoérkach somatycznych

i genowy ey OECD TG 488

i rozrodczych zwierzat transgenicznych®
Test aberracji chromosomowych w komérkach

EU B.10. OECD TG 473
ssakéw in vitro
Test aberracji chromosomowych w szpiku kostnym

EUB.11. OECD TG 475
ssakéw in vivo
Test mikrojadrowy w erytrocytach ssakdw in vivo EU B.12. OECD TG 474
Badanie dominujgcych mutacji letalnych na gryzoniach  EU B.22. OECD TG 478
Badanie aberracji chromosomowych

EU B.23. OECD TG 483
w spermatogoniach ssakéw
Test dziedzicznych translokacji na myszach EU B.25. OECD TG 485
Test mikrojadrowy na komoérkach ssakéw in vitrob OECD TG 487
Test rekombinacji mitotycznych w komoérkach

EU B.16. OECD TG 481*
Saccharomyces cerevisiae
Nieplanowa synteza DNA. (Badanie w komoérkach

EUB.18. OECD TG 482*
ssakdéw in vitro)
Test wymiany chromatyd siostrzanych in vitro EU B.19. OECD TG 479*
Test nieplanowej syntezy DNA w komdérkach watroby

EU B.39. OECD TG 486
ssakow in vivo
Test kometowy in vivob OECD TG 489

*Metody badawcze nierekomendowane przez OECD od 2013 r. (zarchiwizowane/usuniete

metody badawcze). 2Po weryfikacji, metoda TG 476 stuzy tylko do oceny mutacji genowych
komoérek ssakow wlocus hprt lub xprt. PMetody w trakcie walidacji przez EURL ECVAM

(https://eurl-ecvam.jrc.ec.europa.eu/).
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Nowe wytyczne dotyczace strategii testowania mutagennosci i genotoksycznosci
zaproponowane przez OECD w sierpniu 2015 r. zostaty uwzglednione w Tabeli 2
(str. 41) (OECD Genetic Toxicology Test Guidelines, 2015). Decyzja o usunieciu
niektorych metod badawczych np. testu mutacji genowych w komoérkach
Saccharomyces cerevisiae zostala podjeta na podstawie obserwacji, zktorych
wynika, iZ metody te sg rzadko uzywane w poszczeg6lnych krajach legislacyjnych
oraz wzwigzku zdostepnoScia nowszych badan wykazujacych wieksza
skuteczno$¢ wocenie tych samych efektow koncowych. Ponadto, badania
przeprowadzane w komorkach ssakow sgszczegélnie wskazane przy ocenie
mutagennosci igenotoksyczno$ci ksenobiotykéw, gdyz bardziej przyblizaja

nas do proceséw majacych miejsce w organizmie cztowieka.

3.1. Algorytm badania mutagennosci i genotoksycznosci w UE

Zgodnie z wytycznymi OECD substancje chemiczne przed wprowadzaniem
na rynek wymagaja kompleksowej oceny aktywnos$ci mutagennej i genotoksyczne;j.
Zaden pojedynczy test nie jest w stanie wykry¢ wszystkich istotnych czynnikéw
mutagennych i genotoksycznych (Cimino, 2006; Eastmond i wsp., 2009).

Uwaza sie, ze za indukcje somatycznych (wlgczajagc kancerogeneze)
oraz dziedzicznych defektéw s3 odpowiedzialne mutacje genowe albo aberracje
chromosomowe. Ksenobiotyki moga indukowa¢ wiecej niz jedng zmiane
w materiale  genetycznym. Zatem, ocena potencjalnej  mutagennoSci
i genotoksycznos$ci zwigzkow chemicznych powinna opiera¢ sie na zestawie
testow obejmujacych obserwacje zmian na poziomie genowym i chromosomowym
(Cao i wsp., 2014; Gollapudi i wsp., 2013; Johnson i wsp., 2014; MacGregor i wsp.,
2015a).

Opracowana przez Miedzynarodowa Konferencje ds. Harmonizacji (ICH
Guideline S2(R1), 2011) strategia wykonywania badan genotoksycznoSci
i mutagennosci  potencjalnych  substancji  leczniczych (dla  przemystu
farmaceutycznego) ma na celu ujednolicenie naukowych i technicznych aspektéow
rejestracji produktow leczniczych. ICH dazy do zmniejszenia lub wyeliminowania
konieczno$ci  powtarzania testow przeprowadzonych w trakcie badan

nad poszukiwaniem irozwojem nowych lekéw, poprzez zalecanie sposobdéw
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osiggniecia wiekszej harmonizacji w zakresie interpretacji istosowania

wytycznych technicznych oraz wymagan dotyczacych rejestracji produktu.

Testowany zwiazek
leczniczy

Badania in vitro
test Amesa, CA, MLA

Pozytywne wyniki w Negatywne
jednym lub wiecej wyniki
testach

Test cytogenetyczny in vivo
(szpik kostny / krew)

Test in vivo

Test mutacji
genowych in vivo (np.
transgeny u gryzoni)

Testy genotoksycznosci
w innych tkankach (np.
test kometowy)

Rycina 9. Schemat strategii badan genotoksycznosci i mutagennosci potencjalnych substancji
leczniczych. CA - test aberracji chromosomowych w komoérkach ssakéw in vitro; MLA - test mutacji
genu kinazy tymidynowej wkomdrkach chioniaka myszy). Opracowano napodstawie ICH
Guideline S2(R1), 2011.

Harmonizacja ma na celu doprowadzenie do bardziej oszczednego
wykorzystania zasobéw ludzkich, zwierzat i $rodkéw, oraz eliminacji zbednych
op6znien w rozwoju idostepnosci nowych lekéw, przy zachowaniu gwarancji
jakosci, bezpieczenstwa iskuteczno$ci oraz poszanowaniu regulacji ochrony
zdrowia publicznego (ICH Guideline S2(R1), 2011). Strategie testowania
genotoksyczno$ci i mutagennosci zgodnie zwytycznymi ICH przedstawiono

na schemacie (Rycina 9, str. 43).
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3.2. Testy alternatywne in vitro genotoksycznosci i mutagennosci

3.2.1. Testy rekomendowane przez UE i OECD

Test Amesa (test rewersji mutacji w komodrkach bakteryjnych; EU B.13/14.)

W teScie Amesa wykorzystuje sie odpowiednio skonstruowane szczepy
Salmonella typhimurium, zawierajagce rézne mutacje w operonie histydyny
(auksotroficzne mutanty o fenotypie his-). Mutanty his-, naskutek utraty
zdolnosci syntezy histydyny, nie sg zdolne do wzrostu na pozywce minimalnej,
pozbawionej L-histydyny (Maron i Ames, 1983). Zdolno$¢ do wzrostu na pozywce
bez histydyny moze zmutowanym komoérkom bakteryjnym przywroci¢ mutacja
powrotna (rewersja) do form protroficznych o fenotypie his+. W teScie Amesa
okresla sie zdolno$¢ do wywotywania przez badang substancje chemiczng mutacji
powrotnych czyli rewersji.

Ponadto, do szczepow testowych wprowadzana zostata mutacja rfa
zwiekszajaca  przepuszczalno$¢ btony komdrkowej ~w wyniku  zmiany
jej sktadnikoéw lipopolisacharydowych oraz delecja AuvrB zmniejszajaca zdolno$¢
naprawy materiatu genetycznego poprzez wycinanie uszkodzonych fragmentow
i zastepowanie ich prawidtowymi. Z przyczyn technicznych oprécz genu uvrB
wycieto rowniez dwa geny: gen kodujacy synteze biotyny (gen bio),
co spowodowato, Ze bakterie potrzebuja do wzrostu takze biotyny, oraz gen
kodujacy reduktaze nitrowa (gen chl) (Maron i Ames, 1983; Mortelmans i Zeiger
2000). Plazmid pKM101 (czynnik R) warunkuje opornos$¢ bakterii na ampicyline
oraz zawiera gen mucAB, ktoéry powoduje stymulacje systemu btednej naprawy
DNA. Plazmid pKM101, zwieksza czulo$¢ szczepéw testowych na wykrywanie
mutacji indukowanych przez nitrowe i aminowe pochodne wielopierscieniowych
weglowodorow aromatycznych (WWA). W Tabeli 3 (str. 45) przedstawiono
charakterystyke szczepow S. typhimurium rekomendowanych w testowaniu
mutagennosci.

W przypadku mutagenéw nie dziatajacych bezposrednio, wymagana jest
ich metaboliczna aktywacja. NajczeSciej wtym celu stosuje sie frakcje S9,
otrzymywang z homogenatow watroby szczuréw poddanych dziataniu Arochloru

1254 (mieszanina polichlorowanych bifenyli).
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W teScie wykorzystuje sie kilka szczepow bakteryjnych, ze wzgledu
na ich zréznicowang podatno$¢ na czynniki mutagenne. Do rutynowych badan
przesiewowych zaleca sie stosowanie, co najmniej pieciu szczepéw bakteryjnych
(Mortelmans i Zeiger, 2000):

e S. typhimurium TA1535

e S. typhimurium TA1537 lub TA97

e S. typhimurium TA98

e S typhimurium TA100

e E. coliWP2 uvrAlub E. coli WP2 uvrA (pkM101) lub S. typhimurium TA102

Tabela 3. Charakterystyczne mutacje szczepu S. typhimurium (Mortelmans i Zeiger, 2000).

Mutacje dodatkowe

Miejsce

Szczep mutacji Typ mutacji LPS Naprawa Plazmid
DNA

TA1535 hisG46 podstawienie pary zasad rfa AuvrB

TA100 hisG46 podstawienie pary zasad rfa AuvrB pKM101

TA1538 hisD3052 przesuniecie ramki odczytu rfa AuvrB

TA98 hisD3052 przesuniecie ramki odczytu rfa AuvrB pKM101

TA1537 hisC3076 przesuniecie ramki odczytu rfa AuvrB

TA97 his01242 przesuniecie ramki odczytu rfa AuvrB pKM101

TA102 hisG428 tranzycje, transwersje, mate fa szczep dziki pKM101
delecje pAQ1

Szczepy S. typhimurium TA1537, TA97 i TA98 s3 wrazliwe na dziatanie
mutagenéw wywotujacych mutacje typu zmiany ramki odczytu, za$ szczepy
TA1535 i TA100 pozwalajg wykry¢ mutageny wywotujagce mutacje typu zamiany
pary zasad. Szczepy S. typhimurium TA97, TA98, TA100 w wyniku delecji genu
kodujacego enzymy wycinajace dimery pirymidynowe (uvrB) umozliwiajg
stwierdzenie indukcji uszkodzen, ktére sg usuwane przez ten system naprawy.
w szczepie S. typhimurium TA102 w miejscu zapisu rewersji znajduje sie mutacja
ochre (kodon stop). Szczep ten, w poréwnaniu do innych szczepow testowych, jest
bardziej wrazliwy na dziatanie zwigzkow utleniajacych, takich jak aldehydy
i ketony. Szczep TA102 umozliwia ponadto wykrycie zwigzkéw chemicznych
wywotujacych wigzania krzyzowe w DNA (Mortelmans i Riccio, 2000). Obecnie
wprowadzono do badan nowe szczepy YG1012, YG1021, YG1024 S. typhimurium
oraz NM 2009 S. typhimurium charakteryzujace sie zwiekszong aktywnoscig O-
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acetylotransferazy. Sa one bardziej czule na dziatanie heterocyklicznych amin
aromatycznych oraz ich pochodnych. Druga grupa nowych szczepéw sg TA 98NR
iTA 98/1-DNP6 o zwiekszonej aktywnoS$ci nitroreduktazy. Mozna dzieki
nim wykry¢ aktywno$¢ mutagenna nitrowych i aminopochodnych weglowodoréow

aromatycznych (Gee i wsp., 1998).

Test mutacji genowych w komorkach ssakow (EU B.17.)

Testy invitro mutacji genowych w komérkach ssakéw pozwalaja
na okreslenie czesto$ci wystepowania mutacji punktowych w okreslonych genach
w roznych komoérkach ssakéw. Do badan substancji chemicznych najczeSciej
stosuje sie: komorki chtoniaka myszy L5178Y, linie komorek swinki morskiej CHO,
CHO-AS52 i V79 oraz ludzkie komérki limfoblastyczne TK6 (OECD 2015, Test Nr
476). W komoérkach tych bada sie czesto$¢ mutacji w locus kinazy tymidynowe;j
(TK), fosforybozylotransferazy hipoksantynowo-guaninowej (HPRT)
oraz fosforybozylotransferazy =~ ksantynowo-guaninowej (XPRT). Systemy
identyfikujace mutacje genéw tk i hprt pozwalaja wykry¢é mutacje typu zmiany
zasady, zmiany ramki odczytu oraz mate delecje. Natomiast, autosomalne
umiejscowienie gendéw tk ixprt pozwala na wykrycie zaburzen genetycznych
(np. duzych delecji) niemozliwych do wykrycia przy uzyciu genu hprt
umiejscowionego na chromosomie X (Johnson, 2012). W testach tych wykorzystuje
sie hodowle komdrek rosngcych na podtozach selekcjonujacych. Podtoza
te zawieraja zwigzek toksyczny lub antymetabolit (nazywany czynnikiem
selekcjonujacym), dziatajacy toksycznie na wszystkie komérki, poza mutantami.
W tych warunkach tylko zmutowane komérki przezywaja i tworza kolonie.

Test mutacji genu kinazy tymidynowej (OECD 2015, Test Nr 490)
wykonywany jest przy uzyciu komdrek chtoniaka myszy L5178Y tk*/- (Mouse T cell
Lymphoma). W teScie stosowany jest umiejscowiony autosomalnie gen kinazy
tymidynowej (tk), bedacy reporterem mutacji powstatych pod wptywem badanego
zwigzku.

Metoda polega na hodowaniu komoérek w podtozach selekcjonujacych,
zawierajacych czynnik dziatajacy toksycznie na wszystkie komorki nie bedace
mutantami. Enzym kinaza tymidynowa (TK) umozliwia wbudowywanie tymidyny

ijej toksycznych analogéw ze 7zrodel egzogennych do komorki. Dodanie
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trifluorotymidyny (TFT) do medium hodowlanego pozwala na selekcje mutantéw
homo- iheterozygotycznych. Komérki, w ktoérych zaszta mutacja tk*/- > tk/-
nie produkuja aktywnego enzymu TK i sg oporne na cytotoksyczne dziatanie TFT
bedacej analogiem pirymidyny (Rycina 10). Komorki ze sprawnym genem tk
sg wrazliwe na TFT, ktéra hamuje metabolizm komérkowy i powstrzymuje dalszy
podziat komorki. Zmutowane komorki posiadaja zdolnosc¢ proliferacji w obecnosci
TFT, w odr6znieniu od prawidtowych komérek zawierajacych TK (Maisanaba
iwsp., 2015). Test mutacji genu tk umozliwia wykrycie zaré6wno aberracji

chromosomowych jak i mutacji punktowych.

th+/- mutacja tk-/-
Mutagen
&O +Trifluorotymidyna Q OO
O Qo O
3o : 03
Komorki TK-kompetentne (tk +/-) e Martwe komoérki TK-kompetentne (tk +/-) O

° Zywe komorki z niesprawnym genem TK O
(mutanty; tk-/-)

Rycina 10. Badanie in vitro mutacji genowych komoérek ssakéw (Guo i wsp., 2015).

Test aberracji chromosomowych w komorkach ssakéw (EU B.10.)
Cytogenetyczng metoda stosowang do wykrywania czynnikow
mutagennych i genotoksycznych jest test strukturalnych aberracji
chromosomowych (OECD 2014, Test Nr 473). WteScie tym wykorzystuje
sie wlasciwosci klastogenne (zdolno$¢ do tamania chromosomoéw) badanych
mutagendéw. Ztamania w chromosomach moga zosta¢ utrwalone ina skutek
interakcji zlamanych odcinkéw przeksztatcone wrdzne, nieprawidtowe

konfiguracje.
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Obserwuje sie aberracje typu chromosomowego, gdy uszkodzenia obejmuja
dwie chromatydy danego chromosomu metafazowego itypu chromatydowego,
gdy uszkodzenia dotycza jednej chromatydy. W przypadku aberracji
chromosomowych mutageny dziataty w fazie G1 lub Go, a wiec przed fazg replikacji
materiatu genetycznego. W przypadku aberracji chromatynowych mutageny
dziataty w p6Znej fazie S lub Gz, a wiec po replikacji materiatu genetycznego (Fei

iwsp., 2015).
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Rycina 11. Analiza aberracji strukturalnych w stadium metafazy (http://ghr.nlm.nih.gov/).

Uszkodzenia chromosomow mozna obserwowac i analizowa¢ w dzielgcych
sie komérkach w stadium metafazy (Rycina 11). Jest to etap cyklu komérkowego,
w ktérym DNA wystepuje w formie skondensowanej, zespiralizowanej tworzac
rozroznialne chromosomy podzielone na dwie chromatydy spiete centromerem.

Materiatem do testu w warunkach in vitro mogg by¢ rézne rodzaje komorek
np. limfocyty krwi obwodowej, fibroblasty, trofoblasty lub komérki ptynu

owodniowego.

Test nieplanowanej syntezy DNA (EU B.18.)

