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Optimalizace pozitivnich kontrol a urcéeni genotoxického potencialu

vzorku s pouzitim testu reverzni mutace na bakteriich

Abstrakt

Vyuziti Amesova testu k urCeni mutagenniho a tim 1 karcinogenniho potencialu
chemickych latek, 1éCiv a zdravotnickych prostiedki je v souc¢asné dobé velmi oblibené
diky jeho jednoduchosti, rychlosti a finan¢ni nenarocnosti provedeni. Cilem této prace
je statisticky zhodnotit historicka data pozitivnich a negativnich kontrol ziskanych ve
firm¢ MediTox s.r.0., dale pak na zaklad¢ téchto dat navrhnout a provést optimalizaci
pozitivnich kontrol a poznatky z optimalizace ov¢fit a aplikovat v praxi na nékolika
vzorcich. Na zaklad¢ vyhodnoceni historickych dat firmy MediTox s.r.o. jsem usoudila,
Ze je potieba optimalizovat praci s E. coli. Bylo provedeno testovani tii Sarzi pozitivnich
kontrol v provedeni bez S9 a dvou Sarzi vprovedeni sS9. Kontroly poskytly
konzistentni vysledky, na jejichz zakladé bylo mozné vyhodnotit vysledky testu. Ze
3 testovanych vzorkli vyplynulo, Ze je vhodné vyménit E. coli Combo michanou ve
firm¢ MediTox s.r.o. ze dvou bakteridlnich kment za dodanou a jiz pfipravenou smés
téchto kment od firmy Xenometrix. Praci s ostatnimi kmeny a pozitivnimi kontrolami

nebylo potifeba optimalizovat.
Klic¢ova slova
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Optimization of positive controls and determination of genotoxic

potential of the sample using reverse mutation test on bacteria
Abstract

The use of the Ames test to determine the mutagenic and therefore carcinogenic
potential of chemicals is currently very popular due to its simplicity, speed and cost-
effectiveness. The aim of this work is to statistically evaluate the historical data of
positive and negative controls obtained in the company MediTox s.r.o., based on this
data, to design and execute the optimization of positive controls and to verify and apply
the findings from the optimization in practice on several samples. Based on the
evaluation of historical data of MediTox s.r.o. I concluded that it is necessary to
optimize the work with E. coli. I performed the testing of three batches of positive
controls, they were carried out without S9 and two batches were carried out with S9.
According to the consistent results provided by the controls, it was possible to evaluate
the results of the test. As emerged from three tested samples, it is appropriate to replace
the E. coli Combo prepared from two bacteria strains by MediTox s.r.0. by a mixture of
the above mentionned strains prepared by Xenometrix. It was not necessary to optimize

the work with the other strains and positive controls.
Key Words

Ames test; positive control; optimization; MPF Penta; genotoxicity; mutagenicity
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1 Uvod

Urceni mutagenniho a genotoxického potencialu vzorku je nedilnou soucasti hodnoceni
1éCiv, zdravotnickych prostiedkti, primyslovych chemikalii, pesticidi, biocida,
potravinaiskych ptidatnych latek, kosmetickych piisad, veterinarnich 1é¢iv a vSech latek
v kontextu mezinarodnich pravnich pfedpisi o ochrané clovéka. Amesiv test je
Vv soucasné dob¢ jeden znejvice rozSifenych a uzivanych Screeningovych testli na
bakteriich, ktery slouzi k vylou¢eni mutagennich u¢inku testovanych latek. Tak velkou
roz§ifenost mu zajist'uje jednoduchost, rychlost a finan¢ni nenaro¢nost uziti v praxi.
Jednd se o test prvni volby, v pfipadé negativniho vysledku je testovany material
podroben dal§imu testovani. Amestv test nelze provést u latek toxickych pro bakterie,

napf. antibiotika.

V této praci budu provadét vyhodnoceni veskerych dat nasbiranych ve firmé MediTox
S.r.0. za obdobi let od roku 2017 do soucasnosti. Firma MediTox s.r.o. provadi test
mikrofluktua¢ni metodou pomoci kitii dodavanych firmou Xenometrix. Tento typ testu
V nasi republice probihad v rezimu SLP jen ve firm¢ Meditox S.r.0. Dalsi dv¢ instituce

jsou ve fazi zavadéni tohoto testu.

ProtoZe je tento typ metody zatim v pocatcich, budeme optimalizovat pracovni postup
v souladu s doporucenimi, ktera vzeSla vroce 2017 z Mezinarodniho seminaie
0 testovani genotoxicity (IWGT) v Tokiu, kde odbornici vytvofili seznam doporuceni
pro laboratofe, v nichZ se tento typ testovani zavadi. VSechna tato doporuceni jsou

v souladu s normou OECD 471 (Elespuru, 2019).
1.1 Vyznam testovani

V soucasné dob¢ védeckého pokroku v syntéze novych chemickych latek je moderni
spole€nost exponovdna denné stovkam latek, z nichZ nékteré mohou byt pro lidsky
organismus nebezpecné. Jiz Paracelsus v 15. stoleti vyjadfil mySlenku ,,Pouze davka
urCuje, ze véc neni jed“ (Borzelleca, 2000). Karcinogeny jsou v soucasné dobé
rozdéleny do dvou tfid, genotoxickych a negenotoxickych karcinogenti. Genotoxickeé
karcinogeny jsou chemické latky vyvolavajici karcinogenitu indukci mutaci. Vzhledem
k jejich interakcim s DNA se predpoklada, Ze neexistuje zadny bezpecny expozi¢ni prah
nebo davka. Proto se ocekava, Ze budou predstavovat genotoxicka a karcinogenni rizika

pro Clov€ka, a to 1 pfi velmi nizkych koncentracich. Genotoxické karcinogeny jsou



regulovany v ptipad¢, ze predstavuji riziko vzniku rakoviny pro ¢lovéka i pii velmi
nizkych davkach (Aardema, 2000, Lowel, 2000). U negenotoxickych karcinogenti, které
indukuji rakovinu jinymi mechanismy nez mutacemi, jako jsou hormonalni ucinky,
cytotoxicita, bunécnad proliferace nebo epigenetické zmény, se predpoklada, Zze maji
bezpe¢ny expozi¢ni prah nebo davku; jejich pouziti ve spolecnosti je tedy povoleno,
pokud by uroven expozice nebo piijmu nepiekrocila limit. Napiiklad chemikalie
vyvinuté¢ pro potravinarské piidatné latky, pesticidy nebo veterinarni 1é¢iva podléhaji
pfed uvedenim na trh toxikologickym testim, stanovuje se limit, tj. pfijatelny denni
ptijem - Acceptable Daily Intake (Lu, 1988), na zakladé nepozorované urovné
neptiznivych ucinkt (NOAEL) a bezpecnostniho faktoru. Testy genotoxicity jsou

dulezitou metodou pro rozliseni dvou tiid karcinogent (Nohmi, 2018).
1.2 Mutagenita

Mutagenita je schopnost vyvolat trvalé prenosné zmény v mnozstvi nebo struktuie
genetického materidlu bunck nebo organismil. Tyto zmény mohou probihat na Grovni
jediného genu, bloku vice genli nebo chromozomii. Genetickd zména je oznafovana

jako mutace a agens zpusobujici zménu jako mutagen (chemsafetypro).

Mutace

Podle vzniku délime mutace na spontdnni a indukované. Spontanni mutace vznikaji
samovolné. Indukované mutace se objevuji v dusledku plisobeni fyzikalnich ¢i

chemickych faktort.

Podle urovné, na které genetickou informaci ovliviiuji, d€lime mutace na genove,
chromozomové a genomové. Genové mutace jsou zmény, které probehly v ramci
jednoho genu, tedy nenarusily integritu celého chromozomu. Chromozomové mutace
jsou zmeény zpiisobujici zlomy ¢i chromozomadlni pfestavby. Jedna se o zmeény
postihujici n€kolik genii najednou. Jsou rozpoznatelné 1 mikroskopem. U genomovych

mutaci dochazi ke zméné poctu celych chromozomt.

Podle bunék, které postihuji, délime mutace na somatické a gametické. Somatické
mutace se nepiendseji na potomky, projevuji se pouze na dané bunécné linii. Zplsobuji
zmény v rustu, funkci bunek ¢i smrti buiiky. Gametické mutace se prenaseji z rodicli na

potomky, postihuji zarodecné buiiky, ucinek je dédicny.


https://www.chemsafetypro.com/

1.3 Genotoxicita
Genotoxicita popisuje schopnost latek poskodit genetickou informaci v bunce.

Genotoxické latky jsou latky, jez jsou schopny interagovat a poSkozovat bunétnou
DNA, maji schopnost zptsobovat poskozeni genetické informace uvnitt buiiky, mutace

a jsou zakladem pro vyvoj vrozenych vyvojovych vad.

Vsechny mutageny jsou genotoxické, ale ne vSechny genotoxické latky jsou mutagenni

(chemsafetypro).

Mezi genotoxiny muzeme fadit jak chemické latky, tak zafeni (Mohamed, 2017), dale
pak i zdravotnické prostiedky posuzované Vv souladu s Natizenim evropského
parlamentu a rady (EU) 2017/745 ze dne 5. dubna 2017 a 1é¢iva v souladu s nafizenimi
Mezinarodni rady pro harmonizaci technickych pozadavkii na humanni 1é¢iva ICH Q1-

Q14.
1.3.1 Testovaci systémy

Stale se usiluje 0 vyvoj a zdokonalovani spolecné strategie pro testovani genotoxicity,
rizik stim spojenych a vyb&rem vhodnych testovacich systéml. Mezi dohodnuté
pokyny a doporu€eni pro testovani patii protokoly Organizace pro hospodaiskou
spolupraci a rozvoj (OECD) k jednotlivym testim a pokyny Mezinarodni konference
0 harmonizaci technickych poZadavkl na registraci 1éCiv pro lidské pouziti (ICH)

a strategické pokyny pro 1é¢iva (ICH S2, 2011).

V souladu s principy 3R — Reduction, Replacement, Refinement (Burch, Russel, 1959)
je usilovano a etickymi komisemi kontrolovano uzivani metod in vivo v souladu se
smérnicemi Evropského parlamentu a Rady 2010/63/EU o ochrané zvifat pouZivanych

pro védecké ucely ze dne 22. zaii 2010.

Pfi vSech snahach o zdokonaleni postupi je potfeba zahrnout rozdilnost v metabolismu
testovacich systému in vivo a in vitro ve srovnani s relevantnosti uziti u lidského
organismu (Bigger et al., 2007). Jako feSeni vlivu metabolismu u in vitro testi byl
navrhnut exogenni metabolicky aktivator jaterni homogenizat z potkani (Ames, 1973,
Cantelli-Forti, 1997). 1 piesto vSak mohou soufasné testovaci systémy in Vitro
generovat jak faleSné negativni, tak faleSné pozitivni vysledky ve vztahu k predikci

karcinogenity hlodavcu (Bigger et al., 1980).
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1.3.2 Zpiisob vybéru a podminky testovdni genotoxicity

Vybér vhodného testu pro konkrétni latky je zaloZzen na chemickych a fyzikalnich
vlastnostech zkoumané latky. Omezujicim kritériem mize byt u pevnych latek
napiiklad jejich rozpustnost, u kapalnych jejich misitelnost s vodou, nebot’ v testech
byva vétSinou, pro snadnost aplikace, testovaci systém vystaven vodnimu roztoku

(Knejzlik, Ruml, 1999).

Testovana latka by neméla reagovat s vodou ani s ni vytvaret pény, gely a emulze.
Nesplituje-li tuto podminku, je nutno pouzit jiné rozpoustédlo ve vhodné koncentraci
pro dany testovaci systém, v koncentraci, ktera testovaci systém nijak neovlivni

(Knejzlik, Ruml, 1999).

Pfi testovani pevnych nerozpustnych latek je nutné z testovaného materidlu udélat
vyluh. Musi se dodrzet standardizované podminky, a to extrakce pii 37 + 1°C po dobu
72 + 2h. Teploty vyssi nez doporucené rozmezi mohou nepiiznivé ovliviiovat chemické
vlastnosti latky, pfipadné slozky média. Kuréeni mnozstvi extrakéniho cinidla se
pouzivad extrakéni pomér, tedy standardni plocha povrchu nebo hmotnost délena
objemem. Extrakci je nutné provadét s pouzitim polarnich (napf. voda, fyziologicky
roztok) i nepolarnich extrakénich médii (napt. Cerstvé rafinovany rostlinny olej).
Extrakce se musi provadét za michani ¢i cirkulace. Extrakt se nesmi zpracovavat
filtraci, odstfedénim ¢i jinymi metodami k odstranéni suspendovanych ¢&astic, dale pH
extraktu se nesmi nijak upravovat, pokud to neni opodstatnéno (CSN EN ISO 10993-
12).

Nékteré latky maji schopnost extrahovat jak polarni, tak i nepolarni latky (napt. DMSO,
kultivacni médium bez séra). Jako rozpoustédlo se vV Amesové testu musi pouzivat
latky, které nejsou toxické pro dany testovaci systém. Stejna rozpoustédla se pouzivaji

Vv testech jako negativni kontrola.