Test nieplanowanej syntezy DNA (UDS) pozwala wskaza¢ genotoksyczne
substancje chemiczne, indukujace naprawe uszkodzen w materiale genetycznym
(OECD 1986, Test Nr 482). W tescie UDS uzywane s3 najczeSciej fibroblasty

ludzkie, komérki CHO lub linie transformowanych komoérek ludzkich (HeLa).
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Mechanizm usuwania uszkodzen w UDS polega na wycieciu fragmentu DNA
zjednej nici podwodjnej helisy, anastepnie zastgpieniu nukleotydami
nie uszkodzonego DNA, dzieki mozliwos$ci uzycia przeciwlegtych nici jako matrycy
i wlaczenia nowo utworzonego fragmentu do poprzednio istniejacej nici. Proces
ten nazwano reperacja wycietego miejsca iodbudowa czasteczek DNA.
Nieplanowana synteza DNA ro6zni sie od semikonserwatywnej replikacji DNA
w fazie S cyklu komérkowego Eucaryota (Doida i Miller, 1992). Jest to bowiem
synteza DNA majgca miejsce jedynie podczas reperacji uszkodzonego odcinka
izachodzi wcatym genomie niezaleznie od syntezy DNA przed podzialem
komoérkowym. W procesie tym dochodzi do tworzenia adduktéw DNA z badanym
zwigzkiem lub ewentualnym metabolitem. Endonukleaza wycina uszkodzone
odcinki DNA, a polimerazy uzupetniajg wyciete fragmenty. Poziom syntezy
reperacyjnej zalezy od typu uszkodzenia, czy tez wielkosSci reperowanego odcinka

DNA (Le Hégarat i wsp., 2004).

3.2.2. Pozostale testy in vitro do oceny genotoksycznos$ci i mutagennosci

Test kometowy

Podstawowa metoda analizy stopnia fragmentacji DNA na skutek dziatania
czynnikéw genotoksycznych jest elektroforeza zelowa pojedynczych komorek
(single cell gel electrophoresis) nazywana testem kometowym (Comet assay) (OECD
2014, Test Nr 489). Metoda ta identyfikuje jednoniciowe i dwuniciowe pekniecia
DNA oraz wszelkie modyfikacje chemiczne (miejsca apurynowe, niestabilne
addukty) ienzymatyczne (uszkodzenia oksydacyjne), ktére moga przeksztatci¢
sie w pekniecia. Test kometowy daje mozliwos¢ detekcji uszkodzen DNA
na poziomie pojedynczej komérki umozliwia okreslenie wrazliwo$ci na okreslony
czynnik genotoksyczny, a takze sprawno$¢ naprawy uszkodzen (Hoff Brait i wsp.,
2015; Yujra i wsp., 2015).

Materiatem wykorzystywanym do badania moga by¢ wszystkie rodzaje
komorek eukariotycznych lub fragmenty tkanek, zktéorych mozna uzyskac
zawiesine. Stopien uszkodzenia DNA, ktoremu towarzyszy jego fragmentacja,
ocenia sie w wybarwionych preparatach poprzez analize obrazéw w mikroskopie

fluorescencyjnym (Rycina 12). Sg to charakterystyczne obrazy ,komet”
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zwyodrebnionymi  wnich ,glowami” i,ogonami”’. ,Glowa” to miejsce
unieruchomienia komorki przed lizg, ,,ogon” to uszkodzone fragmenty DNA. Miarg
poziomu uszkodzenn DNA jest dtugo$¢ ogona iilos¢ zawartego wnim DNA
(Sowmithra i wsp., 2015; Girardello i wsp., 2016). Szybkos¢ i tatwo$¢ wykonania
testu, jego czutos$¢ i mozliwo$¢ stosowania dowolnych komorek eukariotycznych
oraz nieinwazyjno$¢ sprawiajg, ze moze by¢ wykorzystany do wstepnego badania
witasciwosci genotoksycznych ksenobiotykéw. Nie jest to jednak szeroko
stosowany test, wymaga bowiem opracowania jednolitej procedury stosowanej
we wszystkich laboratoriach na calym $wiecie, co pozwoli na poréwnywanie

wynikéw wedtug jednakowych parametrow.

Rycina 12. Obraz komet uzyskany w mikroskopie fluorescencyjnym. Uszkodzenia materiatu
genetycznego pod wplywem czynnika genotoksycznego powoduja szybsza migracje DNA w polu
elektrycznym, co po wybarwieniu nadaje jadru komérkowemu ksztatt komety, ktérej gtowa jest
pozostato$¢ jadra, a ogonem rozciggniete w wyniku elektroforezy fragmenty DNA (Saska i wsp.,
2015).

Test mikrojadrowy in vitro

W warunkach in vitro test mikrojadrowy wykonywany jest w obecnoSci
cytochalazyny B (bloker cytokinezy) przy uzyciu linii komérkowej CHO-K1
(komorki jajnika chomika chinskiego), wskazanej przez wytyczng OECD 487.
Zastosowanie cytochalazyny B - czynnika, ktéry blokujac mitotyczng cytokineze
hamuje powstanie bruzdy podzialowej, pozwala naanalize mikrojader
w komorkach, ktore ukonczyty pierwszy podziat po rozpoczeciu hodowli in vitro
(komérki dwujadrzaste) oraz umozliwia akumulacje wszystkich komorek
dwujadrzastych (Rycina 13, str. 51) bez wzgledu na stopien synchronizacji w cyklu
komorkowym irozmiar populacji dzielgcych sie komorek az do skonczenia

hodowli (Randa i wsp., 2008; Hatzi i wsp., 2015).
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Rycina 13. Dwujadrzaste komorki zawierajace mikrojadro (http://reconstructed-human-
epidermis.com/epics/genotox/).

Barwienie kinetochoréw lub barwienie centromeréw technikg FISH
(Fluorescence In Situ Hybridization) pozwala na rozpoznanie czy mikrojadro
zostalo utworzone przez fragment centryczny oderwany od jednej badz
obu chromatyd, czy tez utworzone zostato przez caty chromosom (Rastkhah i wsp.,

2016).

Test SOS/umu

Test SOS/umu opiera sie na zdolno$ci indukcji ekspresji genu UmuC
w operonie SOS przez czynniki uszkadzajagce DNA. W teScie wyKkorzystuje
sie szczep bakterii Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002 (Oda i wsp., 1985).
Gen UmuC, w powigzaniu zinnymi indukowalnymi genami recA, lexA i UmuD
odpowiada za tzw. mutageneze bakteryjna, nazywang procesem reperacji SOS.
Indukcja genu UmuC, potaczonego w funkcjonalng cato$¢ z genem LacZ, mierzona
jest poziomem aktywnosci wewnatrzkomorkowej B-galaktozydazy,
przy jednoczesnej delecji naturalnego regionu LacZ w genomie bakteryjnym
(Reifferscheid iwsp., 1991; PowroZnik iwsp., 2015). Zwielokrotnienie ukiadu
UmuC-LacZ na licznych kopiach plazmidu pSK1002 znacznie przyspiesza
odpowiedZ inadaje szczepowi testowemu wysoka czuto$¢. Ponadto, w celu
uwrazliwienia na genotoksyny, szczep testowy zawiera dodatkowe modyfikacje
genetyczne: mutacje rfa zwiekszajaca przepuszczalnos¢ btony
lipopolisacharydowej, co utatwia genotoksynom penetracje do $rodka komorki
bakteryjnej oraz delecje regionu uvrB skutkujaca utrata mozliwoSci naprawy

genomu poprzez wycinanie Zle sparowanych zasad.
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SOS-Chromotest

Zasada testu opiera sie na uruchomieniu procesu naprawy DNA, zwanego
systemem SOS, w komorkach bakterii Escherichia coli K12 PQ37 (Kaur iwsp.,
2012; Kocak, 2015). Jego uruchomienie wskazuje na uszkodzenie DNA. W systemie
naprawy SOS kluczowag role odgrywaja dwa geny: lexA kodujacy represor
dla wszystkich genoéw systemu SOS (ponad 15 znanych) irecA kodujacy biatko
zdolne do przecinania represora lexA. Miarg genotoksycznosSci jest aktywnos$¢ -
galaktozydazy, ktorej gen strukturalny potaczony jest z genem sfiA (sfiA;lacZ).
Aktywno$¢ -galaktozydazy jest SciSle zalezna od ekspresji genu sfiAd. Ponadto
szczep uzywany do badan pozbawiony jest systemu naprawy przez wycinanie
uszkodzen DNA - uvrA oraz posiada mutacje rfa zwiekszajacg przepuszczalnos¢
btony komérkowej dla duzych czasteczek zwigzkow organicznych (Sharma i wsp.,
2015). Konstytutywna synteza fosfatazy alkalicznej, pozwala na ocene
toksycznosci badanych zwigzkéw. Wedlug danych literaturowych (McDaniels
iwsp., 1990) zgodnos¢ SOS-Chromotestu ztestem Amesa jest bardzo duza.
Sposrod 83 zwigzkéw chemicznych zbadanych za pomocg testu Amesa wykazano
mutagennos$¢ dla78 %, a testem SOS dla 75 % badanych substancji. Uwaza
sie, ze SOS-Chromotest, dostepny w zestawach do szybkich badan mutagennoSci,

daje mniej fatszywych dodatnich wynikéw niz test Amesa.

52



I1 Zalozenia i cel pracy



Il Zatozenia i cel pracy

Ocena witasciwosci mutagennych igenotoksycznych jest jednym
z obowigzkowych etapoéw postepowania przy wprowadzaniu do badan klinicznych
nowych substancji o potencjalnym dziataniu terapeutycznym. Wzrost wymagan,
stawianych nowym lekom przez agencje rejestrujace (FDA, EMA) dotyczacych
bezpieczenstwa, skutkuje zwiekszong liczbg czasteczek odrzucanych na kolejnych
etapach rozwoju, a co za tym idzie zwiekszeniem kosztéw wprowadzenia nowego
leku na rynek. Istnieje wiec potrzeba stosowania technik i narzedzi
umozliwiajgcych odrzucenie takich czasteczek na mozliwie wczesnym etapie
poszukiwania nowego leku (Cimino iwsp. 2006; MacGregor iwsp., 2015).
Mozliwo$¢ zastosowania szybkich i tanich testéw mikrobiologicznych oraz modeli
komputerowych do wstepnej oceny potencjalnych kancerogenéw i mutagenow,
stanowi cenng alternatywe dlabadan na zwierzetach (Muster iwsp. 2008;
Gollapudiiwsp., 2013). Waznym argumentem przemawiajagcym za szeroka
i wcigz rosngca gama modeli realizowanych w warunkach in silico oraz in vitro
sagwzgledy  humanitarno-etyczne  wskazujace  na konieczno$¢  uzyskania
maksymalnej mozliwej redukcji doSwiadczen przeprowadzanych na zwierzetach
oraz optymalizacja koniecznych badan prowadzonych z udzialem ludzi.

Jak juz wspomniano we Wstepie, do oceny dziatania mutagennego
i genotoksycznego substancji chemicznych opracowano szereg testéw, ktére
przeprowadza sie na réznych organizmach, poczawszy od komoérek bakteryjnych,
a skonczywszy na hodowlach komérkowych ssakéw, w tym cztowieka (Erickson,
2010). Taka mozliwos¢ istnieje ze wzgledu na uniwersalno$¢ DNA, jako materiatu
genetycznego. Zuwagina fakt, Zze budowa DNA izasada tworzenia kodu
genetycznego sg wspolne dla wszystkich zywych organizméw, wyniki otrzymane
przy ocenie dziatania zwigzku chemicznego najeden gatunek, moga postuzyc
do przewidywania mozliwych skutkow genetycznych w komorkach cztowieka
(MacGregor i wsp., 2015a).

Celem projektu obejmujacego prace doktorska jest przeprowadzenie badan
szacujacych witasciwo$ci mutagenne igenotoksyczne dla 36 nowych zwigzkow
chemicznych o ustalonej aktywnos$ci w osrodkowym uktadzie nerwowym

wybranymi metodami in silico oraz in vitro.
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Pierwsza grupa badanych zwigzkéw obejmuje 20 chiralnych i achiralnych
pochodnych réznych aroksyalkiloaminoalkanoli (1-20, Rycina 14), ktérych
aktywnos¢ przeciwdrgawkowa zostata potwierdzona w badaniach
farmakologicznych in vivo wykonanych w ramach Programu Rozwojowego Lekow
Przeciwpadaczkowych (Antiepileptic Drug Development Program, ADD)
realizowanego w amerykanskim Narodowym Instytucie Zdrowia (NIH)
w Rockville. Zwigzki 1-20 zostaly poddane skriningowi w teScie maksymalnego
elektroszoku (MES) iteScie pentetrazolowym (scMet) oraz badaniom
neurotoksyczno$ci  wteScie preta  obrotowego umyszy  po podaniu
dootrzewnowym (Waszkielewicz iwsp., 2015). Dla najbardziej aktywnych
zwigzkOow zostaty wyznaczone wartosci EDso oraz TDso. Ponadto niektore
pochodne wykazywaty aktywno$¢ winnych zwierzecych modelach drgawek,
takich jak test 6-Hz, model drgawek indukowanych pilokarping, czy tez model

drgawek rozniecanych u szczurow.
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Rycina 14. Pochodne (A) aroksyalkiloaminoalkanoli (1-20), (B) sulfonamidowych pochodnych
aryloksyetylo amin alicyklicznych (21-28) oraz (C) sulfonamidowych pochodnych arypiprazolu
(29-36).

Druga grupe badanych zwigzkéw stanowi 16 nowych potaczen, ktoére
sg sulfonamidowymi pochodnymi aryloksyetylo amin alicyklicznych (21-28)
oraz sulfonamidowymi pochodnymi arypiprazolu (29-36) o wieloreceptorowym

mechanizmie dziatania; wykazujacych potencjal terapeutyczny w leczeniu
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afektywnych  schorzen typu depresyjnego, lekowego oraz schorzen
psychotycznych (Zajdel i wsp., 2012a,b; Zajdel i wsp., 2013; Zajdel i wsp., 2015).
Przedstawiciele tej serii pochodnych, wykazywali wysokie powinowactwo
do receptoréow 5-HT7 i cechy antagonistéw tych miejsc wigzacych i rownocze$nie
mieszany profil receptorowy 5-HTia/5-HT2a/5-HT7 oraz 5-HT2a/5-HT5,
takze aktywno$¢ antagonistyczng do postsynaptycznych receptoréw 5-HTia, 5-
HT2a i D2. Struktury ogdlne zwigzkéw 21-36 przedstawiono na Rycinie 14 (str. 55).

W ramach realizacji zadan badawczych zaplanowano ocene przydatnos$ci
mikrobiologicznego testu Vibrio harveyi do szybkiej skriningowej oceny
aktywno$ci mutagennej nowych zwigzkéw chemicznych o potencjale
terapeutycznym.

W ramach pracy zostang podjete takze préby zmierzajace do opracowania
testu mutagennosci Vibrio harveyi w formacie mikroptytki. Obecnie referencyjny
test Amesa szacujgcy witasciwo$ci mutagenne jest rowniez wykonywany
w takiej formie, poniewaz mikrometody staty sie nowym, standardowym obliczem
nowoczesnej biologii molekularnej, biotechnologii oraz biochemii.

Ze wzgledu na prosta mozliwos¢ modyfikacji metodyki testu Amesa
oraz Vibrio harveyi, zaplanowano takze oznaczenie aktywnos$ci antymutagennej
badanych zwigzkow.

Przedstawione cele rozprawy doktorskiej zostang zrealizowane w oparciu
o szczegbtowy plan pracy, na ktory sktada sie:

1. ocena potencjatu mutagennego badanych grup zwigzkéow 1-36 metodami
in silico z wykorzystaniem programu komputerowego OSIRIS Property Explorer;

2. ocena potencjalu mutagennego zwigzkow 1-36 metodami in vitro
z wykorzystaniem:

a) referencyjnego testu Amesa

b) testu Vibrio harveyi

c) testu Vibrio harveyi w wersji mikroptytkowej;

3. ocena potencjatu genotoksycznego zwigzkéw 3-5, 7-12, 14-28 przy uzyciu
mikroptytkowego testu SOS/umu;

4. oznaczanie potencjatu antymutagennego zwigzkéw 1-36 w zmodyfikowanym
tescie:

a) Amesa
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b) Vibrio harveyi

Wydaje sie, Ze wten sposob zaplanowane badania mutagennosci
i genotoksycznos$ci pozwolg na racjonalny wybér sposréd badanych zwigzkow (1-
36) kandydatéw o wiasciwym profilu bezpieczenstwa do dalszych testow

przedklinicznych i klinicznych.
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Il Materiaty i metody

1. Materialy

1.1. Badane zwiazki

Zwiagzki 1-20, zostaty zsyntetyzowane w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej
Katedry Chemii Organicznej U] CM.

Zwiazki 21-36, zsyntetyzowano w Zaktadzie Chemii Lekéw Katedry Chemii

Farmaceutycznej U] CM.

1.2. Szczepy bakteryjne

Salmonella typhimurium TA100 [hisG46 rfa A(bio chlD uvrB), pKM101],
szczep otrzymano zZakladu Genetyki iMutagenezy Narodowego Instytutu
Higieny, Tokio, Japonia.

Szczep Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002, szczep komercyjny
z Xenometrix AG, Szwajcaria.

Vibrio harveyi: BB7, BB7M, BB7X i BB7XM (Tabela 4), szczepy otrzymano
z Katedry Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego.

Tabela 4. Charakterystyka szczepow testowych V. harveyi (Czyz i wsp., 2000).