DMSO je nejuzivangjsim rozpoustédlem pro testy mutagenity a je vyuzivan i pres malé
riziko cytotoxicity pro testovaci systémy Salmonella (Aoki, 2010). Vyuziva se diky
svym vlastnostem, jezZ umoziuji rozpoustét chemikalie, které nejsou rozpustné ve vode.
Je schopny rozpoustét Sirokou Skalu polarnich i nepolarnich chemikalii a je misitelny

s agarem ¢i tekutym médiem.
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Dale bylo pro pouziti v testu testovano né€kolik desitek dalSich rozpoustédel riznych
chemickych tfid (amidy, nitrily, ketony, uhlovodiky, ethery, alkoholy, hydroxyethery,
atd.) a vlastnosti schopnych rozpustit Sirokou $kalu chemikalii, u nichz bylo pouziti
DMSO 1z n¢jakého divodu nemozné - silnd alkylacni nebo acylacni cinidla, latka
nerozpustna Vv DMSO nebo DMSO interferovalo s procesem metabolické aktivace
(Ames, 1981).

Mira, do jaké jsou tato alternativni rozpoustédla toxicka, zavisi na davce a metodé
stanoveni. Jako projev toxicity rozpoustédla miizeme pozorovat napt. snizeni mutagenni

odpovédi a rychlosti spontannich mutaci (Ames, 1981).
V praxi se nejcastéji vyuzivaji tyto genotoxické in vitro testy:

e Test reverzni mutace bakterii - Amesuv test (OECD 471)

e Test chromozomovych aberaci savcu in vitro (OECD 473)

e Test mutace gend sav¢ich bunék in vitro, napt. MLA test (OECD 476, OECD
490)

e Invitro sav¢i mikronukleus test (OECD 487)

A nasledujici in vivo genotoxické testy:

e Invivo sav¢i alkalicky kometovy test (Comet Assay) (OECD 489)
e Sav¢i erytrocytarni mikrojaderny test (Mikronukleus test in vivo) (OECD 474)

e Test chromozomovych aberaci savcu in vivo (OECD 475)
1.4 Legislativa

Firma MediTox s.r.o. se zabyva preklinickym testovanim v terapeutickych oblastech jak
veterinarni, tak huménni mediciny, biotechnologii, chemickém a agrochemickém
prumyslu a spolupréci ve vyzkumu s univerzitami a vyzkumnymi institucemi. Pro ucely
této bakalaiské prace budou detailnéji rozebrany jen normy vztahujici se piimo

K testovani veterinarnich a humannich 1é¢iv a zdravotnickych prostiedka.

Norma 471 pro testovani chemickych latek vydana Organizaci pro hospodaiskou
spolupraci a rozvoj (Organisation for Economic Co-Operation and Development —

OECD 471) se tyka ptimo testu reverzni mutace bakterii.
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Dalsi normy se zabyvaji bezpe€nosti a fizenim rizik kvality pfi stanoveni Urovni
mutagenniho potencidlu. Poskytuji doporuceni pro hodnoceni a kontrolu mutagennich

znelisténi, které zustava nebo se divodné o¢ekava, ze zistane v konkrétni latce.

Tyto normy jsou vydané Mezinarodni radou pro harmonizaci technickych pozadavka na
humanni lé¢iva (ICH), kterd sdruzuje regulacni organy a farmaceuticky prtimysl za
ucelem diskuse o védeckych a technickych aspektech vyvoje a registrace
farmaceutickych vyrobkt. ICH podporuje vetejné zdravi dosazenim vétsiho sjednoceni
prostiednictvim vypracovani technickych pokynii a pozadavkii na registraci
farmaceutickych vyrobki (ICH, 2019). Mikrofluktua¢ni Amesiv test je doporuéen
normou ICH M7.

Normy Evropské 1ékové agentury (EMA) podporuji védeckou dokonalost pfi hodnoceni
a dohledu nad 1éCivy ve prospéch zdravi lidi a zvitat v Evropské unii. EMA se snazi
usnadnit vyvoj a pristup k 1ékiim, vyhodnotit zadosti o registraci, sleduje bezpecnost
lé¢iv po celou dobu jejich Zivotniho cyklu, poskytuje informace zdravotnickym

pracovnikiim a pacienttim.

Z téchto a dalsich mezindrodnich norem vychazi nafizeni, pfedpisy a vyhlasky Ceské
republiky. Pro kazdou oblast lidského zivota konkrétni zdkony a S nimi souvisejici
vyhlasky zabyvajici se danou oblastni napf. Zakon o omamnych a psychotropnich
latkach, o 1écivech, o krmivech, o potravinach, o tabakovych vyrobcich, o odpadech,

0 ochrané vetejného zdravi.
1.4.1 OECD 471 - Bacterial Reverse Mutation Test

Norma se zaméiuje predevsim na standardizaci podminek provadéni testu. Popisuje
vyuziti téchto testll, upozornuje na nevhodnost uziti pfi testovani vysoce baktericidnich
latek, jistych tfid chemikalii, dale pak na to, Ze nesmi byt opomenut rozdil metabolismu
mezi prokaryotickou buikou testovaného kmenu a savéimi bunkami. Vysvétluje
principy metod testovani, popisuje postup piipravy, uziti bakterii, médii, pozitivnich
a negativnich kontrol a pfistrojové techniky. Popisuje, jak spravné odecist a vyhodnotit
vysledky. Dale obsahuje soupis informaci, které musi obsahovat Protokol o zkouSce
(OECD 471).
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1.4.2 EMA ICH M7 Assessment and control of DNA reactive (mutagenic)

impurities in pharmaceuticals to limit potential carcinogenic risk

Smeérnice, jez ma za kol regulovat posouzeni a kontrolu reaktivnich (mutagennich)
zneCisténi ve farmaceutickych piipravcich. Tato smérnice slouzi ke standardizovani
postupu, ktery lze pouzit pro identifikaci, kategorizaci, kvalifikaci a ke kontrole
mutagenniho znec€isténi za ucelem omezeni potencialniho karcinogenniho rizika (EMA,

2018).

1.4.3 EMA Guideline on assessment and control of mutagenic impurities in

veterinary medicinal products

Syntéza 1écivych latek zahrnuje pouziti velkého mnozstvi chemickych latek, jez
v disledku chemické syntézy nebo nésledné degradace necistot miize zlstdvat
v 1écivych latkach a veterinarnich 1écivych piipraveich. Tato smérnice poskytuje
pokyny pro kvalifikaci a kontrolu vétSiny 1é¢ivych piipravka a jejich zneciSténi, které
mohou byt reaktivni vi¢i DNA. Dale smyslem této smérnice je poskytnout prakticky
ramec, ktery je pouzitelny pro identifikaci, kategorizaci, kvalifikaci a kontrolu téchto
mutagennich necistot, aby se omezilo potencidlni karcinogenni riziko spojené s expozici
potencidlné mutagennimi necistotami. Tato smérnice dopliiuje smérnice Evropské
agentury pro lé¢ivé pripravky VICH GL10 a VICH GL11. Smérice je zalozena na
pfistupu ICH smérnice M7. I tato smérnice ma za kol regulovat posouzeni a kontrolu

reaktivnich (mutagennich) znecisténi ve veterinarnich 1é¢ivych ptipravcich.
1.5 Soucasny stav

Prvnim z divodl pro pouzivani Amesova testu byla potencialni ptenositelnost vysledkt
pfi nésledné registraci zdravotniho prostiedku v souladu s REACH (test prvni volby)
a metodickym doporuc¢enim (OECD 471), tj. v souladu s pozadavky EPA a ECHA.
Dalsim divodem byla budouci pouzitelnost testu pro HTS kandidatnich 1éCiv a jejich
necistot, kterym se naSe pracovisté zabyva, pficemz Ames MPF je zahrnut do
pozadavki EMEA. (ICH S2R1, M7 i Federalni agentury pro 1é¢iva (FDA) DalSim
divodem pro vybér tohoto testu bylo jeho relativné jednoduché provedeni a rychlost
(obzvlasté v ptipadé MPF varianty), zejména v porovnani s vétSinou eukaryotickych
systémi. V neposledni fad¢ Ames MPF metoda spliiuje podminky 3R strategie. Tyto

podminky jsou Splnény tim, ze nahrazuji genotoxické testy in vivo (Replacement), dle
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deklarace vyrobce, kterd byla ovétena, snizuji spotiebu Zivocisného materialu (jaterniho
extraktu z hlodavci; Reduction) a jedna se o kvalitativné vylepSeny test (Refinement)

(Boron, Kacer, 2016).
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Ames test

Roku 1975 Bruce Ames a jeho spolupracovnici na University of California v Berkeley
navrhli test pro detekci mutageneze indukované chemikaliemi (Ames, at all, 1974)
a dale jako screennig genotoxicity, tedy zda ma studovana latka potencial indukovat
poskozeni DNA (Ames, McCann, 1976). Amestv test je stale jednim z nejCastéji
pouzivanych kratkodobych testi pro testovani mutagenity chemickych latek. Test je
nutny ke schvaleni a uvedeni novych 1éCiv, zdravotnickych ptipravkt a dalSich
chemickych latek v mnoha statech svéta. V normach REACH, EPA, OECD, EMA,
FDA je stanoven jako test prvni volby. Dle EMA ICH M7 je pozitivni AMES
dostatecny dtkaz genotoxicity. Pokud je test negativni, je tifeba provést dalsi

genotoxické testy dle bakterie pro potvrzeni negenotoxické latky (EMA ICH M7).

Testuje se nékolik koncentraci pro ptfesnou piredstavu o komplexni odezvé davka-
odpovéd. Tento typ testovani ndm poskytuje informace o mutagennim potencidlu
testované latky, o druhu mutace, jez latka zplsobuje, 0 minimalni cytotoxické
koncentraci. Je ovSem dulezité mit na paméti, ze mira mutagenity je ovliviiovana
absorpci latky buiikami a odliSnosti v metabolizaci latek (Boron, Kacer, 2016). Diky
tomuto je test stale povazovan za jednu z nejcitlivéjSich metod testovani genetické
toxicity na predikci karcinogenity u zvifat. Ames test je rychla, levna in vitro metoda,

s vysokou shodou predikce u hlodav¢i karcinogenity (Mortelmans, Zeiger, 2000).
2.2 Princip testu

Na testovacich systémech byly provedeny bodové mutace v genech pro schopnost
syntézy aminokyselin histidinu u bakterii Salmonella typhimurium nebo tryptofanu
u bakterii Escherichia coli. Vysledkem jsou bakterie, které nejsou Zzivotaschopné
Vv prostiedi bez pifitomnosti dependentnich aminokyselin. V testu se histidin a tryptofan
dependentni kmeny bakterii vystavi rliiznym koncentracim testované latky v prostiedi
média postradajici danou aminokyselinu. Tato média umoziuji prezit a rist pouze tém
bakteriim, které prosly reverzi na histidinovou/tryptofanovou prototrofii. Genotoxicka
latka zplisobi novou mutaci na mist¢ pfedchozi mutace. Reverzni mutace, kterd
probéhne, zplisobi substituce bazi nebo posuny v ramci genu. Mutaci dojde ke zméné

Vv genotypu a dale ke zméné fenotypu bakterie. Zména se projevi obnovenim schopnosti
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syntézy aminokyselin. Tyto revertantni bakterie poté budou moci rist v médiu
s nedostatkem histidinu nebo tryptofanu, zatimco bakterie bez reverzni mutace nebudou

schopny rist (Xenometrix, 2019).
2.3 Testovaci systémy

V Ames testu se vyuzivaji kmeny Salmonella enterica sérotyp Typhimurium
(S. typhimurium) LT2 a / nebo Escherichia coli. Kmeny Salmonella TA1535, TA1537,
TA98, TA100 poskytuji vybornou mezilaboratorni opakovatelnost. Kmeny E. coli WP2
se vyuzivaji v testu pro moznou detekci nékterych mutagenti plsobicich oxidaénim
mechanismem. Obecné se pouzivaji kmeny WP2 jako doplnék nebo piimo jako nahrada
za kmen Salmonella typhimurium TA102, ktery také nese par bazi AT v misté mutace
(Mortelmans, Riccio, 2000).

Testovaci kmeny jsou mutované né€kolika mechanismy tak, aby zpétné mutace
probihaly riznymi mechanismy, a tim byla Gplné pokryta detekce vzniku mutaci na
vSech urovnich. Kmeny Salmonella pochazejici ze Salmonella typhimurium LT2 jsou

histidinové auxotrofy.

Kmeny jsou vylepSeny mutaci rfa a uvrB. Mutace rfa vede k defektni
lipopolysacharidové (LPS) vrstve, kterd pokryva bunéény povrch, ¢imz se bakterie
stavaji nepatogenni a propustnéjsi pro velké molekuly latek (Mortelsmans and Zeiger,
2000). Dele¢ni mutace uvrB eliminuje mechanismus opravy excize, coZ umoziuje
opravit vice 1ézi DNA pomoci opravnych mechanismti DNA nachylnych k chybam.
Takto upravené kmeny se doporucuji pro obecné testovani mutagent a karcinogent in

vitro, protoze jsou nejcitlivéjsi na mutagenezi (Ames at all, 1973).

Kmeny byly vylepSeny plazmidem pKM101. Plazmid pKM101 je zatazen do skupiny
plazmidi rezistence neboli R plazmidim, které obsahuji geny, jejichz produkty nesou
rezistenci proti jednomu ¢i vice druhiim antibiotik (Mortemans,2006). Rodicovskym
plazmidem pro plazmid pKM101 je plazmid R46, tento rodi¢ovsky plazmid zpisobuje
rezistenci na ampicilin, streptomycin, sulfonamid a tetracyklin. Plazmid pKM101
zpusobuje odolnost uz pouze proti ampicilinu. Dale obsahuje R faktor, ktery zvysSuje
chemické mutageneze a mutageneze vyvolané UV prostfednictvim opravné drahy

rekombina¢ni DNA majici sklon k chybam.
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Dele¢ni mutace uvrA eliminuje pfesny mechanismus opravy excize, coZ umoziiuje

opravit vice 1ézi DNA pomoci opravnych mechanismi DNA néchylnych k chybam.