Szczep Charakterystyka

BB7 szczep dziki

BB7M otrzymany w wyniku transformacji BB7 plazmidem pAB91273*

BR7X pochodna BB7, nadwrazliwa na $wiatto UV, mutant insercyjny w genie cgtA
(ozn. cgtA:Tn5TpMCS)

BB7XM otrzymany w wyniku transformacji BB7X plazmidem pAB91273*

*Plazmid pAB91273 zawiera gen mucAB, ktéry warunkuje mutageneze zalezng od systemu btednej
naprawy DNA i jednocze$nie opornos$¢ bakterii na ampicyline.

1.3. Skladniki pozywek i odczynniki

Agar Merck
Azydek sodu Sigma-Aldrich
Bulion odzywczy Oxoid Nr 2 Argenta
Chlorek sodu (NaCl) Chempur
D-biotyna Sigma-Aldrich

59



Dimetylosulfotlenek (DMSO)
Diwodorofosforan sodu (NaH2P04)
Ekstrakt wotowy

Glicerol

Glukoza

Kwas cytrynowy

L-histydyna HCl
4-nitro-0-fenylenodiaminy (4-NPD)
Neomycyna
N-tlenek-4-nitrochinoliny (NQNO)
Pepton

Siarczan magnezu (MgS04)

Woda do badan molekularnych
Wodorofosforan potasu (K2HPO4)
Wodorofosforan sodowo-amonowy (NaNH4sHPO4)

Wodorofosforan sodu (NazHPO4)

1.4. Materialy laboratoryjne

Kuweta polistyrenowa SEMIMIKRO do spektrofotometru
Mikroptytki typ pureGrade S, 96-dotkowe
Szalki Petriego (60 x 15 mm)

1.5. Komercyjne zestawy testowe

UmuC Easy CS

1.6. Aparatura

Czytnik mikroptytek LT-400
Komora laminarna
Mieszadto magnetyczne MS2
pH-metr

Spektrofotometr BioPhotometer

Il Materiaty i metody

Merck
Sigma-Aldrich
Merck

Pharma Cosmetic
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Pharma Cosmetic
Merck

Merck
Sigma-Aldrich
5Prime
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Greiner
Merck

Greiner

Xenometrix

Labtech
Alpina
IKA
Schott

Eppendorf
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Sterylizator parowy 2100 Classic Standard Prestige Medical
Termomikser Compact Eppendorf
Waga analityczna Radwag
Wiréwka laboratoryjna MiniSpin Eppendorf
Wiréwka laboratoryjna Mikro 22R Hettich
Wytrzasarka orbitalna KS130 IKA
Wytrzasarka orbitalna 358A Elpin-plus

1.7. Roztwory i bufory

1.7.1. Roztwory podstawowe

o 0,1 9% roztwory zwiqzkéw 3-5, 7-12, 14-28
Na wadze analitycznej odwazono kolejno po 1 mg zwigzkéw 3-5, 7-12, 14-28,

przeniesiono do probéwek Eppendorf i rozpuszczono w 1000 ul DMSO.

o 0,2 % roztwory zwiqgzkoéw 1-36
Na wadze analitycznej odwazono kolejno po 2 mg zwigzkéw 1-36, przeniesiono

do probowek Eppendorf i rozpuszczono w 1000 ul DMSO

o 0,4 % roztwory zwiqgzkéw 1-36
Na wadze analitycznej odwazono kolejno po 4 mg zwigzkéw 1-36, przeniesiono

do probowek Eppendorf i rozpuszczono w 1000 ul DMSO.

e 0,5 % roztwory zwiqgzkow 1-36
Na wadze analitycznej odwazono kolejno po 5 mg zwigzkéw 1-36, przeniesiono

do probowek Eppendorfi rozpuszczono w 1000 ul DMSO.
e 0,65 % roztwory zwiqzkéw 1-36

Na wadze analitycznej odwazono kolejno po 6,5 mg zwigzkéw 1-36, przeniesiono

do probowek Eppendorf i rozpuszczono w 1000 ul DMSO.
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e 0,8 % roztwory zwiqzkow 1-36

Na wadze analitycznej odwazono kolejno po 8 mg zwigzkéw 1-36, przeniesiono

do probowek Eppendorf i rozpuszczono w 1000 ul DMSO.

o 1,25 9% roztwory zwiqzkéw 3-5, 7-12, 14-28

Na wadze analitycznej odwazono kolejno po 12,5 mg zwigzkéw 3-5, 7-12, 14-28,

przeniesiono do proboéwek Eppendorf i rozpuszczono w 1000 ul DMSO.

e 0,1 % roztwory N-tlenku-4-nitrochinoliny (NQNO)
Na wadze analitycznej odwazono 1 mg NQNO, przeniesiono

Eppendorfi rozpuszczono w 1000 pl DMSO.

o 0,2 % roztwory NQNO

Na wadze analitycznej odwazono 2mg NQNO, przeniesiono

do probowki

do probowki

Eppendorf irozpuszczono w 1000 ul wody do badan molekularnych. Otrzymany

roztwor umieszczono w termomikserze i wytrzasano (temp. 30°C, 500 rpm).

o 0,4 9% roztwory NQNO
Na wadze analitycznej odwazono 4 mg NQNO, przeniesiono

Eppendorfi rozpuszczono w 1000 pl wody do badan molekularnych.

o 0,5% roztwory NQNO
Na wadze analitycznej odwazono 5mg NQNO, przeniesiono

Eppendorfi rozpuszczono w 1000 pl DMSO.

e 0,65 9% roztwory NQNO
Na wadze analitycznej odwazono 6,5mg NQNO, przeniesiono

Eppendorfi rozpuszczono w 1000 pl DMSO.

o 1,25 9% roztwory NQNO
Na wadze analitycznej odwazono 12,5 mg NQNO, przeniesiono

Eppendorfi rozpuszczono w 1000 pl DMSO.

do probowki

do probowki

do probowki

do probowki
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e 0,2 % roztwory azydku sodu (AS)
Na wadze analitycznej odwazono 2 mg AS, przeniesiono do probéwki Eppendorf

i rozpuszczono w 1000 pl wody do badan molekularnych.

o 0,4 % roztwory AS
Na wadze analitycznej odwazono 4 mg AS, przeniesiono do probdwki Eppendorf

i rozpuszczono w 1000 pl wody do badan molekularnych.

e 0,2 % roztwory 4-nitro-O-fenylenodiaminy (4-NPD)
Na wadze analitycznej odwazono 2 mg 4-NPD, przeniesiono do probdéwki

Eppendorfi rozpuszczono w 1000 pl DMSO

o 0,4 % roztwory 4-NPD
Na wadze analitycznej odwazono 4 mg 4-NPD, przeniesiono do probdwki

Eppendorfi rozpuszczono w 1000 pl DMSO.

o 0,8 % roztwory dimetylosulfotlenku (DMSO)
Na wadze analitycznej odwazono 8 mg DMSO, przeniesiono do probowki

Eppendorfi dodano 992 ul wody do badan molekularnych.

e 3 9% roztwory neomycyny
Na wadze analitycznej odwazono 30 mg antybiotyku irozpuszczono w 1000 pl

wody do badan molekularnych.

1.7.2. Roztwory robocze

o 40 ug% roztwory zwiqzkéw 1-36
Do probéwek Eppendorf odmierzono 990 ul wody do badan molekularnych

i dodano 10 pl roztwordw roboczych zwigzkéw 1-36 o stezeniu 4 mg%.

o 50 ug% roztwory zwiqgzkéw 1-36
Do probowek Eppendorf odmierzono 990ul DMSO idodano 10 pl

roztwordw roboczych zwigzkéw 1-36 o stezeniu 5 mg%.
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e 0,1 mg% roztwory zwiqzkéw 3-5, 7-12, 14-28
Do probowek Eppendorf odmierzono 900ul DMSO idodano 100 pl

roztwordw roboczych zwigzkéw 3-5, 7-12, 14-28 o stezeniu 1 mg%.

o 0,5mg% roztwory zwiqzkéw 1-36
Do probéwek Eppendorf odmierzono 997,5 ul wody do badan molekularnych

i dodano 2,5 pl roztwordw podstawowych zwigzkéw 1-36 o stezeniu 0,2 %.

e 0,65 mg% roztwory zwiqzkéw 1-36
Do probowek Eppendorf odmierzono 900 ul DMSO idodano 100 pl roztworow

roboczych zwigzkéw 1-36 o stezeniu 6,5 mg%.

o 1 mg% roztwory zwiqzkéw 3-5, 7-12, 14-28
Do probéwek Eppendorf odmierzono 990 ul DMSO idodano 10 ul roztworéw
podstawowych zwigzkéw 3-5, 7-12, 14-28 o stezeniu 0,1 %.

e 1,25 mg% roztwory zwiqzkow 3-5, 7-12, 14-28
Do probéwek Eppendorf odmierzono 900 ul DMSO idodano 100 pl roztworéw
roboczych zwigzkéw 3-5, 7-12, 14-28 o stezeniu 12,5 mg%.

o 4 mg% roztwory zwiqzkéw 1-36
Do probéwek Eppendorf odmierzono 990 ul wody do badan molekularnych

i dodano 10 pl roztworéw podstawowych zwigzkéw 1-36 o stezeniu 0,4 %.

e 5mg% roztwory zwiqzkéw 1-36
Do probéwek Eppendorf odmierzono 990 ul DMSO idodano 10 pl roztworow

podstawowych zwigzkéw 1-36 o stezeniu 0,5 %.
e 6,5mg% roztwory zwiqzkéw 1-36

Do probowek Eppendorf odmierzono 990ul DMSO idodano 10 pl

roztworow podstawowych zwigzkéw 1-36 o stezeniu 0,65 %.
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e 8 mg% roztwory zwiqzkéw 1-36
Do probéwek Eppendorf odmierzono 990 ul wody do badan molekularnych

i dodano 10 pl roztworéw podstawowych zwigzkéw 1-36 o stezeniu 0,8 %.

e 12,5mg% roztwory zwiqzkoéw 3-5, 7-12, 14-28
Do probéwek Eppendorf odmierzono 990 ul DMSO idodano 10 ul roztworow
podstawowych zwigzkéw 3-5, 7-12, 14-28 o stezeniu 1,25 %.

o 40 ug% roztwoér NQNO
Do probowki Eppendorf odmierzono 990 ul wody do badan molekularnych

i dodano 10 pl roztworu roboczego NQNO o stezeniu 4 mg%.

e 50 ug% roztwér NQNO
Do probéwki Eppendorf odmierzono 990 ul DMSO idodano 10 pl roztworu
roboczego NQNO o stezeniu 5 mg%.

e 0,1 mg% roztwér NQNO
Do probéwek Eppendorf odmierzono 900 ul DMSO idodano 100 pl roztworu
roboczego NQNO o stezeniu 1 mg%.

o 0,5mg% roztwér NQNO
Do probdéwki Eppendorf odmierzono 997,5 ul wody do badan molekularnych
i dodano 2,5 pl roztworu podstawowego NQNO o stezeniu 0,2 %.

o 0,65 mg% roztwér NQNO
Do probéwki Eppendorf odmierzono 900 ul DMSO idodano 100 pl roztworu
roboczego NQNO o stezeniu 6,5 mg%.

e 1 mg% roztwér NQNO

Do probéwki Eppendorf odmierzono 990 ul DMSO idodano 10 pl roztworu
podstawowego NQNO o stezeniu 0,1 %.
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e 1,25mg% roztwor NQNO
Do probéwki Eppendorf odmierzono 900 ul DMSO idodano 100 ul roztworu
roboczego NQNO o stezeniu 12,5 mg%.

o 4mg% roztwér NQNO
Do probowki Eppendorf odmierzono 990 ul wody do badan molekularnych

i dodano 10 pl roztworu podstawowego NQNO o stezeniu 0,4 %.

o 5mg% roztwér NQNO
Do probowki Eppendorf odmierzono 990 pl DMSO idodano 10 pl roztworu
podstawowego NQNO o stezeniu 0,5 %.

o 6,5mg% roztwér NQNO
Do probowki Eppendorf odmierzono 990 ul DMSO idodano 10 ul roztworu
podstawowego NQNO o stezeniu 0,65 %.

o 8mg% roztwér NQNO
Do probowki Eppendorf odmierzono 960 ul wody do badan molekularnych
i dodano 40 pl roztworu podstawowego NQNO o stezeniu 0,2 %.

o 12,5mg% roztwér NQNO
Do probéwki Eppendorf odmierzono 990 ul DMSO idodano 10 ul roztworu
podstawowego NQNO o stezeniu 1,25 %.

o 40 ug% roztwér AS
Do probéwki Eppendorf odmierzono 990 ul wody do badan molekularnych

i dodano 10 pl roztworu roboczego AS o stezeniu 4 mg%.

e 0,5mg% roztwor AS
Do probdéwki Eppendorf odmierzono 997,5 ul wody do badan molekularnych

i dodano 2,5 pl roztworu podstawowego AS o stezeniu 0,2 %.
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o 4mg% roztwor AS
Do probéwki Eppendorf odmierzono 990 ul wody do badan

i dodano 10 pl roztworu podstawowego AS o stezeniu 0,4 %.

o 40 ug% roztwor 4-NPD
Do probowki Eppendorf odmierzono 990 pl wody do badan

i dodano 10 pl roztworu roboczego 4-NPD o stezeniu 4 mg%.

o 0,5mg% roztwdr 4-NPD
Do probéwki Eppendorf odmierzono 997,5 ul wody do badan

i dodano 2,5 pl roztworu podstawowego 4-NPD o stezeniu 0,2 %.

e 4 mg% roztwor 4-NPD
Do probowki Eppendorf odmierzono 990 pl wody do badan

i dodano 10 pl roztworu podstawowego 4-NPD o stezeniu 0,4 %.

o 8mg% roztwdér DMSO
Do probowki Eppendorf odmierzono 990 ul wody do badan

i dodano 10 pl roztworu podstawowego DMSO o stezeniu 0,8 %.

1.7.3. Roztwory soli i buforow

e Roztwdr soli Vogel-Bonner (VB salts)

Tabela 5. Sktad roztworu soli Vogel-Bonner.

Sktadniki Ilos¢
Woda destylowana 650 ml
Siarczan magnezu (MgS04x H20) 10g
Kwas cytrynowy jednowodny 100 g
Wodorofosforan potasu (K;HPO4) 500g
Wodorofosforan sodowo-amonowy (NaNH4HPO.) 175g

molekularnych

molekularnych

molekularnych

molekularnych

molekularnych

W celu otrzymania roztworu soli Vogel-Bonner skiadniki podane w Tabeli5

rozpuszczono kolejno w wodzie destylowanej o temperaturze ok. 50°C, stale

mieszajgc az do catkowitego rozpuszczenia. Po sterylizacji roztwdr soli Vogel-

Bonnera stosowano do przygotowania podtoza minimalnego (Bottom agar, BA).

67



e (0,1 mM bufor sodowo-fosforanowy

Tabela 6. Sktad 0,1 mM buforu fosforanowego.

Sktadniki Ilos¢
Diwodorofosforan sodu (0,1 M) 120 ml
13,8 g NaH,PO4- H;0

Wodorofosforan sodu (0,1 M) 880 ml
14,2 g Na;HPO,4 - H20

Il Materiaty i metody

0,1mM bufor sodowo-fosforanowy sporzadzono zgodnie z wytycznymi zawartymi

w Tabeli 6. Nastepnie bufor doprowadzono do pH= 7,4 przy pomocy 0,1 M

Na;HPO4 i autoklawowano.

e 0,5 mM roztwor histydyny i biotyny

Tabela 7. Sktad 0,5 mM roztworu histydyny i biotyny.
|

Sktadniki Ilos¢
Woda destylowana 1000 ml
D-biotyna 124 mg
Chlorowodorek L-histydyny 96 mg

Roztwor przygotowano zgodnie z danymi zawartymi w Tabeli 7. Po sterylizacji

i ostudzeniu 0,5 mM

powierzchniowego.

e 10 % roztwor glukozy

roztwor

Tabela 8. Sktad 10 % roztworu glukozy.

Sktadniki Ilos¢
Woda destylowana 700 ml
Glukoza 100 g

histydyny

i biotyny dodano do agaru

Roztwor przygotowano zgodnie z danymizawartymi w Tabeli 8. Po sterylizacji

i ostudzeniu 10 % roztwor glukozy stosowano do przygotowania podtoza BA.
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2. Metodyka badan
2.1. Test Amesa

W teScie Amesa wykorzystywano nastepujace podioza mikrobiologiczne:
agar powierzchniowy (Top agar, TA); podioze minimalne (Bottom agar, BA);

bulion odzywczy (Oxoid nr 2), ktorych sktad przedstawiono ponize;.

e AgarTA

Tabela 9. Sktad agaru powierzchniowego.

Skladniki Ilos¢
Woda destylowana 900 ml
Agar 6g
Chlorek sodu 6g
Roztwdr histydyny i biotyny 100 ml

Po sterylizacji pozywke rozlano do 50 ml kolb Erlenmeyera ipozostawiono

do zestalenia.

e Bulion odzywczy

Tabela 10. Sktad bulionu odzywczego.

Skladniki Ilos¢
Woda destylowana 1000 ml
Oxoid nr 2 25g

Hodowle inamnazanie szczepu S. typhimurium TA100 prowadzono w bulionie

odzywczym Oxoid nr 2.

e Podtoze BA

Tabela 11. Sktadniki podtoza BA.