Konkrétni genotypy kment jsou uvedeny v Tabulka 1.

Tabulka 1. Genotypy testovanych kmenii (Xenometrix)

Typ Mutace Mechanismus
Kmen Mutace | mutace Cilové baze bunécné stény | opravy pKM101
S.typhimurium
Posun
TA 98 hisD3052 | ramce GCGCGCGC |rfa uvrB ano
Substituce
TA 100 |hisG46 |parubazi |GGG rfa uvrB ano
Substituce
TA 1535 |hisG46 |parubazi |GGG rfa uvrB ne
Posun
TA 1537 |hisC3056 | ramce + 1 posun rfa uvrB ne
E. coli WP2
Substituce
uvrA trpEGS | parubazi  [AT n/a UvrA ne
Substituce
pKM101 |[trpE65 |parubazi |A:T n/a n/a ano

Zdroj: Xenometrix
2.4 MoZnosti testovani

Pro provedeni Amesova testu bylo popsano hned né€kolik pfistuptl, z nichz je vétSina
zahrnuta v OECD 471. Jedna se o testy na agarovych plotnach (Spot test, Plate
Incorporation Assay, Preincubation assay) a Mikrofluktuacni metoda (MPF). Kazda

Z pouzitych metod musi zahrnovat negativni a pozitivni kontrolu.
2.5 Porovnani klasické a mikrofluktuacni metody

Ob¢é metody jsou zalozeny na stejném principu. U klasického Amesova testu se
pouzivaji sterilni Petriho misky, u MPF metody se vyuZivaji mikrotitraéni desticky,
¢imzZ se snizi spotieba plastil, dale doslo ke zmenSeni testovaciho prostoru, tudiz MPF
vyuziva men$i mnozstvi pouzitého kultivaéniho média, které je na rozdil, od na agaru
provadéného klasického testu, kapalné. Dale se lisi ve zptisobu vyhodnoceni vysledkd.
Klasicky Amestiv test se hodnoti pocitanim kolonii vyrostlych na miskach, u MPF
metody se kolorimetricky vyhodnocuji pozitivni jamky. Vzhledem k mensimu mnozstvi
pouzivaného kultivaéniho média se az 14 x snizuje spotieba frakce S9. Na MPF test se

spotiebuje az 4x méné testované latky, coz je vyhodou zejména u latek s obtiznou
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syntézou a nizkou vytéznosti. Diky nizké ndro¢nosti na spotiebu testované latky je tato
metoda doporucena smérnici ICH M7 a hojné vyuzivanad pro screening léciv a jejich
necistot, predevSim ve fazi vyvoje, pfi némz je relativni nedostatek testované latky

(Boron, Kacer, 2016).

Pii porovnavani klasického Amesova testu a testu MPF dosSlo v 84,2 % ke shodé,
a v porovnani mezilaboratornim dokonce 89,5 % shodé. Vzhledem k vysoké shod€ mezi
obéma testovacimi systémy a nizké mezilaboratorni variabilité ve vysledcich testu MPF
je MPF uc¢innou alternativou screeningu ke klasickému Amesovu testu (Baumeister,
2004). Pii piimém porovnani MPF testu a preincubation assay byla shoda 87 %
(Fluckiger-lsler, Kamber, 2012). V porovnani mezi pfistupy in vitro a in vivo je 84%
shoda v identifikaci mutageni a nemutagenti. Porovnavano je s pouzitim ptfedpovédi

hlodav¢i karcinogenity (Engelhard at all, 2009).
2.6 Hodnoceni Ames MPF testu

Vysledky MPF testu se vyhodnocuji kolorometricky, na zaklad¢ zmény barvy
indika¢niho média z fialové na zlutou. K této zméné dochazi na zakladé poklesu pH

Vv indika¢nim médiu, diky metabolické aktivité piezivsich bakterii.

V kazdém testu je pouzita negativni (NK) a pozitivni kontrola (PK). Jako NK se
V testech pouziva rozpoustédlo, PK jsou pouzity pro konkrétni kmeny a konkrétni

provedeni — s metabolickym aktivacnim systémem (MAS) nebo bez né;j.

Pro provedeni bez MAS se jako PK pouziva pro kmen Salmonella TA98 2-nitrofluorene
(2-NF), pro kmen TA100 4-nitroquinoline-1-oxide (4-NQO), pro kmen TA1535 N*-
aminocitidine (N*-ACT), pro kmen TA1537 9-aminoacridine (9-AA) a pro Escherichia

coli Combo se jako PK pouziva 4-nitroquinoline-1-oxide (4-NQO).

Pro provedeni s MAS se pro vSechny kmeny Salmonella pouziva jako PK 2-
aminoanthracene (2-AA) v rozdilnych koncentracich a pro Escherichia coli Combo se

jako PK pouziva 2-aminofluorene (2-AF).
Aby byl test platny, musi pozitivni a negativni kontrola splnit nasledujici kritéria:

Hodnoty negativni kontroly (rozpoustédla) pro kmeny TA98, TA1535 a TA1537 by
v idedlnim pfipadé mély byt < 8 pozitivnich jamek, a pro kmeny TA100 a E. coli

Combo < 12 pozitivnich jamek.
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Hodnoty pozitivni kontroly:

1) Pocet revertantnich kolonii pozitivnich kontrol musi byt vyrazné zvySen nad

2) Dodavatel kitu, firma Xenometrix doporucuje nastavit prahovou hodnotu >
3nédsobku zadkladni hodnoty pro TA98, TA1535 a TA1537 a > 2nasobku
zakladni hodnoty pro TA100 a E. coli Combo.

3) Pocet revertantll pro pozitivni kontrolni chemikalie pro kazdy kmen by mél

pocet spontannich kontrol, aby byl test povazovan za platny.

odpovidat historickému rozsahu.

Tabulka 2. Historicka data firmy Xenometrix

Zdroj:

Bakterie

| TA98 | TA100| TA1535| TA1537 | E. coli Combo

Pocet pozitivnich jame

k bez S9

Negativni kontrola

0-5

1-9

0-6

0-3

1-11

2-NF (2.0 pg/ml)

40-48

4-NQO (0.1 pg/ml)

40-48

N*-ACT (100 pg/ml)

40-48

9-AAc (15 pg/ml)

40-48

4-NQO (2 pg/ml)

30-44

Pocet pozitivnich jame

k s S9

Negativni kontrola

2-AA (1.25ug/ml)

2-AA (1-2 pg/ml)

40-48

2-AA (2.5pg/ml)

2-AA (Sug/ml)

33-48

20-42

20-42

2-AF (400 pg/ml)

35-45

Xenometrix
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Cile prdace

Cilem mé prace je vyhodnoceni veskerych historickych dat pozitivnich a negativnich
kontrol ve firm¢ Meditox S.r.0. Na zakladé vyhodnoceni vysledki navrhnout kritické
body v pribéhu testu, béhem nichz by mohlo dojit k ovlivnéni vysledk. Dale pak
vyhodnotit faktory, které mohou zptisobit ovlivnéni jakymkoli zpisobem a optimalizaci
postupt zjistit, jestli dané faktory opravdu ovlivnily pribéh testu. Na zavér prace

zjisténé poznatky aplikovat pfi samostatném testovani 3 vzork.
3.2 Hypotézy

Genotoxicka ¢i mutagenni testovana latka vyvola zpétnou mutaci reventatnich kmenti

bakterii.

Koncentrace pozitivnich kontrol doporucend firmou Xenometrix je nastavena

vypovidajicim zptsobem.

Vysledky testii pozitivnich a negativnich kontrol zavisi na bezchybnosti provedeni testl

V laboratofi.
3.3 Metodika

Vyuzili jsme komeréné vyrdbény test Ames MPF™ Penta I, dodévany firmou
Xenometrix. Bakterie v Ames MPF™ testu jsou vystaveny plisobeni 6 koncentracim
zkusebniho vzorku, negativni a pozitivni kontrole. Po dobu 90 minut jsou bakterie
pomnoZzeny Vv expozi¢nim médiu obsahujicim dostatek histidinu (Salmonella
typhimurium) nebo tryptofanu (Escherichia coli) pro ptiblizné dvé bun&¢na déleni. Po
namnoZeni bakterii v kazdé koncentraci (negativni kontrola, rizné koncentrace
testovan¢ho vzorku, pozitivni kontrola) se bakterie zfedi v pH indikacnim médiu, jez
postrada histidin/tryptofan a rozpipetuji se 2z 24jamkové desticky na desticku
384jamkovou. Takto pripravené desticky s exponovanymi bunikami se nechaji
kultivovat 48 hodin. Béhem této doby vyrostou bakterie, které prosly zpétnou mutaci na
aminokyselinovou prototrofii. Metabolismus revertantnich bakterii snizuje pH

indika¢niho média, a tim se méni jeho barva z fialové barvy na Zlutou.
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Po 48hodinové Kkultivaci se vyhodnoti pocet pozitivnich jamek. Pocet pozitivnich jamek
se hodnoti pro kazdou koncentraci testovaného vzorku a porovnava se s poctem
pozitivnich jamek negativni kontroly. Kazda koncentrace se testuje ve trojim provedent,
aby bylo mozné statistické zhodnoceni dat. Funk¢nost testu musi byt potvrzena

pozitivni kontrolou.

Zda je vzorek mutagenni v Ames MPF testu ¢i nikoli, se vyhodnocuje v zavislosti na

davce a zvyseni poctu revertantnich bakterii ve vztahu k negativni kontrole.

Mutagenni potencidl vzorku se hodnoti pfimo a také po metabolické aktivaci, ktera je

zajiStovana jaternim homogenatem S9.
3.3.1 Chemikalie a roztoky

2-aminoanthracene
2-nitrofluorene

4-nitroquinoline- N-oxide
9-aminoacridine

Ampicilin 50 mg/ml

Booster Solution
Dimethylsulfoxid (DMSO)

E. coli Exposure Medium

E. coli Indicator Medium
Gluk6zo-6-fosfat sodna sl
Growth Medium

KCI

MgCl; x 6H.0

N“-aminocytidine

Sodna sul nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADP)
NaH2PO4 pufr

S9 frakce indukovana Aroclorem
Salmonella Exposure Medium
Salmonella Indicator Medium

Voda na injekce
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3.3.2 Pristrojova technika

Environmentalni tfepacka schopna inkubace pti 37 = 1 ° C, 250 ot./min. Amplituda 2,5—
3 cm (protoze firma MediTox disponuje tfepackou s amplitudou 1,9 cm, bylo firmé
doporuceno firmou Xenometrix nastaveni otacek na 300 ot./min), inkubator 37 + 1 °C,
spektrofotometr pro méteni optické hustoty pfi 600 nm, automatické jednokanalové
pipety (20 ul, 200 pl a 1000 ul), 8kanalové automatické pipety ( 5-50 ul a 50-200 pl),
8kanalovy opakovaci davkovaé, dispenzer, light box pro lepsi odecitani vysledku,
mrazici box (-20 °C a mén¢), hluboko mrazici box (-70 °C a mén¢), UV zafi¢, laminarni
box, laboratorni plasty (24jamkové mikrotitracni desticky, 384jamkové mikrotitracni
desticky, 96jamkové mikrotitracni desticky, spektrofotometrické kyvety, sterilni
pipetovaci Spicky, sérologické pipety, uzaviratelné zkumavky o objemu 50 ml atd.),

pocita¢ s programem Excel Calculation Sheet pro vyhodnoceni vysledkd.
3.3.3 Biologicky material

Salmonella typhimurium (TA98, TA100, TA1535, TA1537)

Escherichia coli (WP2 [pKM101], WP2 uvrA)

3.3.4 Pracovni postup

3.3.4.1 Amesuv mikrofluktuacni test

Piiprava metabolického aktivaéniho systému (30% frakce S9)

Pro pfipravu metabolického aktivacniho systému je potieba smichat dodanou
lyofilizovanou frakci S9 s kofaktory, které jsme ptipravili pfimo v testovaci laboratofi.
Kofaktory se pripravuji rozpusténim danych chemikalii v deionizované nebo
destilované vodé. Pro zajisténi sterility se pfipravené roztoky 1M KCI (3,728 g / 50 ml),
0,25M MgCl2x6H20 (2,541 g / 50 ml) a 0,2M NaH2PO4 (31,200 g / 1 I) sterilizuji
v autoklavu pii 121°C po dobu 20 min. Roztoky 0,2M glukozo-6-fosfat sodné soli
(0,564 g / 10 ml) a 0,04M NADP sodné soli (0,306 g / 10 ml) se sterilizuji filtraci pfes
sterilni filtr 0,45 pm. Zmrazené reagencie se nechaji rozmrazit, vS§echny rozmrazené
reagencie se pred a béhem pouzivani uchovavaji na ledu. Frakce S9 je indukovana
pomoci Arocloru 1254 nebo fenobarbital/p-naftoflavonu. V tomto testu jsme pouzivali
frakci S9 indukovanou Aroclorem 1254. Lyofilizovana S9 se smichd s Aqua pro

injectione v mnozstvi uvedeném na vialce, ve které je S9 dodavana. Takto pfipravenou
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S9 lze znovu 1 x zamrazit na -20 a méné °C a znovu pouzit. Finalni koncentrace S9
Vv kultufe je 4,5 % (SOP STU-41-18 Mikrofluktua¢ni Amestv Test).