Sktadniki Ilos¢
Woda destylowana 900 ml
Agar 15¢g
Roztwor soli Vogel-Bonner 20 ml
10 % Roztwdr glukozy 50 ml

Po sterylizacji podtoze minimalne wystudzono do temperatury ok. 60 °C.

Nastepnie pozywke rozlano na szalki Petriego i pozostawiono do zestalenia.
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Procedura testu Amesa

Do kolby stozkowej o pojemnosci 100 ml odmierzono 20 ml bulionu
odzywczego Oxoid izaszczepiono szczepem testowym S. typhimurium TA100.
Hodowle inkubowano 12 h w temperaturze 37 °C. Po inkubacji hodowle calonocng
rozcienczono wecelu uzyskania gestoSci optycznej o  wartosci 0,15
(1x108komorek/ml). Nastepnie, do sterylnych probéwek o objetosci 5ml
dodawano kolejno:
e 0,5ml 0,1 M buforu fosforanowego (pH = 7,4)
e 0,1 ml hodowli szczepu S. typhimurium TA100
e 50 pl roztworéw roboczych (w stezeniach 50 ug% lub 0,65 mg%) badanych
zwigzkoéw (1-36) lub mutagenu wzorcowego (NQNO), osiagajac stezenie koncowe
testowanych substancji odpowiednio 4 pg% lub 50 pg%.
Réwnolegle wykonano kontrole negatywng, ktéra zawierata DMSO. Tak
sporzadzone mieszaniny inkubowano przez 20 min. w temperaturze 37°C.
Nastepnie do kazdej mieszaniny dodano po 2ml agaru powierzchniowego
o temperaturze 45°C. Zawarto$¢ kazdej probéwki doktadnie wymieszano i wylano
na powierzchnie plytki Petriego zpodtozem BA. Plytki inkubowano
w temperaturze 37 °C przez 48 h. Badanie dla kazdej préby zostato wykonane
w trzykrotnych powtdrzeniach. Po uptywie 48 godzin liczono kolonie rewertantéw
his+, ktore wyrosty na poszczegélnych szalkach (Maron i Ames, 1983; Mortelmans
i Zeiger, 2000). Procedure testu Amesa przedstawiono na Rycinie 15 (str. 71).

Wyniki uzyskane w teScie Amesa przedstawiono, jako wspotczynnik
mutagennosci (MI), bedacy ilorazem S$redniej liczby rewertantéow his+
indukowanych przez testowany zwigzek na ptytce i $redniej liczby rewertantow
his+ powstatych spontanicznie. Zgodnie z procedurg za mutagenne uznawano
te zwigzki, ktore dawaty co najmniej dwukrotny wzrost liczby rewertantéw his+
w stosunku do kontroli negatywnej (DMSO lub H20) (wspo6tczynnik mutagennosci
MI = 2) (Mortelmans iZeiger, 2000). Wspoétczynnik mutagennos$ci obliczano
Ze WZOru:

MI = ni/ns

gdzie:
n; - liczba rewertantow his+ indukowanych przez testowany zwigzek chemiczny

n; - liczba rewertantéw his+ spontanicznych
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0,1 M bufor
fosforanowy

100 S500ul 50

Szczep testowy m m ExEhis Badna

S. typhimurium lub kontrola
W Zml
_—
TA

-

Inkubacja
37°C,48h

Odczyt plytek

Rycina 15. Etapy testu Amesa (Mortelmans i Zeiger, 2000).

2.2. Test Vibrio harveyi
Rodzaje i sktad podiozy mikrobiologicznych niezbednych

do przeprowadzenia testu Vibrio harveyi przedstawiono ponizej.

e Pozywka BOSS z agarem

Tabela 12. Sktad pozywki BOSS z agarem.

Sktadniki Ilos¢
Woda destylowana 1000 ml
Pepton 10g
Ekstrakt wotowy 3g
Chlorek sodu (NacCl) 30g
Glicerol 1ml
Agar 10g
Roztwér neomycyny (3 %) 3,4 ml

Po sterylizacji pozywke BOSS z agarem wystudzono do temperatury ok. 50 °C,

nastepnie dodano roztwoér neomycyny o stezeniu 3 %. Koncowe stezenie
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antybiotyku w pozywce wynosito 10 mg%. Podtoze rozlano na szalki Petriego

i pozostawiono do zestalenia.

e Pozywka BOSS

Tabela 13. Sktad ptynnej pozywki BOSS.

Sktadniki Ilos¢
Woda destylowana 1000 ml
Pepton 10g
Ekstrakt wotowy 3g
Chlorek sodu (NaCl) 30g
Glicerol 1 ml

Pozywke BOSS sporzadzono zgodnie z wytycznymi zamieszczonymi w Tabeli 13.
Wyjatowione podioze uzyto do hodowli i namnazania szczepéw testowych Vibrio

harveyi.

Procedura testu Vibrio harveyi

Do 4 kolb stozkowych o pojemnosci 50 ml odmierzono po 20 ml ptynnej
pozywki BOSS, nastepnie dodano 10 ul zawiesiny komdrek szczepoéw testowych
V. harveyi: BB7, BB7M, BB7X, BB7XM. Hodowle inkubowano 24 h w temp. 30 °C
z wytrzasaniem. Po inkubacji kazda zhodowli przeniesiono do falkonow
iodwirowano (10 min., 4°C, 6000 rpm). Nastepnie, do kolb stozkowych
o pojemno$ci 50 ml odmierzono 20 ml pozywki ptynnej BOSS ikazdg znich
zaszczepiono 10 pl peletu komoérkowego poszczegoélnych szczepow V. harveyi.
Hodowle inkubowano wytrzgsajagc (300 rpm) w temperaturze 30°C. Wzrost
bakterii kontrolowano poprzez pomiar gestoSci optycznej hodowli przy dtugosci
fali 600 nm (optical density, ODesoo). Gdy gesto$¢ optyczna hodowli osiggneta
wartos$¢ 0,1 do poszczeg6lnych kolbek dodano po 10 pl odpowiednich roztworéow
roboczych (w stezeniu 8 mg%):
e badanych zwigzkow (1-36)
e mutagenu wzorcowego (NQNO), osiggajac koncowe stezenie badanych
substancji 4 pg%. Réwnolegle wykonano kontrole negatywng z DMSO (8 mg%).
Kazda probe wykonano w trzykrotnych powtérzeniach. Hodowle inkubowano

wytrzgsajac (300 rpm) w temperaturze 30°C, do wuzyskania warto$ci ODeoo
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w zakresie 0,3 do 0,4. Nastepnie z kazdej kolbki odmierzono objeto$¢ zawiesiny
bakteryjnej zawierajacg 5x10¢ komorek bakteryjnych i przeniesiono na podtoze
state BOSS zneomycyna. Hodowle naszalkach Petriego inkubowano
w temperaturze 30 °C przez 48 h. Po tym czasie na kazdej ptytce zliczono
neomycynooporne mutanty (Czyz iwsp. 2000; Czyz iwsp. 2002; Podgdrska

i wsp., 2006). Procedure testu Vibrio harveyi przedstawiono na Rycinie 16.

/

10 pl Vibrio harveyi
20 ml pozywki BOSS

LA

Inkubacja
30°C, ODgoo ~ 0,1

| | |

Badany zw. 1-36 NQNO DMSO

6 44

Inkubacja
30°C, ODgoo ~ 0,3 - 0,4

5 x 106 komorek
V. harveyi

Inkubacja
30°C,48h

Rycina. 16. Etapy testu Vibrio harveyi.
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Interpretacja wynikéw opiera sie na poréwnaniu Sredniej liczby mutantow
neomycynoopornych, ktére wyrosty na plytce zbadanymi zwigzkami zliczbg
mutantéw neomycynoopornych, ktéore wyrosty wreferencyjnej probie
zwzorcowym mutagenem (NQNO). Proba kontrolna stanowi odzwierciedlenie
liczby spontanicznych mutacji, ktore pojawity sie w danym szczepie. Efekt
mutagenny badanych zwigzkéw przedstawiono w postaci wspétczynnika
mutagennosci (MI), czyli ilorazu S$redniej liczby mutantéw neomycynoopornych
wyrostych w obecnosci badanej probki i Sredniej liczby mutantéw spontanicznych.
Za mutagenne uznaje siezwigzki dla, ktoérych wspdtczynnik mutagennosci

MI jest = 2.

2.3. Test Vibrio harveyi w wersji mikroptytkowej

Do kolby Erlenmeyera o pojemnos$ci 50 ml odmierzono 20 ml ptynnej
pozywki BOSS i dodano 100 pl rozmrozonej hodowli szczepu testowego V. harveyi
BB7. Hodowle inkubowano 24 h w temp. 30°C wytrzasajac (250 rpm). Po inkubacji
24-godzinng hodowle rozcienczono pozywka BOSS do uzyskania zawiesiny
bakteryjnej o gestosci optycznej ODeoo = 2,0.

W dotkach mikroptytki umieszczono po 200 pl Swiezej pozywki BOSS
i dodano 15 pl zawiesiny bakteryjnej o gestosci optycznej ODsoo = 2,0. Mikroptytke
inkubowano w temperaturze 30°C intensywnie wytrzasajac (250 rpm).
Gdy gestos¢ optyczna hodowli osiggneta wartos¢ 0,1 do poszczeg6lnych dotkéw
mikroptytki dodano po 24 pl odpowiednich roztworéw roboczych (w stezeniach
40 ug%i 0,5 mg%):
e mutagenéw wzorcowych (NQNO, AS, 4-NPD)
e badanych zwigzkow 1-36.
Stezenie koncowe badanych substancji wynosito odpowiednio 4 ug% i50 pug%.
Réwnolegle wykonano probe:
e S$lepa dla pozywki BOSS
e negatywng dla pozywki BOSS z zawiesing bakteryjng
e Kkontrolng dla rozpuszczalnikow DMSO i H:O0.
Kazda z préb wykonano w trzykrotnym powtorzeniu. Mikroptytke inkubowano
w temperaturze 30°C wytrzgsajac (300 rpm), do uzyskania gestosSci optycznej
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hodowli bakteryjnej ok. 0,2 (po okoto 2 h inkubacji). Nastepnie do poszczego6lnych
dotkéw mikroptytki dodano 24 pl roztworu neomycyny w stezeniu 0,1 mg%,
osiagajac ostateczne stezenie 10 mg%. Mikroptytke inkubowano ponownie przez
2h wtemperaturze 30°C iintensywnie wytrzgsano (250 rpm). Po inkubacji
odczytano gesto$¢ optyczng ODeoo hodowli bakteryjnej. Powyzsza procedure

przedstawiono na Rycinie 17.

i

200 wl BOSS, 0Dsoo ~ 0,1
! 2w. 1-36
] +24ul NQNO
DMSO

ODeoo ~ 0,2

ODeoo ~ 0,2

+24ul
neomycyny 0,1 mg%

30°C.2h

Odczyt ODsoo

Rycina 17. Etapy mikroptytkowego testu Vibrio harveyi.

Wyniki uzyskane w mikroptytkowym teScie Vibrio harveyi zostaty

przedstawiono, jako Agi Awm:

Ag = ODs¢ooB - 0,2
Am = ODgoom - 0,2
gdzie:
ODeoos — absorbancja badanego zwiazku (1-36) po 2 h inkubacji z neomycyna
ODeoom - absorbancja mutagenu wzorcowego (NQNO, AS, 4-NPD) po 2 h inkubacji

Z neomycyna
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0,2 - ODgoo hodowli V. harveyi po inkubacji ze zwigzkami 1-36 oraz mutagenami
diagnostycznymi

Interpretacja wynikow opiera sie na poréwnaniu wartos$ci Ag wzgledem Awm. Jezeli:
e Ag< Awm - badany zwigzek uznawano za niemutagenny

e Ag 2 Awm - badany zwigzek uznawano za mutagenny.

2.4. Test SOS/umu

Do badania genotoksyczno$ci zastosowano mikroptytkowa wersje testu
SOS/umu, zgodnie z norma ISO 13829 (2000).

Do kolby Erlenmeyera o pojemnosci 50 ml odmierzono 10 ml podtoza TGA
(1 % trypton, 0,5 % NaCl, 0,2 % glukoza, ampicylina 5 mg%), nastepnie dodano
50 pl rozmrozonej zawiesiny komorek szczepu S. typhimurium TA1535/pSK1002.
Hodowle inkubowano przez 14 - 16 godzin w temp. 37 °C, wytrzgsajac (250 rpm).
Po catonocnej inkubacji zmierzono gesto$¢ optyczng hodowli szczepu testowego
oraz kontroli negatywnej (TGA + bakterie). Wartosci akceptowalne do dalszych
badan to: ODeoo < 0,05 dla kontroli negatywnej oraz ODeoo > 2,0 dla szczepu
S. typhimurium TA1535/pSK1002. Nastepnie, catonocng hodowle rozcienczono 10-
krotnie podtozem TGA. Ponowng inkubacje zwytrzgsaniem prowadzono
przez ok. 2 godziny w celu uzyskania gestosci optycznej odpowiadajacej 70 - 80 %
wartosci ODsoo dla hodowli catonocnej (1,4 - 1,6).
I Mikroptytka: do wszystkich dotkéw mikroptytki wprowadzono po 200 pl
poditoza TGA (Rycina 18, str. 77). Nastepnie do poszczegélnych dotkéw dodano
po 50 ul zawiesiny reinkubowanych bakterii oraz po 20pul odpowiednich
roztwordw roboczych w stezeniach 0,1 mg% lub 1,25 mg%:
e mutagenu wzorcowego (NQNO)
e badanych zwigzkow (3-5, 7-12, 14-28)
osiagajac stezenie koncowe badanych substancji odpowiednio 4 pg% lub 50 pg%.
Réwnolegle wykonano kontrole:
e rozpuszczalnika (DMSO)
e negatywng (TGA + zawiesina bakteryjna)

e probe Slepa (TGA).

76



Il Materiaty i metody

Po wymieszaniu zawarto$ci wszystkich dotkéw, mikroptytke inkubowano

intensywnie wytrzasajac (150 rpm) przez 2 h w temperaturze 37°C.

(090090900000
000000000
i 35,712, 1428 ::::::888
9000000000
- 000000000
negatywna - OOOOOOOOOOO
(TGA + S.typhimurium) ..‘. LS
— L — e ——
Kontrola Kontrola Proba

pozytywna rozpuszczalnika slepa
(NQNO) (DMS0) (TGA)

\ "_Q'"."'.'"f'"'.'"'ﬁ'",

Rycina 18. Mikroptytka w tescie SOS/umu.

II Mikroptytka: do wszystkich dotkéw II mikroptytki wprowadzono po 270 pl
podtoza TGA i przeniesiono po 30 ul hodowli z I mikroptytki do poszczegélnych
dotkéw (rozcienczenie 10x). Il mikroptytke inkubowano przez 2 h w temperaturze
37°C z wytrzasaniem (150 rpm). Po inkubacji odczytano gestos¢ optyczna ODeoo.
III Mikroptytka: 30 ul hodowli zkazdego dotka II mikroptytki przeniesiono
do mikroptytki III zawierajacej: 90 pl buforu Z (0,06 M Na;HPO4 7H20; 0,04 M
NaH2PO4 H20; 0,01 M KCIl; 0,01 M MgS04 7H20; 0,05 M 2-merkaptoetanol); 50 pl
0,1%  dodecylosiarczanu sodu (SDS) oraz 10ul 2-nitrofenylo-§-D-
galaktopiranozydu (ONPG) (0,4%). Nastepnie, inkubacje prowadzono przez
30 minut w temperaturze 28°C, wytrzasajac (150 rpm). Po inkubacji dodano 120 pl
roztworu hamujgcego (1 M NazC03z) do kazdego dotka i doktadnie wymieszano.
Uszkodzenie DNA przez substancje genotoksyczne objawia sie w tym teScie
wzrostem  aktywno$ci  wewnatrzkomoérkowej  [(-galaktozydazy.  Pomiar
spektrofotometryczny wykonano przy dtugosci fali 420 nm. Aktywnos$¢ f3-
galaktozydazy oznaczono w kazdej prébce w trzech powtérzeniach (Oda iwsp.,

1985). Poszczegoblne etapy testu SOS/umu przedstawiono na Rycinie 19 (str. 78).
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Hodowla calonocna S. typhimurium TA1535/pSK1002

Inkubacja 37°C,14-16h
ODgoo =2

Ponowna inkubacja hodowli hakter'y]'nv

10-krotne rozcienczenie hodowli calonocnej

Inkubacja 37°C, Zh [\
0Dsoo ~1,6

Mikropiytka

200 pl podloza TGA
50 ul zawiesiny bakterii
20 pl badanego zwigzku, NQNO, DMS0

Inkubacja 37°C, 2 h, 150 rpm
Pomiar QDggg

Mikroptytka II
10-krotne rozcienczenie badanych prob

Inkubacja 37°C przez 2 h, 150 rpm
Pomiar ODgog

Mikropiytka III

Oznaczenie poziomu B-galaktozydazy
150 pl mieszaniny buforu-Z/0NPG

Inkubacja 28°C, 30 min, 150 rpm
Pomiar 0Dszq

Rycina 19. Etapy testu SOS/umu.

W celu oceny poziomu cytotoksyczno$ci badanych zwigzkéw dokonano
pomiaru gestosci optycznej po 2 i4 godzinach inkubacji. Na podstawie gestosci
optycznej hodowli po 4 godzinnej inkubacji wyliczono wtasciwy wskaznik
cytotoksycznosci (Reifferscheid iwsp., 1991), tj. wspotczynnik biomasy (GF)

Wg wWzZoru:
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GF = (Asoor — AsooB) / (Asoon — AsooB)
gdzie:
Asoot — absorbancja badanej probki przy dtugosci fali 600 nm
Asoon - absorbancja kontroli negatywnej (TGA + bakterie) przy dlugosci
fali 600 nm
Aso0B — absorbancja $lepej proby (TGA) przy dtugosci fali 600 nm

Spadek wartos$ci wspotczynnika GF ponizej 0,5 dyskwalifikowat probke, nawet
w przypadku wzrostu poziomu aktywnos$ci [-galaktozdazy (zbyt duzy efekt
cytotoksyczny). Ocene poziomu aktywnoSci f-galaktozydazy prowadzono

w oparciu o wzgledne jednostki aktywno$ci enzymatycznej (Up):

Up = Asz0r — A4208 / Asoor — AsooB
gdzie:
Asz07-absorbancja badanej préobki przy dtugosci fali 420 nm

Poziom wzrostu aktywnosci S-galaktozdazy prezentowany jest w postaci jednostki

bezwzglednej, tj. wspotczynnik indukcji (IR):
IR = (1/GF) x Aszor — A4208 / As20N — Aaz20B
gdzie:

As420n - absorbancja kontroli negatywnej przy dtugosci fali 420 nm

Badana substancja chemiczna uznawana byta za genotoksyczng, jezelilR

byt wiekszy od 1,5.
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2.5. Ocena dzialania antymutagennego testem Amesa

Dziatanie antymutagenne badanych zwigzkow 0szacowano
w zmodyfikowanym tesScie Amesa. Modyfikacja polegata na réwnoczesnej
inkubacji  badanych  zwigzkéw  wobecno$ci  mutagenu  wzorcowego
wg nastepujacego schematu:

e 0,5ml0,1 M buforu fosforanowego (pH = 7,4)

e 0,1 ml hodowli szczepu S. typhimurium TA 100 (1x108 komorek/ml)

e 50 ul roztworéw roboczych (w stezeniach 50 ug% lub 0,65 mg%) badanych
zwigzkow (1-36) oraz mutagenu wzorcowego (NQNO).

Stezenie konicowe badanych substancji wynosito odpowiednio 4 ug% lub 50 pg%
(Mortelmans i Zeiger, 2000; Zahin i wsp., 2010; Resende i wsp., 2014).

Aktywno$¢ antymutagenng badanych zwigzkéw (1-36) w teScie Amesa
wyrazono jako procent inhibicji aktywno$ci mutagennej NQNO na podstawie
wzoru (Negi i wsp., 2003; BiroSova i wsp., 2005; Di Sotto i wsp., 2008; Resende
iwsp., 2015):

% Inhibicji = 100 - [(R1/R2) x 100]
gdzie:

R1 - liczba rewertantéw his+, ktére wyrosty na szlace po inkubacji z NQNO
i badanym zwigzkiem

R2 - liczba rewertantow his+, ktére wyrosty na szlace po inkubacji z NQNO

Na podstawie analizy inhibicji aktywno$ci mutagennej mutagenu wzorcowego
wskazano substancje o réznym stopniu aktywnos$ci antymutagennej:

e wysokim - inhibicja powyzej 40 %

e umiarkowanym - inhibicja w zakresie 25-40 %

e niskim - inhibicja ponizej 25 % (Gulluce i wsp., 2011; Resende i wsp., 2012).
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2.6. Ocena dzialania antymutagennego testem Vibrio harveyi

Dziatanie antymutagenne badanych zwigzkow oceniono
w zmodyfikowanym te$cie Vibrio harveyi. Modyfikacja polegata na réwnoczesnej
inkubacji w ptynnej pozywce BOSS 10 ul roztworéw roboczych (w stezeniu
8 mg%):
e badanych zwigzkéw (1-36)
e 7z mutagenem wzorcowym (NQNO)
osiaggajac stezenie koncowe badanych substancji 4 pg% (Pekala iwsp., 2013;
Stoczyniska i wsp., 2014a).

Aktywno$¢ antymutagennag badanych zwigzkow (1-36) w teScie Vibrio
harveyi wyrazono jako procent inhibicji aktywnos$ci mutagennej NQNO
na podstawie wzoru (Negi i wsp., 2003; BiroSova i wsp., 2005; Di Sotto i wsp.,

2008; Resende i wsp., 2015):

% Inhibicji = 100 - [(R1/R2) x 100]
gdzie:

R1 - liczba mutantéw neomycynoopornych, ktére wyrosty na szlace po inkubacji
z NQNO i badanym zwigzkiem
R2 - liczba mutantéw neomycynoopornych, ktére wyrosty na szlace po inkubacji

2 NQNO

Na podstawie analizy inhibicji aktywno$ci mutagennej mutagenu wzorcowego
wskazano substancje o réznym stopniu aktywnos$ci antymutagennej:

e wysokim - inhibicja powyzej 40 %

e umiarkowanym - inhibicja w zakresie 25-40 %

e niskim - inhibicja ponizej 25 % (Gulluce i wsp., 2011; Resende i wsp., 2012).
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2.7. Programy komputerowe

e  OSIRIS Property Explorer firmy Actelion Pharmaceuticals Ltd.
Program wykorzystano do wstepnej oceny potencjalu mutagennego badanych

zwigzkow 1-36.

e  Statistica 10.2.

Program wykorzystano do analizy statystycznej uzyskanych wynikéw.
Do poréwnywania wielu grup wykorzystano analize wariancji (test ANOVA).
W przypadku wystapienia istotnych efektow do poréwnan szczegétowych (z grupa
kontrolng) wykorzystano test Dunetta. We wszystkich analizach, jako istotne
przyjeto efekty, dla ktérych warto$¢ prawdopodobienstwa testowego p byta

mniejsza od przyjetego poziomu istotnosci p = 0,05.
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1. Badania in silico bezpieczenstwa stosowania zwigzkow 1-36

Do wstepnej oceny toksyczno$ci zwigzkéw 1-36 wybrano program
komputerowy OSIRIS Property Explorer. Program ten stuzy do szybkiego
wstepnego oszacowania parametréw toksycznos$ci takich jak: mutagennosé,
kancerogenno$¢, teratogenno$¢ oraz wilasciwosci draznigce na podstawie
struktury chemicznej (Sangamwar i wsp., 2007; RajaSekhar i wsp., 2011). Ponadto
oprocz tych wtasciwosci program okresla predyspozycje danego zwigzku do bycia
lekiem, czyli podobienstwo do istniejacych lekow (druglikeness) oraz zdolnos$¢
bycia lekiem. Wykorzystuje on wartosci deskryptoréw opisujace wtasciwosci
fizykochemiczne, topologiczne, geometryczne ielektronowe oparte o strukture
czasteczki. W programie istniejag dwa typy modeli: jakoSciowe i iloSciowe. Modele
jakosciowe kwalifikujg czasteczki do danej klasy toksycznosci np.: model, ktéry
okresla czy dana czasteczka pasuje dogrupy bedacej karcynogenami
czy tez nie. W przypadku  modeli ilosciowych program podaje wartoSci
przewidywanych parametréw np. rozpuszczalno$¢ w wodzie.

Program posiada baze danych zawierajaca fragmenty zwigzkéw
o wlasciwosciach toksycznych. Model ten zostat stworzony na podstawie danych
z Rejestru Toksycznych Efektow Substancji Chemicznych (Registry of Toxic Effects
of Chemical Substances, RTECS). Nastepnie proces oceny zwigzku chemicznego
polega naprzeszukaniu ipordwnaniu kazdego fragmentu jego budowy
z fragmentami struktury zwigzkéw nalezacych do danej klasy toksycznoSci.
Ponadto serwis posiada baze danych zawierajgca fragmenty zwigzkéw
pozbawionych dziatania toksycznego. Model ten zostat stworzony, aby zwiekszy¢
doktadno$¢ analizy, aprzez towyeliminowa¢ przewidywanie falszywie
negatywnych wynikow. Badane zwigzki sg rdwniez poréwnywane ze strukturami
ponad 3000 zarejestrowanych lekéw. Dany fragment jest uwazany za czynnik
ryzyka, jesli wystepuje w strukturze zwigzkéw toksycznych.

Wsrod 36 zwigzkow poddanych analizie in silico, OSIRIS wskazal tylko
cztery polaczenia, 15 120 w grupie aminoalkanoli oraz 33 i34 w grupie
sulfonamidowych pochodnych arypiprazolu, dla ktorych istnieje umiarkowane

prawdopodobienstwo wywotania efektu mutagennego. Program zasugerowat,
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ze fragmenty 2-chloroetyloaminowy i fenoksymetylenowy w grupie aminoalkanoli

oraz 7-chinoliny w grupie

pochodnych arypiprazolu

sa odpowiedzialne

za pojawienie sie toksycznych alertéw strukturalnych (Tabela 14).

Tabela 14. Analiza toksycznosci in silico zwigzkéw 1-36.

X O R
Rimi”

Nr zw. R: Rz M K D T
1(R) - - + -
N
~
2(9) 2,6-(CHs); o > \( - - + -
OH
3 (R/S) - - + -
4 (R) _ — + -
N
5 (S) 2,6-(CH3)2 \O/\/ \(\ - - + -
OH
6 (R/S) - - + -
7 (R) - - + -
N
8(5) 2-Cl,6-CHs o \(\ - - * -
OH
9 (R/S) - - + -
N
10 (R/S) 2,4,6-(CH3)3 So N WAOH - - + -
§
11 (R/S) 2,6-(CHs) o - - * -
HO
t
12 (R/S) 2,4—,6-(CH3)3 \O/\/ _ _ + -
HO
OH
1
3 2-Cl,6-CH; \o/\/'O/ - _ + _
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cd. Tab. 14

OH
14 ) - - _
2,6-(CH3); \O/\/I\O/ +
15 (R/S) 2-C1,6-CHs \Njyd + - - +
16 2-CL,6-CHs N - - + _
N
17 2-C1,6-CH; - - + -
OH
N
18 2,6-(CHs)2 - - + -
OH
OH
19 2,6-(CH3)2 - '\O/ i _ . -
N
20 (R/S) 2,3-(CHs)2 So T +/- - + -

Arl\s,
N n m
OO0

Nr zw. Ar; n m Ar; Ma Ka Da Ta
CleS - N
21 (R/S) RN / O oL
cl s B Cl
22 (R/S) YA \ﬁijm - - = 4
F
X .
23 (R/S) 0 0 /- - - 4~ /-
F
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cd. Tab. 14
ClS s O
24 (R) W , e
CleS \- O
25 (5) r , S
’'g
26 /@ ¥ - _ - 4
F
F 2
. Y -
F ¥ O
w O l
F ¥ O
-—R
| S (\N
WNJ
n X= N, CH
Nrzw. Azynyl R Ma Ka Da Ta
X
N
Cl
30 m 3-Cl _ _ _ _
N/
31 N 4-Cl _ . _ _
|/
N
32 m 2,3-diCl _ ) _
N/
N
33 | 2,3-diCl +/- _ _ _
P
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cd. Tab. 14
N
34 = 2,3-diCl +/- -
=
35 ~ 2,3-diCl i _
~N
36 N 2,3-diCl - -
P
N
ARP Arypiprazol 2,3-diCl - -
M - mutagenno$é, K - kancerogennos$é, D - dziatanie draznigce, T - teratogenno$c.

Prawdopodobienstwo wystapienia dziatania mutagennego, kancerogennego,

lub teratogennego: (-) - brak; (+/-) - umiarkowane; (+) - wysokie.

Interesujgce wyniki

drazniacego

zostaty wysymulowane w aspekcie dziatania

draznigcego. Wszystkie pochodne aminoalkanoli 1-20 zostaly wskazane, jako

te, ktore sg obcigzone potencjatem draznigcym, w przeciwienstwie do pochodnych

arypiprazolu 29-36, dla ktérych OSIRIS przewidywat catkowite bezpieczenstwo

w zakresie tego parametru. Z symulacji programu OSIRIS wynika takze, Ze spo$rod

testowanych potaczen zwigzek 15 jest strukturg, ktéra moze nie$¢ najwyzsze

zagrozenie w zakresie bezpieczenstwa. Program przewidzial dla tego zwigzku

aktywno$¢ mutagenng, kancerogenng, draznigcg oraz teratogenna.
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2. Ocena aktywnosci mutagennej zwigzkow 1-36 in vitro

2.1. Test Amesa

Do badan wybrano szczep S. typhimurium TA100, ktéry wchodzi w sktad
standardowego zestawu testowego rekomendowanego do rutynowych badan
przesiewowych mutagennos$ci. Pozwala wykry¢ zwigzki chemiczne wywotujace
mutacje typu zamiany pary zasad. Aktywno$¢ mutagenng badanych zwigzkéow
oceniano wzgledem wzorcowego mutagenu dla szczepu TA 100, ktérym jest N-
tlenek-4-nitrochinoliny (NQNO) (Maron i Ames, 1983). Zwigzki 1-36 testowano
w dwédch stezeniach: 4 ug% i50 pg%. Pierwsze znich bylo charakterystyczne
dla metodyki testu Vibrio harveyi (Czyz i wsp., 2000; Czyz i wsp.2002), drugie
12,5-krotnie wyzsze byto zgodne z procedurg testu Amesa (Mortelmans i Zeiger,
2000). Do rozpuszczenia zwigzkéw w zaleznoSci od ich wtasciwosci hydrofobowo-
hydrofilowych uzyto wody dobadan molekularnych lub dimetylosulfotlenku
(DMSO). Ze wzgledu na duza hydrofilowos$¢ zwigzkéw 2 i15, ich roztwory
podstawowe przygotowano stosujac wode.

Na podstawie wynikéw uzyskanych w oparciu o analize wspo6tczynnika
mutagennosci (MI) stwierdzono, ze zwigzki 1-36 byty pozbawione wtasciwosci
mutagennych. Nie obserwowano podwojenia liczby kolonii rewertantéw his*
w odniesieniu do proby kontrolnej zawierajacej rozpuszczalnik (Tabela 15,
str. 90).

Warto$ci wspotczynnika mutagennos$ci (MI) dla szczepu S. typhimurium
TA100 w stezeniu 4 pg% wahaty sie w granicach od MI = 0,4 dla zwigzkéw 311 36
do MI = 1,7 dla zwigzkéw 5 i 9. W stezeniu 50 pug% obserwowano wartosci
wspotczynnika mutagennosci od MI = 0,2 dla zwigzku 32 do MI = 19
dla zwigzku 19.

Interpretacje testu Amesa mozna réwniez przedstawi¢, w oparciu o wyniki
analizy statystycznej. Analiza statystyczna dotyczyta okreSlenia istotnosci roznic
pomiedzy Srednig liczbg kolonii rewertantéow his+ uzyskang dla badanych
zwigzkow wzgledem kontroli negatywnej (DMSO lub H20) (Biso i wsp., 2010;
Espanha i wsp., 2014; Resende i wsp., 2015). Na podstawie analizy statystycznej
uzyskanych wynikéw wykazano, Ze w stezeniu 50 pg% Srednia liczba kolonii
rewertantow his+ dla badanych zwigzkéow: 7, 8, 9, 12, 16, 17, 19, 23, 25 i ARP
byta znamiennie podwyzZszona (p < 0,05) w stosunku do kontroli rozpuszczalnika
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(DMSO) (Tabela 15). Podobna zalezno$¢ zaobserwowano w stezeniu 40 ug%

dla potaczen: 5, 9 i 27, co moze sugerowa¢ aktywno$¢ mutagenng wskazanych

zwigzkow w teScie Amesa.

Tabela 15. Aktywno$¢ mutagenna zwigzkow (1-36) w te$cie Amesa.

Test Amesa

Liczba rewertantow his+ /ptytke

4 ug% 50 pg%

Nr zw. Srednia + SD MI Srednia + SD MI
DMSO 18+2 18+2

H.0 20£2 20£2

1 102 0,6 22+4 1,2
2a 28+3 1,4 245 12
3 21+6 1,2 21+3 1,2
4 25+6 1,4 21+3 1,2
5 30 £ 2% 1,7 175 0,9
6 206 1,1 195 1,0
7 19+3 1,0 31+2* 1,7
8 134 0,7 33 +4* 1,8
9 30 £+ 3* 1,7 30+ 6* 1,7
10 27%6 1,5 22+4 1,2
11 13+5 0,7 28+4 1,6
12 14+2 0,8 31+4* 1,7
13 17+ 4 0,9 15+6 0,8
14 17+3 0,9 28+2 1,6
152 25+5 1,3 29+3 1,5
16 196 1,0 32 +3* 1,8
17 21+4 1,2 30 +3* 1,7
18 21+5 1,2 265 1,5
19 15+7 0,8 34 + 5** 1,9
20 13+5 0,7 22+2 1,2
21 15+4 0,8 18+5 1,0
22 18+ 4 1,0 25+3 1,4
23 14+3 0,8 30+ 1* 1,7
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cd. Tab. 15

24 16+2 0,9 27 +3 1,5
25 17 +5 0,9 33 £ 5% 1,8
26 14+6 0,8 12+3 0,7
27 29 + 3* 1,6 8+1 0,5
28 18+2 1,0 28+3 1,6
29 102 0,6 13+6 0,7
30 9+1* 0,5 20+ 4 1,1
31 8 + 4* 0,4 13+2 0,7
32 18+2 1,0 4+ 1** 0,2
33 12+£2 0,7 11+3 0,6
34 19+2 1,0 18+3 1,0
35 145 0,8 11+2 0,6
36 7 £ 3% 0,4 10+4 0,6
ARP 14+ 4 0,8 31+1* 1,7
NQNO 36 + 7HRHH 2,0 98 + 12**### 5,4

Srednig obliczono na podstawie eksperymentéw wykonanych niezaleznie w trzykrotnych
powtdrzeniach w tripletach * odchylenie standardowe(SD); liczba kolonii jest $rednig liczba
kolonii na szalce wyrostych w obecnos$ci mutagenu wzorcowego (NQNO) lub substancji badanej;
DMSO, H;0 - kontrola negatywna; NQNO (N-tlenek-N-nitrochinoliny, 4 pg%; 50 pg%) -
kontrola pozytywna; ARP - arypiprazol. RézZnica statystycznie istotna w stosunku do DMSO: * p
<0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; réznica statystycznie istotna w stosunku do H,0: # p < 0,05; ##
p <0,01; ### p < 0,001.2Roztwory podstawowe zwigzkéw testowych przygotowano w wodzie.