Tabulka 3. MnoZstvi pouzitych kofaktori frakce S9

Roztok Objem pro 5 kmenti bakterii
1M KClI 0,179 ml
0,25M MgCl2x6H>0 0,172 ml
0,2M glukoza-6-fosfat sodna sal | 0,136 ml
0,04M NADP sodna sul 0,540 ml
0,2M NaHzPOy4 pufr 2,754 mi
S9 frakce 1,620 ml

Zdroj: Xenometrix

Pozitivni kontroly

Ptipravime si zasobni roztoky PK, ty napipetujeme do pozitivnich kontrolnich jamek ve
trojim provedeni na odpovidajici 24jamkové expoziéni desticky (pozice A+, B+, C+ viz
Obrézek 2).

Tabulka 4. Pozitivni kontroly pro testovani bez frakce S9 (Xenometrix)

Kmen PK Zasobni roztok Konecna
(25x) koncentrace

TA98 2-NF 50 pg/ml 2 pg/ml
TA100 4-NQO 2,5 pg/ml 0,1 pg/ml
TA1535 N4-ACT 2,5 mg/ml 100 pg/ml

TA1537 9-AA 375 ng/ml 15 pg/ml

E. coli Combo 4-NQO 50 pg/ml 2 nug/ml

Zdroj: Xenometrix

Tabulka 5. Pozitivni kontroly pro testovani s frakci S9

Kmen PK | Zasobni roztok | Konecna koncentrace
TA98 2-AA 25 pg/ml 1 pg/ml
TA100 2-AA 62,5 pg/ml 2,5 pg/ml
TA1535 2-AA 62,5 pg/ml 2,5 pg/ml
TA1537 2-AA 62,5 pg/ml 2,5 pg/ml

E. coli Combo | 2-AF 10 mg/mi 400 pg/ml

Zdroj: Xenometrix
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Denl

Vden 1 se pripravi Overnight kultury. Bakterialni kmeny a ampicilin se nechaji
rozmrazit pii pokojové teploté. Do 50ml zkumavek se prida 10 ml Growth Media. Do
zkumavek s kmeny TA98, TA100 a WP2 pKM101 (piipadné¢ WP2 uvrA[pKM101]) se
pfida 10 pl ampicilinu (50mg/ml). Ampicilin se nepfidava ke kmenum TA1535,
TA1537 a WP2 uvrA, protoze tyto tfi kmeny neobsahuji R-faktor plazmid pKM101
nesouci rezistenci na ampicilin. Do zkumavek s bakterialnimi kmeny se ptida 200 pl
Growth Media a mechanicky se narusi polotuhy obsah vialky, dokud nevznikne
homogenni suspenze. 25 ul suspenze se pienese do piipravenych 50ml zkumavek. Pro
zajisténi dostatecného provzdusnéni kultur pro spravny nocni rist se zkumavky ptiklopi
vickem, které se zajisti lepici paskou proti odpadnuti. Zkumavky se nesmi zaSroubovat.
Kultury mohou riist nedostatecné, pokud neni zajiSténo orbitalni prostfedi tfepacky

s tfepaci frekvenci 300 ot/min na 14 — 16 hodin pii 37 °C.

Den 2

Po kultivaci kultur pfes noc se zméfi opticka denzita vzorku pii vinové délce 600 nm
(ODeoo). Opticka denzita vyjadfuje koncentraci bakterii v médiu. Méteni OD muze

indikovat, ve které fazi ristu se bakterie nachazeji (Stevenson, 2016).

Pro dalsi pouziti kultur museji byt hodnoty optické denzity negativni kontroly < 0,05
a hodnoty bakterialnich kultur > 2,0. Pokud hodnoty ODeoo u bakterii jsou nizsi,
znamena to, ze kultury pfes noc nenarostly dostate¢né, coz muze byt zplsobeno
nedostatenym provzdusnénim, nedostate¢nym tfepanim, neoptimalni teplotou nebo
Spatnym skladovanim kultur pfed pouzitim v testu. Je mozné v kultivaci Kkultur
pokracovat, vyrobce vSak nedoporucuje celkovou dobu kultivace dels$i nez 24 hodin.
Pokud je hodnota ODeoo negativni kontroly vyssi nez < 0,05, doslo ke kontaminaci

a nelze tedy v testovani s danymi kulturami pokracovat.

Provede se preexperiment pro vylouceni spontannich mutaci bakterialnich kment

TA100 a E.coli.*

V hlavnim experimentu se pfipravi zasobni roztok testované latky (25X
koncentrovanéjsi nez nejvyssi koncentrace, kterd bude v testu pouzita). Koncentracni

fada se piipravi postupnym fedénim testované latky viz Obrazek 1.
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[Nogatvnd bostrols

jamky 6k jamoatl

Obrazek 1. Priprava koncentrac¢ni Fady (Xenometrix)
Pripravena koncentra¢ni fada se pifenese na 24jamkové desticky dle schématu viz

Obrazek 2.

T O " m o O ® >

Vywoechans pracdas jamks

Obrazek 2. Presun vzorku latky na expozicni desticky (Xenometrix)

Nasleduje piiprava expoziéni kultury. Pro kazdy kmen bez MAS se pfipravi smés
odpovidajici Overnight kultury a odpovidajiciho expozi¢niho média (Salmonella
Exposure Medium nebo E.coli Exposure Medium). Vysledné smési se naliji do
pipetovaci vanicky, ze které se prenese 240 ul na kazdou jamku piipravené 24jamkové

expozicni desticky.

Pro kazdy kmen s MAS se do zkumavky pfipravi odpovidajici expozi¢ni médium
(Salmonella Exposure Medium nebo E.coli Exposure Medium). MAS muize mit toxicky
efekt na kmeny TA1537 a TA100, jako ochrana se pouzije S9 100/1537 Booster
Solution (smés Booster Solution se Salmonella Exposure Medium v poméru 1:667).

K expozi¢nimu médiu se pfida odpovidajici Overnight kultura a 30% S9 mix. Vysledné
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smeési se naliji do pipetovaci vanicky, ze které se pienese 240 pl na kazdou jamku

ptipravené 24jamkové expozicni desticky.

24jamkové desticky se inkubuji v inkubatoru s tfepanim pti 37 °C a 250 ot/min po dobu
90 minut. Po inkubaci se senzoricky zhodnoti vzhled kultur ve vSech jamkach.
Kontroluje se zakaleni, jez signalizuje, ze kultury ziji, tedy latka neni v dané
koncentraci cytotoxicka. Po senzorické kontrole se do kazdé jamky nadavkuje 2,6 ml
spravného indikacniho média (Salmonella Indicator Medium nebo E.coli Indicator
Medium).

Nasleduje ptesun Kultur z 24jamkové desticky na 38jamkovou desti¢ku podle schématu
Viz Obrazek 3.
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Obrazek 3. Presun kultur z 24jamkové desticky na 384jamkovou desticku

(Xenometrix)

Ptipravené 384jamkové desticky se vlozi na 48 hodin v plastovém sacku branicim

odparovani do inkubatoru nastaveného na 37 °C.