2.2. Test Vibrio harveyi

Test Vibrio harveyi przeprowadzono stosujac do wykrycia aktywnosci
mutagennej szczep dziki BB7 oraz 3 jego genetyczne modyfikacje BB7M, BB7X
i BB7XM. Kazdy ze szczepow wykazuje odmienng wrazliwo$¢ na dzialanie
mutagendéw, co umozliwia wykrywanie szerokiego spektrum czynnikow
modyfikujacych strukture DNA. Test Vibrio harveyi w swojej konstrukcji
przypomina klasyczny test Amesa. Test ten zostal opracowany przede wszystkim
zmys$lag oocenie dziatania mutagennego zanieczyszczen wody morsKiej,
gdyz szczepy S. typhimurium stosowane w teScie Amesa majg ograniczong

przezywalno$¢ w tym $srodowisku (Czyz i wsp., 2002).
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Vibrio harveyi to Gram ujemne bakterie, Zyjace w Srodowisku morskim.
Bakterie V. harveyi sa naturalnie wrazliwe na neomycyne, antybiotyk
aminoglikozydowy, ktéry wigZe sie nieodwracalnie z podjednostka 30S
bakteryjnego rybosomu, zaburzajac proces translacji. Powoduje to synteze biatek
o niewtasciwej sekwencji aminokwasowej. Zatem obecno$¢ neomycyny w podtozu
hodowlanym uniemozliwia wzrost szczepéw V. harveyi (Dahlberg, 1989;
Podgorska i wsp., 2005). Plazmidowy gen oporno$ci na neomycyne moze zostac
zaktywowany w wyniku réznorodnych mutacji, prowadzacych do modyfikacji
rybosomalnego RNA w miejscu odczytu informacji genetycznej. Stad tez pod
wptywem danego mutagenu bakterie nabywaja oporno$¢ na neomycyne,
co prowadzi do ich wzrostu na pozywce wzbogaconej o ten antybiotyk (Czyz
i Wegrzyn, 2003).

Zwiagzki 1-36 badano w zalecanym przez autoréw testu stezeniu 4 pg%,
wzgledem referencyjnego mutagenu NQNO (Czyz i wsp., 2000; 2002; Piosik i wsp.,
2003; Wegrzyn i Czyz 2003; Podgdérska i wsp., 2005; Utanowska i Wegrzyn 2006;
Stoczynska i wsp., 2010).

Interpretacje wynikow uzyskanych w tescie Vibrio harveyi, mozna réwniez
przedstawi¢ w oparciu o analize statystyczng. Analiza statystyczna dotyczyta
okre$lenia istotno$ci réznic pomiedzy Srednig liczbg kolonii mutantow
neomycynoopornych uzyskang dla badanych zwigzkow wzgledem kontroli
pozytywnej (NQNO) (Wegrzyn iCzyz 2003; Utanowska iWegrzyn 2006;
Stoczyniska i wsp., 2014a). Analiza statystyczna zaleznoS$ci miedzy Srednig liczba
kolonii mutantow neomycynoopornych dla badanych zwigzkéw w stosunku
do kontroli pozytywnej - NQNO, data wartosci istotne statystycznie (p < 0,05),
co wskazuje na brak wtasciwosci mutagennych badanych zwigzkéow (Tabela 16,
str. 93). Jedynie dla zw. 13, w przypadku tylko jednego szczepu (BB7XM),
nie stwierdzono istotnej statystycznie roéznicy miedzy S$rednig liczbg kolonii
mutantow neomycynoopornych wzgledem NQNO, co moze $wiadczy¢
0 jego potencjale mutagennym.

Wyniki  zinterpretowano takze postugujac sie  wspotczynnikiem
mutagennosSci MI, analogicznie do klasycznego testu Amesa. Na podstawie analizy
wspotczynnika mutagennos$ci zwigzkéw badanych w tescie V. harveyi (Tabela 16,

str. 93) mozna stwierdzi¢, ze wszystkie badane zwigzki 1-36 byty pozbawione
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wtlasciwosci mutagennych. Nie obserwowano, aby liczba kolonii mutantéw

neomycynoopornych wyrostych napodiozu BOSS z neomycyng w obecnoSci

badanych zwigzkdw przekroczyta liczbe mutantow neomycynoopornych

indukowanych w obecnos$ci NQNO. Wszystkie badane zwigzki wykazywaty MI < 2,

co wskazuje na brak wtasciwosci mutagennych.

Tabela 16. Aktywno$¢ mutagenna zwigzkoéw (1-36) w tescie Vibrio harveyi.

Test Vibrio harveyi

Liczba mutantéw/ptytke

BB7 BB7X BB7M BB7XM
Srednia Srednia Srednia Srednia

Nr zw. +SD MI +SD MI +SD MI +SD MI

NQNO 45+ 3 2,1 38+5 2,1 45+ 4 2,0 37+3 2,1
1 26 + 4%** 1,4 23 + 4%¥* 1,4 21 + 2%** 1,1 23 + 2%¥* 1,4
2a 2043 10 25&4F 14 2742 12 1118 06
3 15 + 2%** 0,8 22 & Q¥ 1,4 30 + 3*** 1,5 18 + 3*** 1,1
4 21 + 2%%* 1,1 23 + 4¥¥* 1,4 24 + 4¥** 1,2 27 + 4%¥* 1,7
5 20 & 5¥** 1,1 24 + 3FH* 1,5 23 & 2%k 1,2 30 + 2% 1,9
6 22 + 3FF* 1,2 25 + 4%¥* 1,6 27 + 4%** 1,4 28 + 5** 1,8
7 24 & ¥ 1,3 13 + 3*** 0,8 16 + 2*** 0,8 26 & 2%F* 1,6
8 25 + 3F** 1,3 15 + 3*** 0,9 20 + 3¥** 1,0 26 + 4¥¥* 1,6
9 16 + 3*** 0,8 20 + 2%** 1,3 26 + 5¥¥* 1,3 24 + 2%¥* 1,5
10 26 + 4%** 1,4 26 + 3¥F* 1,6 13 + 3*** 0,7 28 + 3** 1,8
11 26 & 3FH* 1,4 25 + 5HH* 1,6 26 & 2¥H* 1,3 26 + 4%%* 1,6
12 29 & 3HFH* 1,5 23 & 2¥HF 1,4 14 + 2%** 0,7 29 + 4% 1,8
13 25 + 4%** 1,3 16 + 2%** 1,0 17 + 3*** 0,9 31+2 1,9
14 22 + 2¥** 1,2 17 + 3*** 1,1 21 + 2%%* 1,1 26 + 3¥F* 1,6
15a 21 & 3HFH* 1,0 24 + Q¥FH* 1,3 28 & 3FH* 1,3 29 + 4% 1,6
16 25 & ¥k 1,3 18 + 2%** 1,1 18 + 2%** 0,9 26 + 3FF* 1,6
17 24 & ¥k 1,3 22 + 5¥H* 1,4 23 & 3wk 1,2 27 + 3FH* 1,7
18 19 + 3¥** 1,0 23 + 2%** 1,4 21 + 3F** 1,1 27 + 1¥*+* 1,7
19 26 + 3¥** 1,4 20 + 2%** 1,3 18 + 3*** 0,9 25 + 3¥** 1,6
20 18 + 2%** 0,9 20 + 3¥FH* 1,3 27 & 2¥H* 1,4 22 & 1FF* 1,4
21 35 + 5** 1,8 27 & 2¥FH* 1,7 31 + 4%** 1,6 27 & ¥k 1,7
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cd. Tab. 16

22 30 + 4%** 1,6 29 + 3Hkx 1,8 33 £ 3k** 1,7 26 £ 3F** 1,6
23 34 + 4¥F* 1,8 22 £ 3FEx 1,4 38 + 2* 1,9 28 £ 4** 1,8
24 29 + 3k* 1,5 30 £ 3** 1,9 34 £ 4xxx* 1,7 30 £ 4* 1,9
25 32 & Gkx 1,7 22 & 3Ex 1,4 31 £ 3k 1,6 22 & 3Hkx 1,4
26 16 + 1*** 0,8 20 £ 2%k* 1,3 17 + 1%+* 0,9 19 + 3k 1,2
27 20 £ 3¥k* 1,1 7 £ 2%kx 0,4 32 £ k¥ 1,6 29 £ 2% 1,8
28 18 + 3*** 0,9 10 + 2% 0,6 33 £ 3k** 1,7 24 + 3FE* 1,5
29 28 & 2%k* 15 29 £ 3** 1,8 36 £ 2%* 1,8 30 + 3* 1,9
30 27 & 3rk* 1,4 24 £ 2%kx 1,5 33 £ 4 1,7 16 + 3*** 1,0
31 28 £ 4k* 1,5 18 + 3#x* 1,1 35 £ 5% 1,8 26 £ 2%k* 1,6
32 30 + 4x** 1,6 23 + 4 1,4 36 + 4** 1,8 26 * 4*** 1,6
33 17 + ¥ 0,9 10 £ 2% 0,6 24 + 2% 1,2 20 + 3Hx* 1,3
34 18 + 2%** 0,9 23 & 3Ex 1,4 30 £ 3*xx* 1,5 28 £ 3** 1,8
35 32 & 4k* 1,7 18 + 3#x* 1,1 29 & 1** 1,5 22 & 2%kx 1,4
36 209 + 4Hxx 1,5 24 + 3Hxx 1,5 33 + 4t 1,7 27 + 4Hxx 1,7
ARP 12 + ¥ 0,6 22 + 3k 1,4 17 + 3*** 0,9 20 + 2% 1,3
DMSO 19 + 3*** 16 + 2% 20 + 3#** 16 + 2%+

H-0 21 £ 4%k 18 + 3#x* 22 & 2%kx 18 + 2%**

Srednig obliczono na podstawie eksperymentéw wykonanych niezaleznie w trzykrotnych
powtoérzeniach w tripletach + odchylenie standardowe; liczba kolonii jest $rednia liczba kolonii
na szalce wyrostych w obecno$ci mutagenu wzorcowego (NQNO) lub substancji badanej; NQNO
(N-tlenek-N-nitrochinoliny, 4 pg%) - kontrola pozytywna; DMSO, H20 - kontrola negatywna; MI -
wspotczynnik mutagennos$ci, ARP - arypiprazol. Réznica statystycznie istotna w stosunku
do kontroli pozytywnej (NQNO): * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. aRoztwory podstawowe
zwigzkdéw testowych przygotowano w wodzie.
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2.3. Test Vibrio harveyi w wersji mikroplytkowej

W celu skrécenia 4-dniowej procedury i zwiekszenia przepustowosci testu
Vibrio harveyi podjeto prébe opracowania mikroptytkowej jego wers;ji.
Eksperymenty przeprowadzono wykorzystujac szczep dziki V. harveyi BB7, ktéry
odznacza sie optymalnym tempem wzrostu i stanowi nieodtgczny element panelu
szczepéw V. harveyi wykorzystywanych w ocenie dziatania mutagennego
zanieczyszczen Srodowiskowych. Zwigzki 1-36 testowano w stezeniu 4 pg%
wzgledem 3 diagnostycznych mutagenéw: N-tlenku-N-nitrochinoliny (NQNO),
azydku sodu (AS) oraz 4-nitro-O-fenylenodiaminy (4-NPD).

Doswiadczalnie ustalono wartosci kilku kluczowych parametrow dla wersji
mikroptytkowej testu Vibrio harveyi:
e optymalng gestos$¢ optyczng hodowli wstepnej V. harveyi (ODeoo = 2)
e objeto$¢ hodowli wstepnej V. harveyi (15 pl), ktéra nalezy odpipetowac
do poszczeg6lnych dotkéw mikroptytki
e gestos$¢ optyczng hodowli V. harveyi, przy ktorej komorki zostaja poddawane
dziataniu neomycyny (ODeoo = 0,2)
e czas trwania inkubacji zwigzkéw badanych na podtozu BOSS z neomycynag
(2 godz.).

Na podstawie analizy przyrostu biomasy (ODesoo) hodowli V. harveyi
z badanym zwigzkiem w obecnos$ci neomycyny (Ag i Am) (Tabela 17, str. 96)
stwierdzono, zZe substancje 1-36 podobnie, jak w przypadku testu Vibrio harveyi
w wersji kolbkowo-ptytkowej, nie wykazywaty potencjatu mutagennego wzgledem
zadnego z testowanych mutagen6w wzorcowych (NQNO, AS, 4-NPD), Ag < Am.

Interpretacje = wynikdw  uzyskanych w  mikroptytkowym teScie
Vibrio harveyi, przedstawiono takze w oparciu o analize statystyczng. Analiza
statystyczna dotyczyta okreSlenia istotnoSci réznic pomiedzy Srednig warto$cia
ODsoo uzyskang dla hodowli V. harveyi w obecnos$ci badanych zwigzkéw wzgledem
kontroli pozytywnej, ktora stanowity trzy, niezaleZnie testowane mutageny
wzorcowe (NQNO, AS, 4-NPD) wspolnie z neomycyna. Dla wszystkich testowanych
potaczen 1-36 Srednia warto$¢ ODeoo byta istotnie nizsza w pordéwnaniu
do kontroli pozytywnej (NQNO, AS, 4-NPD), co wskazuje na brak wtasciwosci
mutagennych badanych zwigzkéw (Tabela 17, str. 96).
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Tabela 17. Aktywno$¢ mutagenna zwigzkéw (1-36) w mikroptytkowym

tescie Vibrio harveyi.

Mikroptytkowy test Vibrio harveyi

Nr zw. -
Srednia ODggo + SD A

NQNO 0,38 + 0,02 0,18
AS 0,43 +0,01 0,23
4-NPD 04+0,03 0,20
1 0,24 + 0,01 ***#sANN 0,04
2 0,23 + 0,01 **k#sANN 0,03
3 0,28 + 0,02**k###ANN 0,08
4 0,23 + 0,01 **k#snNN 0,03
5 0,22 + 0,01 **k#ssnnAN 0,02
6 0,27 £ 0,02%*x###ANN 0,07
7 0,28 £ 0,03 **x*###ANN 0,08
8 0,24 + 0,01 ***#snAN 0,04
9 0,24 + 0,02***###ANN 0,04
10 0,26 £ 0,01 ***###AAN 0,06
11 0,21 + 0,02***###nNN 0,01
12 0,22 + 0,01 **k#ssnNN 0,02
13 0,26 £ 0,01 ***###AAN 0,06
14 0,23 £ 0,01 *#*#sAAN 0,03
15 0,25 + 0,03***###nNN 0,05
16 0,3 + 0,02**k##sANN 0,10
17 0,29 £ 0,03 **x*###ANA 0,09
18 0,22 £ 0,02%**###ANN 0,02
19 0,25 + 0,05***###ANN 0,05
20 0,27 + 0,02***###ANN 0,07
21 0,23 £ 0,03***###ANN 0,03
22 0,21 + 0,02***###ANN 0,01
23 0,23 + 0,03 ***###nNN 0,03
24 0,26 £ 0,03***###ANN 0,06
25 0,22 £ 0,06***###ANN 0,02
26 0,26 + 0,03***###ANN 0,06
27 0,27 + 0,02%**k###AN 0,07
28 0,26 £ 0,07***###ANN 0,06
29 0,2 % 0,027%**###ANN 0,00
30 0,21 + 0,03***###ANN 0,01

IV Wyniki
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cd. Tab. 17

31 0,26 + 0,02%Fx###ANN 0,06
32 0,22 £ 0,01 *k*###ANA 0,02
33 0,22 £ 0,02%**###ANN 0,02
34 0,3 £ 0,03**x###ANA 0,1
35 0,32 £ 0,02%*x###ANN 0,12
36 0,22 £ 0,02%**###ANN 0,02
ARP 0,27 £ 0,02%**###ANN 0,07
(1) 0,36 + 0,02### 0,16

Srednig obliczono na podstawie eksperymentéw wykonanych niezaleznie
w trzykrotnych powtérzeniach w tripletach + odchylenie standardowe, @
(hodowla bakteryjna na podtozu BOSS) - préba $lepa, NQNO (N-tlenek-4-
nitrochinoliny, 4 pg%) - kontrola pozytywna, AS - azydek sodu, 4-NPD - 4-
nitro-O-fenylenodiamina, ARP - arypiprazol. A = ODsoo zwigzku 1-36 lub
mutagenu - 0,2. Roéznica statystycznie istotna w stosunku do kontroli
pozytywnej (NQNO): * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. RézZnica statystycznie
istotna w stosunku do AS: # p < 0,05; # p < 0,01; ## p < 0,001. Roznica
statystycznie istotna w stosunku do 4-NPD: » p < 0,05; ** p < 0,01; """ p <
0,001.
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3. Ocena aktywnosci genotoksycznej

Do oszacowania aktywnoS$ci genotoksycznej wybranych zwigzkéow
projektowych uzyto komercyjnego testu SOS/umu, ktéry opiera sie na indukcji
ekspresji genu UmuC w operonie SOS przez czynniki uszkadzajagce DNA.
Genotoksyczno$¢ w  tym teScie objawia sie wzrostem aktywnoSci
wewngtrzkomoérkowej (-galaktozydazy, a jej miarg jest wspotczynnik IR. Szczep
testowy Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002, dzieki licznym modyfikacjom
genetycznym posiada wysoka czuto$¢ wzgledem szerokiego spektrum genotoksyn.

Do oceny aktywnoSci genotoksycznej wytypowano sposréd badanych
zwigzkow, przedstawicieli z grupy aminoalkanoli: 3-5, 7-12, 14-20 oraz z grupy
pochodnych aryloksyetylo amin alicyklicznych: 21-28. Zwigzki testowano
w dwdch stezeniach: 4 ug% i50 g%, a potencjat genotoksyczny oceniano
wzgledem NQNO.

Na podstawie analizy wynikéw otrzymanych dla testowanych potaczen
w mikroptytkowym tescie SOS/umu  stwierdzono, Ze badane zwiazki
w zastosowanych stezeniach nie wykazywaly aktywnos$ci genotoksycznej.
Ich wspétczynnik indukcji IR nie przekroczyt warto$ci granicznej wynoszacej 1,5,
a aktywnos$¢ (-galaktozydazy wahata sie w granicach od 0,2 do 1,8. Dla potaczen
12 i 24 w Zadnym z zastosowanych stezen nie odnotowano aktywnosci (-
galaktozydazy, co $wiadczy o braku indukcji uktadu UmuC-LacZ, zwigzki
te nie naruszyly stabilnos$ci nici DNA. Natomiast w stezeniu 50 ug% wspoétczynnik
biomasy (GF) dla zwigzku 12 wynosit 0,3 co oznacza, ze zwigzek ten posiada

wtasciwosci cytotoksyczne (Tabela 18).

Tabela 18. Genotoksyczno$¢ zwigzkéw 3-5, 7-12, 14-28 w te$cie SOS/umu.

Test SOS/umu

Nr zw.

4 pg% 50 pg%

GF Up IR GF Up IR
NQNO 0,5 5,4 9,0 0,7 1,8 2,8
3 1,3 0,7 1,1 1,3 0,4 0,6
4 1,4 0,7 1,2 1,3 0,7 1,0
5 1,0 0,5 09 0,8 0,6 09
7 1,4 0,7 1,1 1,3 0,4 0,6
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cd. Tab. 18

8 1,3 0,5 0,9 1,4 0,6 1,0
9 1,2 1,8 1,4 1,3 0,7 1,1
10 0,9 0,4 0,7 0,8 0,5 0,8
11 1,0 0,4 0,7 0,8 0,5 0,8
12 0,9 - - 0,3 - -
14 1,3 0,6 0,9 1,4 0,6 1,0
15 1,1 0,8 1,4 1,0 0,6 1,0
16 0,8 0,2 0,3 1,0 0,2 0,4
17 0,6 0,7 1,2 0,5 0,4 0,6
18 1,1 0,7 0,8 0,8 0,6 0,9
19 09 0,3 0,4 0,9 0,8 1,4
20 1,0 0,6 1,1 1,0 0,7 1,2
21 1,3 0,3 0,3 0,5 0,4 0,6
22 1,3 0,5 0,9 1,4 0,6 1,0
23 1,1 15 1,4 1,0 0,6 1,0
24 0,8 - - 0,4 - -
25 09 0,6 0,8 1,4 0,6 1,0
26 1,0 0,5 0,8 1,1 0,7 1,2
27 09 0,1 0,2 1,0 0,2 0,4
28 1,0 0,2 0,4 0,9 0,4 0,7

NQNO (N-tlenek-N-nitrochinoliny, 4 pg%; 50 pg%) - kontrola pozytywna; IR -
wspotczynnik indukcji, Ug - aktywnosci f-galaktozdazy, GF - wspotczynnik
biomasy. GF < 0,5 - efekt cytotoksyczny, IR > 1,5 - efekt genotoksyczny.
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4. Ocena aktywnos$ci antymutagennej

Test Amesa oraz test Vibrio harveyi pozwalaja oceni¢ takze inng, bardzo
korzystng wiasciwos¢ zwigzkéw chemicznych, jaka jest antymutagenno$c.
Dzialanie antymutagenne jest uznawane za jeden z mechanizmoéw aktywno$ci
chemoprewencyjnej. Zwigzki o aktywno$ci antymutagennej zapobiegaja
powstawaniu mutacji, co moze stanowi¢ jeden z pierwszych mechanizméw
hamowania karcynogenezy.

Z badan nad wtasciwos$ciami antymutagennymi wyeliminowano zwigzki,
dla ktorych w teScie Amesa analiza statystycza zasugerowata potencjal mutagenny.
Badanie potencjalu antymutagennego przeprowadzono tylko dla tych potaczen,
ktére nie wykazywaty wiasciwo$ci mutagennych zaré6wno w testach Amesa i Vibrio
harveyi (1-4, 6, 10, 11, 13, 14, 15, 18, 20-22, 24, 26, 28, 29, 32-36).
Do oszacowania dziatania antymutagennego wskazanych zwigzkéw wykorzystano
zmodyfikowang wersje testu Amesa oraz testu Vibrio harveyi. Modyfikacja
ta polega na wspo6lnej inkubacji, w jednej pozywce hodowlanej, badanego zwigzku
z mutagenem.

Wytypowane zwigzki wykazywaty potencjat antymutagenny od stabego
do silnego, wobec szczepu testowego S. typhimurium TA100. Inhibicja dziatania
mutagennego wynosita od 6 - 71 %. Silnym dziataniem antymutagennym w tescie
Amesa, w obu badanych stezeniach charakteryzowato sie sze$¢ pochodnych: 1-3,
22, 29 i 33 (inhibicja dzialania mutagennego na poziomie 41 - 69 %) (Tabela 19,
str. 101).

W  teScie Vibrio harveyi silnym dzialaniem antymutagennym
charakteryzowato sie dziewie¢ pochodnych: 1, 2, 4, 10, 11, 15, 26, 32 i 33
(% hamowania dzialania mutagennego zanotowano na poziomie 42 - 84 %)
(Tabela 19, str. 101).

Na podstawie uzyskanych wynikéw, wyselekcjonowano trzy pochodne: 1, 2
i33 0 wysokiej aktywnosci antymutagennej, potwierdzonej

w obu przeprowadzonych testach.
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Tabela 19. Aktywno$¢ antymutagenna wyselekcjonowanych zwigzkéw w te$cie Amesa i teScie Vibrio harveyi.

Test Amesa Test Vibrio harveyi
Liczba mutantéw/ptytke

Nr zw. 4 ng% 50 pg% BB7 BB7X BB7M BB7XM

Sredniat Inhib Srednia+ Inhib Srednia + Inhib Srednia + Inhib Srednia+ Inhib Srednia + Inhib

SD (%)  SD (%)  SD (%)  SD (%)  SD (%)  SD (%)
NQNO 34+3 85+7 38+3 312 45%5 31+4
1 20 + 5** (41)  45+5%*  (47)  11£3%*  (71)  23+5 (26)  11x1%*  (75) 16 + 4% (48)
2 16+3%*  (53)  38+8*  (55) 9 2wxx (76)  29+3 (7)  14+3%  (69) 18+ 4% (42)
3 19+ 3% (44)  26+5%*  (69)  11+3**  (71) 294 (7) 142"+  (69)  29+12 (6)
4 27+ 4 21) 6710 (21)  16+3**  (58) 16+ 1% (48)  12+3%*  (73) 18+ 4% (42)
6 17+5%  (50)  61+13*  (28)  5#2%* 87) 244 (23)  22%2%%  (51)  27+3 (13)
10 20 + 5** (41)  77:8 (9)  72m (82)  19%3* (39)  17#4%*  (62) 18+ 2% (42)
11 21 + 3% 38) 7011 (18) 7 1%+ (82)  15+1%*  (52)  11+2%*  (75)  21%3* (32)
13 22+3% (35)  25+4%  (71)  14+2%*%  (63) 49+ 5err (0)  28x4%*  (38)  27+2 (13)
14 28+ 4 (18)  33+4%*  (61) 6+ 2% (84)  27%3 (13)  30%5%*  (33)  23+6 (26)
15 10£4%*  (71)  66+5 (22)  16+3**  (58)  11+3**  (65)  12£2%*  (73) 295 (6)
18 2547 (26)  25%4%*  (71)  10£2%*  (74)  47£15%*  (0)  22+3**  (51) 332 (0)
20 22+3% (35)  27+4%*  (68) 153"  (61) 49+ 3*rr (0)  28+3**  (38)  38+4 (0)
21 21 + 3% (38)  42+10%*  (51) 203%™  (47)  21+3* (32)  16+4**  (64) 25 +2 (19)
22 12£3%%  (65)  46+5¥*  (46)  19+5%*  (50) 245 (23)  19+7%%  (58) 20+ 4% (35)
24 21 + 5% (38)  51+6**  (40)  32:4 (16)  22+6* (29)  18+5%*  (60)  21+5* (32)




01
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26 18 £ 4% (47) 59 + 7% (31) 16+ 1%  (58) 20 + 2% (36) 17 £1%%  (62) 16 £ 4% (48)
28 36+5 (6) 76 £ 11 (11) 30£6 (21) 30+7 (3) 282" (38) 24+6 (23)
29 17 £2%%  (50) 48+ 9% (44) 17 £ 7% (55) 19 + 5 (39) 34 + 4%+ (24) 18 £ 4% (42)
32 25 + 4 (26) 37£6%*  (56) 19+ 6%  (50) 17 £7%%  (45) 28£5%*  (38) 16 £5%  (48)
33 17 £3%*  (50) 43£3%%  (49) 6 + Gr (84) 8 + 2% (74) 9 + 4o (80) 14 1%  (55)
34 27 2% (21) 56+13*  (34) 18 £2%*  (53) 30+3 3) 3175 (31) 23 # 3% (26)
35 24 + 3%+ (29) 47 £ 79 (45) 24 + 4 (37) 23+5 (26) 29+5%*  (36) 18 £2%%  (42)
36 25 + 3% (26) 43£9%  (49) 14+6™%  (63) 20 + 6* (36) 34 + 4 (24) 1220 (61)
DMSO  14%2 17+3 12+4 13£2 16 £2 14+1

H20 17 +3 12+3 17 +3 21+5 14+2 18+2

Srednig obliczono na podstawie eksperymentéw wykonanych niezaleznie w dwu lub trzykrotnych powtérzeniach w tripletach + odchylenie standardowe
(SD); liczba kolonii jest $rednia liczba kolonii na szalce wyrostych w obecnosci mutagenu wzorcowego (NQNO) i substancji badanej; DMSO, H20 - kontrola
negatywna; NQNO (N-tlenek-4-nitrochinoliny, 4 pg%, 50 ug%) - kontrola pozytywna; Inhib (%) - procent hamowania mutagenezy (%), ARP - arypiprazol.
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Dziatania toksyczne, obok braku efektywnos$ci i niewtasciwego profilu
ADME s3jedng z gltéwnych przyczyn niepowodzen podczas rozwoju nowych
potencjalnych lekéw. Wybor molekut do dalszych etapow badan zalezy
od zbalansowania ich aktywnos$ci w miejscu dzialania, selektywnosci,
preferowanych wtasciwosci ADME z ich bezpieczenstwem. Obowigzujace prawo
wymaga, aby wszystkie nowe zwigzki o charakterze potencjalnych lekow,
podlegaty szeroko zakrojonym badaniom w celu oceny aktywnos$ci mutagennej
i genotoksycznej, przed skierowaniem ich do badan klinicznych. Wytyczne OECD
dotyczace metod oceny bezpieczenstwa potencjalnych lekéw, ktadg duzy nacisk
na rozwoj i walidacje metod alternatywnych w stosunku do badan na zwierzetach
(Cimino i wsp., 2006; MacGregor i wsp., 2015b).

Podstawg badan alternatywnych s3 eksperymenty prowadzone
w warunkach in silico oraz in vitro. Ocena dziatan toksycznych w warunkach
in silico jest obecnie wykorzystywana jako dodatkowe, rownolegte do doswiadczen
in vitro Zrédto informacji (Erickson, 2010; Gollapudiiwsp., 2013). Zastosowanie
tego rodzaju metod pozwala nazminimalizowanie uzycia zwierzat
doswiadczalnych przez ukierunkowanie badan Ilub eliminacje czasteczek
toksycznych juz na wczesnych etapach projektu. Drugim kierunkiem badan
alternatywnych sg metody oceny bezpieczenstwa w warunkach in vitro. Opieraja
sie na fakcie uniwersalnosci DNA, jako materiatu genetycznego wszystkich
organizmow zywych. Pozwala to na wykrywanie wtasciwosci mutagennych
zwigzkow chemicznych i ich mieszanin dzieki zastosowaniu réznych systemow
badawczych, np. bakterii, drozdzy, owaddéw, czy kultur komoérek ssakéow,
a nastepnie ekstrapolowanie otrzymanych wynikow naorganizm cztowieka.
W badaniach tych kluczowa pozycje zajmuja bakteryjne testy krotkoterminowe,
ktére stuza do wstepnej selekcji zwigzkéw chemicznych przed dalszymi
badaniami. Jednak, Zadna z obecnie znanych metod oceny mutagennosci
i genotoksyczno$ci zwigzkéw chemicznych nie spetnia warunkéw idealnego
systemu badawczego i dlatego tez jedynie wyniki uzyskane w do$wiadczeniach
wielotestowych pozwalajg na identyfikacje wiekszo$ci mutagenow (MacGregor

i wsp., 2015a).
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Wraz z rozwojem biologii molekularnej powstaja wcigz nowe testy
bakteryjne, w ktorych precyzyjnie mozna okre$li¢ rodzaj uszkodzen DNA
wywolywanych przez konkretny zwigzek chemiczny. NajczeSciej stosowanymi
testami bakteryjnymi sg test Amesa, SOS-Chromotest oraz test SOS/umu
(Reifferscheid iwsp., 1991; Gee i wsp., 1998; Kaur iwsp., 2012). Test Amesa
uznawany za referencyjny, jest powszechnie wykorzystywany w laboratoriach
do oszacowania aktywno$ci mutagennej zaréwno nowych zwigzkéw chemicznych,
jak i kandydatow na lek (Mortelmans iZeiger 2000). Okresla poziom mutacji
powrotnych z histydynowej auksotrofii do prototrofii u specjalnie
skonstruowanych mutantéw szczepow Salmonella typhimurium LT2. Test Amesa
jest tatwy do wykonania, tani i szybki. Wadg jest to, Ze nie identyfikuje wszystkich
zmian w DNA komérkowym zachodzacych pod wplywem substancji mutagennych.
Dlatego stosuje sie go, jako jeden sposrdd kilku testéw oceniajgcych mutagennos¢
okreslonych zwigzkéw chemicznych (Gollapudi i wsp., 2013; Johnson i wsp., 2014;
MacGregor i wsp., 2015a). Zaletg testu jest mozliwo$¢ wstepnego metabolizowania
badanych zwigzkéw chemicznych lub mieszanin, otrzymanie odpowiedzi w ciggu
48 godzin, duza zgodno$¢ z testami prowadzonymi na zwierzetach, szacowana w
przypadku halogenkéw na 54 %, a dla pozostatych badanych substancji do 93 %
(Fluckiger-Isler i wsp., 2004). Zostat on wprowadzony na duza skale w potowie lat
siedemdziesigtych i przebadano nim najwieksza liczbe zwigzkéw chemicznych.

W ramach pracy do oznaczenia witasciwosci mutagennych badanych
zwigzkéw wybrano test Vibrio harveyi, ktéry do tej pory byt wykorzystywany
przede wszystkim do wykrywania mutagen6w wody morskiej w zakresie badan
srodowiskowych (Piosik i wsp., 2003; Utanowska i wsp., 2005a; Utanowska i wsp.,
2005b; Utanowska i Wegrzyn, 2006; Utanowska i wsp., 2007). W 2000 roku grupa
naukowcoéw z Zaktadu Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego
we wspolipracy zInstytutem Oceanologii Polskiej Akademii Nauk z Gdanska
pod kierunkiem profesora Grzegorza Wegrzyna opracowata i zoptymalizowata
ten test, pozwalajacy na detekcje substancji o charakterze mutagennym w oparciu
o zmodyfikowane genetycznie szczepy morskiej bakterii V. harveyi (Czyz i wsp.,
2000; Podgorska i wsp., 2005). Test Vibrio harveyi jest metoda prosta, szybka
i nie wymagajaca specjalnych naktadéw finansowych. Wsrdod jego zalet wymienia

sie m.in. niepatogennos$¢ szczepu dla cztowieka oraz tatwo$¢ namnazania bakterii
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w warunkach laboratoryjnych (Utanowska i wsp., 2005a). Ponadto wykazano,
iz czuto$¢ testu jest porownywalna z czuto$cig testu Amesa, a w przypadku
niektorych mutagendéw moze by¢ wyzsza (Czyz i wsp., 2002). Fakt ten mozna
wyttumaczy¢ znacznie wiekszg przepuszczalnoscig otoczki V. harveyi dla duzych
molekut, w poréwnaniu do otoczki Salmonella typhimurium (Podgoérska i wsp.,

2005; Utanowska i wsp., 2005b; Utanowska i wsp., 2007).

Badanie mutagennosci

Badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej objety bardzo
zr6znicowang pod wzgledem strukturalnym grupe zwigzkow wykazujacych
aktywno$s¢ w obrebie osrodkowego ukladu nerwowego, od dziatania
przeciwdrgawkowego przez przeciwdepresyjne, przeciwlekowe
po przeciwpsychotyczne. Dla zwigzkéw 1-36 oszacowano aktywno$¢ mutagenng
stosujagc metody alternatywne in silico i in vitro.

Wysymulowane komputerowo wyniki (OSIRIS) poddano weryfikacji
poprzez poréwnanie z danymi otrzymanymi eksperymentalnie (test Amesa i Vibrio
harveyi). Wyniki oceny potencjatu mutagennego zaproponowane dla zwigzkéw 1-
36 w badaniu in silico nie byty catkowicie zgodne z rezultatami in vitro. Program
OSIRIS wytypowat sposrdd testowanych zwigzkéw cztery (15, 20, 33, 34),
ktore s3 obdarzone potencjatem mutagennym, jednak wyniki badan in vitro
tych przewidywan nie potwierdzity.

W ramach badan in vitro do§wiadczalnie oszacowano potencjat mutagenny
zwigzkow 1-36 stosujac test Vibrio harveyi, najpierw w wersji kolbkowo-
ptytkowej, a nastepnie mikroptytkowej. W celu ustalenia przydatnosci tego testu
do badania mutagenno$ci nowych zwigzkéw o potencjalnym dziataniu
biologicznym, uzyskane wyniki odniesiono do tych, ktére otrzymano w tescie
Amesa w stosunku do podstawowego szczepu S. typhimurium TA100, nalezgcego
do standardowego panelu szczepow testowych w tej metodzie oraz w teScie
SOS/umu wykorzystanego do badania genotoksycznosci (S. typhimurium
TA1535/pSK1002).

Interpretacji wynikow aktywnos$ci mutagennej zaré6wno w teScie Amesa,
jak i Vibrio harveyi dla zwigzkéw 1-36 dokonano w oparciu o analize statystyczng

oraz analize wartoSci wspoétczynnika MI, ze wzgledu na duza dowolnos¢
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prezentowania wynikow przez réznych autoréw w literaturze (Biso i wsp., 2010;
Turhan i wsp., 2012; Espanha i wsp., 2014; Resende i wsp., 2015).

Analiza wynikéw mutagenno$ci w oparciu o warto$¢ wspoétczynnika MI
zwigzkow 1-36 zaréwno w teScie Amesa, jak i Vibrio harveyi dowiodia,
ze w badanych stezeniach Zzaden ze zwigzkéw nie byt obdarzony aktywnoscia
mutagenna, poniewaz wartosci MI < 2.

Interpretacja wynikéw badan nad mutagenno$cig uzyskanych w tescie
Amesa oraz Vibrio harveyi na podstawie analizy statystycznej nie byta
juz tak jednoznaczna. Wyniki analizy statystycznej uzyskane dla testu Vibrio
harveyi potwierdzity bezsprzecznie rezultaty otrzymane w oparciu o analize
wspoétczynnika mutagennosci MI. Tylko dla zwigzku 13, w przypadku jednego
szczepu (BB7XM) na cztery nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy
pomiedzy Srednig liczbg kolonii mutantow neomycynoopornych wzgledem
wzorcowego mutagenu, NQNO.

Natomiast w tescie Amesa, analiza statystyczna zaleznosci miedzy $rednia
liczbg kolonii rewertantéw his* wstosunku do DMSO (rozpuszczalnika),
az dla jedenastu zwigzkoéw i leku referencyjnego data wartosci znamiennie wyzsze,
co mogtoby sugerowac wtasciwosci mutagenne. Jednak na podstawie otrzymanych
wynikéw nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy liczbg rewertandéw his+,
a wzrostem stezenia substancji badanej (Biso i wsp., 2010; Turhan i wsp., 2012;
Espanha i wsp., 2014; Akyil i wsp., 2015; Resende i wsp., 2015; Silveira i wsp.,
2016). Potwierdzeniem dziatania mutagennego dla testowanych zwigzkéw
jest wykazanie istotno$ci wynikéw dla wiecej niz jednego stezenia badanej
substancji i wykazanie zaleznoSci typu steZenie-aktywno$¢ mutagenna
(Mortlemans i Zeiger, 2000).

Rzetelno$¢ i wiarygodno$¢ wynikéw uzyskanych w tescie Vibrio harveyi
zweryfikowano takze przez poréwnanie z danymi otrzymanymi w teScie SOS/umu.
Badane zwiazki (3-5, 7-12, 14-28) w stezeniach 4 pg% i 50 ug% nie wykazywaty
potencjatu genotoksycznego. Wspétczynnik indukcji IR, dla tych zwigzkéw
nie przekroczyt warto$ci granicznej wynoszacej 1,5. Jedynie zwigzek 12
w wyzszym stezeniu posiadat wtasciwosci cytotoksyczne, co mogtoby skutkowac

powaznymi zaburzeniami na poziomie tkankowym.
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Badanie antymutagennosci

W Srodowisku cztowieka stale wzrasta liczba czynnikéw genotoksycznych,
ktére sg przyczyng uszkodzen DNA i moga prowadzi¢ do powstawania mutacji
i karcynogenezy (Miadokova i wsp., 2002; Gulluce i wsp., 2010). Egzo- i endogenne
czynniki genotoksyczne moga zwieksza¢ ryzyko rozwoju nowotworéw. Dlatego
niezbedne jest poszukiwanie nowych zwigzkéw, naturalnych badZ syntetycznych,
ktore zapobiegaja lub hamuja proces karcynogenezy (Melo-Cavalcante i wsp.,
2008; Stoczynska i wsp., 2010; Stoczynska i wsp., 2014b). Jednym z najbardziej
obiecujacych dziatan na rzecz zmniejszania ryzyka wystgpienia nowotworu jest
chemoprewencja (Greenwald, 2001). Dzieki licznym obserwacjom klinicznym,
jak rowniez modelom do$wiadczalnym wiadomo, Ze nowotworzenie jest procesem
wieloetapowym, mogacym rozpocza¢ sie mutacja onkogenng (protoonkogenu
i/lub genu supresorowego) DNA pojedynczej komorki. Zjawisko chemoprewencji
zostalo zdefiniowane, jako wykorzystanie naturalnych lub syntetycznych
zwigzkow chemicznych w celu zahamowania, opéznienia lub odwrdécenia procesu
karcynogenezy (Kelloff i wsp., 1994). Zwigzki chemoprewencyjne charakteryzuja
sie niska toksyczno$cig, zdolnoscig unieszkodliwienia karcynogenéw, jak réwniez
negatywnych skutkéw wywotywanych przez nie w komdrce. Zwigzki
chemoprewencyjne mozna podzieli¢c na dwie Kklasy: pierwsze, tzw. zwiazki
blokujace - hamujace etap inicjacji poprzez inhibicje aktywacji karcynogenoéw,
drugie, tzw. zwigzki supresyjne - hamujgce proliferacje komorek ztosliwych
podczas etapéw promocji i progresji (Tsai i wsp., 1996; Dion i wsp., 1997; Ikken
i wsp., 1999). Wiekszos$¢ z tych substancji wykazuje ztozony mechanizm dziatania.
Czynniki chemoprewencyjne moga dziata¢ przede wszystkim przez:
1. wigzanie mutagendéw i zapobieganie ich wnikaniu do komérek
2. hamowanie replikacji DNA i proliferacji komorek

3. nasilanie proceséw naprawy uszkodzen DNA
4. ,zmiatanie” wolnych rodnikéw i niwelowanie stresu oksydacyjnego

5. hamowanie metabolicznej aktywacji promutagenéw - hamowanie enzymow
cytochromu P-450 oraz wzmaganie detoksykacji mutagendéw przez indukcje

enzymow Il fazy
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6. kierowanie zmienionych komoérek na droge apoptozy (Pesarini i wsp., 2013;
Gulluce i wsp., 2010; Kaur i wsp., 2010; Hoffmann i wsp., 2003; Orhan i wsp., 2013;
Turhan i wsp., 2012; Stoczynska i wsp., 2014b).

Obecnie prowadzone s3 intensywne badania nad poszukiwaniem zwigzkow
antymutagennych zdolnych do hamowania procesu nowotworowego. (Ferguson
i Philpot 2008; El-Sayed i Hussin 2013a; El-Sayed i wsp., 2013b). W ostatnich
latach podkresla sie takze udzial wolnych rodnikéw i stresu oksydacyjnego
w powstawaniu uszkodzenia moézgu przyczyniajgcego sie do tworzenia
sprzyjajacych warunkéw dla procesu epileptogenezy (Mishra i wsp., 2015; Tutanc
iwsp., 2015). Kilkadziesigt przeprowadzonych klinicznych i doswiadczalnych
badan wskazuje na znaczenie czynnikdw stresu oksydacyjnego/obrony
antyoksydacyjnej w padaczce. Nadprodukcja RFT podczas niedokrwienia
ireperfuzji jest jedng z glédwnych przyczyn neurodegeneracji w komorkach
hipokampa mogacych prowadzi¢ do epileptogenezy. Z tego powodu uzasadnione
wydaje sie poszukiwanie nowych zwigzkéw chemoprewencyjnych, w tym takze
z grupy antymutagennych.

Mozliwo$¢ badania wtasciwosci antymutagennych potaczen 1-4, 6, 10, 11,
13, 14, 15, 18, 20-22, 24, 26, 28, 29, 32-36, ktore daje prosta modyfikacja testu
Amesa i Vibrio harveyi, zwtaszcza w powyzszym konteksScie, wydata sie niezwykle
interesujgca. Okazato sie, Ze zwigzki te zar6wno w teScie Amesa, jak i Vibrio
harveyi wykazywaty umiarkowane i silne dziatanie antymutagenne odpowiednio
wobec szczepow S. typhimurium TA100 oraz V. harveyi: BB7, BB7M, BB7XM, BB7X.

Bardzo silnym dzialaniem antymutagennym w obu przeprowadzonych
testach charakteryzowaly sie dwie pochodne z grupy aminoalkanoli: (R)-2-(2-(2-
(2,6-dimetylofenoksy)etoksy)etyloamino)propan-1-ol (1), (8)-2-(2-(2-(2,6-
dimetylofenoksy)etoksy)etyloamino)propan-1-ol (2) oraz zwigzek (N-(3-(4-(2,3-
dichlorofenylo)piperazin-1-yl)propylo)-7-chinolinosulfonamid) (33) nalezacy
do grupy pochodnych arypiprazolu. Zwigzki te, jako substancje antymutagenne
rokujg bardzo dobrze, jako jedyne wykazywaty wysoki procent hamowania
potencjatu mutagennego w stosunku do wszystkich testowanych szczepow.
Otrzymane wyniki w zakresie szacowania antymutagennoSsci, dla zwigzkow 1, 2
i 33, zachecaja do dalszych poszerzonych badan nad ich mechanizmem dziatania

chemoprewencyjnego. Zwigzki te mozna uznac za struktury wiodace, ktore moga
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podlega¢ dalszej optymalizacji w celu osiagniecia jeszcze Kkorzystniejszego

dziatania antymutagennego.

WNIOSKI:

1. Potwierdzono przydatno$¢ mikrobiologicznego testu Vibrio harveyi
do szybkiej skriningowej oceny aktywnos$ci mutagennej nowych zwigzkéw
chemicznych o aktywno$ci biologiczne;j.

2. Opracowano test mutagennosci Vibrio harveyi w formacie mikroptytki,
pozwalajagcy na skrécenie czasu trwania procedury oraz zwiekszenie
przepustowosci badan.

3. Ustalono duza przydatno$¢ mikrobiologicznego testu Vibrio harveyi w selekcji
zwigzkow o wysokim potencjale antymutagennym.

4. Potwierdzono, ze metody in silico pomagaja wstepnie oszacowa¢ wtasciwosci

mutagenne, ale wyniki musza by¢ weryfikowane danymi eksperymentalnymi.
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W czesci teoretycznej pracy przedstawiono zasade alternatywnych metod
oceny toksycznos$ci potencjalnych substancji leczniczych, zamieszczono informacje
zawarte w wytycznych OECD i ICH dotyczace metod oceny bezpieczenstwa
substancji chemicznych oraz przyblizono zasady strategii badan przesiewowych
mutagennoSci i genotoksyczno$ci. Przedstawiono najwazniejsze wymogi
europejskiego standardu doswiadczen na zwierzetach (zasada 3R) wyznaczonego
przez zrodta miedzynarodowe i unijne ze szczeg6lnym uwzglednieniem aspektow
humanitarno-prawnych zawartych w dyrektywie 2010/63/UE. Dokonano
przegladu literaturowego testow bakteryjnych i eukariotycznych oraz metod
komputerowych, wykorzystywanych do oceny mutagennos$ci i genotoksyczno$ci
potencjalnych substancji leczniczych.

Celem projektu obejmujgcego prace doktorska byto przeprowadzenie
badan szacujgcych witasciwosci mutagenne i genotoksyczne dla 36 nowych
zwigzkdw chemicznych o ustalonej aktywno$ci w osrodkowym uktadzie
nerwowym wybranymi metodami in silico oraz in vitro. Przedmiot badan
stanowity pochodne aminoalkanolowe wykazujgce dziatanie przeciwdrgawkowe,
sulfonamidowe pochodne aryloksyetylo amin alicyklicznych oraz sulfonamidowe
pochodne arypiprazolu wykazujgce potencjat terapeutyczny w leczeniu depresji,
leku oraz schizofrenii.

W ramach pracy przeprowadzono, takze ocene przydatnosci
mikrobiologicznego testu Vibrio harveyi do szybkiej skriningowej oceny
witasciwosci mutagennych nowych zwigzkéw chemicznych o aktywnosci
biologiczne;j.

W ramach badan wtasnych opracowano mikroptytkowy test Vibrio harveyi,
pozwalajagcy na wstepng ocene dziatania mutagennego nowych potaczen
chemicznych o aktywnos$ci biologicznej. Opracowanie mikroptytkowego testu
Vibrio harveyi ma wiele zalet, wsréd ktorych wymieni¢ nalezy m.in.: znaczne
ograniczenie objetosci wykorzystywanych mediéw hodowlanych i odczynnikéw,
zmniejszenie ilo$ci testowanych substancji mutagenéw, szansa na jednoczesne

testowanie wielu substancji, czy mozliwo$¢ uzyskania wyniku w krétszym czasie.

112



VI Podsumowanie

Ze wzgledu na prosta mozliwo$¢ modyfikacji metodyki testu Amesa
oraz Vibrio harveyi, zbadano aktywno$¢ antymutagenng badanych zwigzkéw (1-
36).

Zgodnos$¢ otrzymanych wynikéw w teScie mutagennosci Vibrio harveyi
ztestem Amesa potwierdza bezpieczenstwo badanych potaczen (1-36)
w odniesieniu do materiatu genetycznego komorki. Brak aktywno$ci mutagennej
w teScie Vibrio harveyi oraz w referencyjnym teScie Amesa, Swiadczy
o prawidlowym funkcjonowaniu testu Vibrio harveyi, ktéry moze byc¢
wykorzystywany konkurencyjnie do powszechnie stosowanego i uznanego testu
Amesa.

Bakterie V. harveyi nie sg patogenne w stosunku do ludzi, zatem warunkuja
bezpieczenstwo pracy w laboratoriach. Ponadto s3 bardzo dobrymi
bioindykatorami ze wzgledu na tatwo$¢ przenikania mutagenéw przez ich $ciany
komérkowe, dlatego moga by¢ wykorzystywane w testach szacujacych
mutagennos$¢ zwigzkéw biologicznie aktywnych. Udowodniono takze, ze wykazuje
on wiekszg wrazliwo$¢ i czuto$¢ na substancje mutagenne niz test Amesa.

Uzyskane wyniki uprawniajga do stwierdzenia, Ze test Vibrio harveyi
jest przydatnym i wiarygodnym narzedziem skrinningowym potwierdzajacym
oraz wykrywajacym aktywno$¢ mutagenng badanych potaczen.

Opracowanie testu w formacie mikroptytki pozwolito m.in. na znaczne
ograniczenie objetosci wykorzystywanych mediéw hodowlanych i odczynnikéw;
jednoczesne testowanie wielu substancji oraz uzyskanie wynikéw w krétszym
czasie niz w klasycznym te$cie Vibrio harveyi.

Zarowno w teScie Amesa, jak i teScie Vibrio harveyi badane zwigzki
charakteryzowata korzystna aktywno$¢ antymutagenna, a zwigzki 1, 2 i 33,
wykazywaty najwyzszy potencjat antymutagenny.

Otrzymane wyniki w zakresie szacowania mutagennos$ci w grupie
zwigzkow 1-36, zostalty wykorzystane przy selekcji i rekomendacji do dalszych
badan przedklinicznych, pozwolity takze wytoni¢ sposréd badanej grupy struktury

o bardzo wysokiej korzystnej aktywnos$ci antymutagenne;.
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