Den 4 - vyvhodnoceni testu

Po 48 hodinach se 384jamkové desticky vyhodnoti. Pomoci Sablony rozdélime desticku
na 8 stejnych sekci po 48 jamkach. Kazda sekce odpovida jedné koncentraci, NK a PK.
Spocitaji se pocty jamek s pozitivnimi vysledky (Zluté zabarveny obsah) v kazdé sekei.
Vypocet se provede na vSech tfech destickach pro kazdy kmen bakterii. Spocitané
vysledky se zadaji do vypocetni tabulky v MS Excel — do souboru Calculation Sheet

Ames MPF, ktery vyhodnoti nejen mutagenni potencial, ale také cytotoxicitu vzorku.
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Pokud ve vyssich koncentracich testované latky (ptipadné vyluhu testované latky) klesa
pocet pozitivnich jamek, zejména pokud jde o pokles zavisly na koncentraci nebo je
pocet pozitivnich jamek vyrazné nizsi nez u NK, je testovana latka pravdépodobné

cytotoxicka.

Obrazek 4. Pozitivni jamky kmene E. coli Combo ( vlastni)

*Preexperiment pro vylouéeni spontannich mutaci bakterialnich kmenu

Protoze kmeny Salmonella typhimurium TA100 a E. coli WP2 [pKM101] maji vyssi
miru vzniku spontannich mutaci, je doporuceno pied hlavnim testem provést
preexperiment pro vybér kultury, ktera spontanné nejméné mutuje. Vys8i pocet
spontanné revertantnich bakterii vede k faleSn€ pozitivnimu vysledku. Kultury s vys$S§im
poctem spontannich mutaci se vyskytuji s frekvenci 5-10 % v zavislosti na Sarzi,

podminkéch skladovani a manipulaci.

Piiprava Overnight (ON) kultur probéhne v Den 1. Z bakterialnich kmeni TA100
a WP2 pKM101 (ptipadné pro WP2 uvrA [pKM101]) se ptipravi tii ON kultury z jedné
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vialky s bakteriemi. V Den 2 se ¢ast dostate¢né narostlych ON kultur smicha v poméru
1:1 s Growth Médiem a ulozi do lednice (vybrané kultury se po ukonceni
preexperimentu pouziji v hlavnim testu, pted kterym se provede inkubace pii 37 °C
a 300 ot/min pro restartovani kultur, béhem kterého musi dosahnout cca 75 % plvodni
hodnoty OD). Samotny preexperiment se provede stejn¢ jako hlavni test. Nepouzije se
testovana latka ani PK. Preexperiment se neprovadi v tripletech, ale na kazdé tfetiné
24jamkové desticky je pouzita jina Overnight kultura stejného kmene bakterii. Pro
kultivaci na 384jamkovych destickach (zménu barvy indika¢niho média pro identifikaci
spontannich mutantd) je potfeba minimaln¢ 48 hodin. Pokud preexperiment probiha
pies vikend, trva kultivace cca 68 hodin. Po ukonceni kultivace se desticky vyhodnoti

a vyberou se kultury s nejmensim poctem pozitivnich jamek.

Obrazek 5. Predtest 1. a 2. kultury E. coli Combo ( vlastni)

29



Obrazek 6. Piedtest 3. kultury E. coli Combo ( vlastni)

3.3.4.2 Postup optimalizace

Z registratury firmy MediTox s.r.0. se shromazdi vesSkera data ziskana v letech 2017-
2019. Tato data se uspoiadaji do tabulek a na jejich zakladé¢ se ur¢i kritické body, které
budou néasledné¢ optimalizovany, aby byl personal laboratofe schopen na zakladé
ziskanych vysledkt s jistotou hodnotit mutagenni a genotoxicky potencial latek.
Vysledky a zavéry optimalizace budou ovéfeny na 3 vzorcich zdravotnickych

prostiedki, 1 rozpustny ve vodé a 2 vyluhy.
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3.4  Vysledky
3.4.1 Veskera data nasbirand ve firmé MediTox s.r.o. v letech 2017-2019

Vysledné pocty pozitivnich jamek negativnich i pozitivnich kontrol nashromazdéné ve

firm¢ MediTox s.r.0. jsem rozdé¢lila podle kment do Tabulek 6 - 11

Tabulka 6. Pozitivni jamky kontrol bakterii Salmonella typhimurium kmen TA98
Cislo TA 98 bez S9

vzorku| NK (vehikulum) |Primér| SD | PK (2-NF 2.0 ug/ml) | Primér| SD
1 1 1 0 0,7 |06 | 48 48 48 48,0 | 0,0
2 0 3 6 30 |30 47 47 46 46,7 | 0,6
3 0 0 1 03 |06 41 45 38 41,3 | 35
4 0 0 1 0,3 |06 | 48 45 46 46,3 | 15
5 1 1 0 0,7 |06 | 48 47 48 477 | 0,6
6 5 1 2 2,7 |21 | 48 48 48 48,0 | 0,0
7 1 2 1 13 [06 | 48 48 48 48,0 | 0,0
8 0 1 1 0,7 |06 | 48 48 48 48,0 | 0,0
9 1 3 1 17 [12 | 48 48 48 48,0 | 0,0
10 2 1 3 20 |10 48 48 48 48,0 | 0,0
11 5 4 3 40 |10 48 48 48 48,0 | 0,0
12 2 1 0 1,0 [ 10| 48 48 48 48,0 | 0,0
Cislo TA98 s S9
vzorku | NK (vehikulum) |Pramér| SD | PK (2-AA 1-2 pg/ml) | Primér| SD
1 0 1 1 0,7 |06 | 48 48 48 48 0
2 1 3 0 13 [15| 48 48 48 48 0
3 3 2 1 20 |10 48 48 48 48 0
4 0 0 0 00 |00 48 48 48 48 0
5 1 3 4 2,7 |15 48 48 48 48 0
6 4 1 0 17 [ 21| 48 48 48 48 0
7 0 0 0 00 |00 48 48 48 48 0
8 1 0 1 0,7 |06 | 48 48 48 48 0
9 0 2 1 10 [10 | 48 48 48 48 0
10 1 0 1 0,7 |06 | 48 48 48 48 0
11 2 0 1 10 [10 | 48 48 48 48 0
12 1 1 0 07 |06 48 48 48 48 0

Zdroj: vlastni

31



Tabulka 7. Pozitivni jamky kontrol bakterii Salmonella typhimurium kmen TA100

Cislo TA100 bez S9

vzorku | NK (vehikulum) |Primér| SD | PK (2-NF 2.0 ug/ml) | Primér | SD
1 10 | 15 3 9,3 6,0 | 47 48 47 47,3 0,6

2 1 2 2 1,7 06 | 48 48 47 47,7 0,6

3 4 2 4 3,3 1,2 48 48 48 48,0 0,0

4 0 5 4 3,0 2,6 | 47 48 48 47,7 0,6

5 2 1 1 1,3 06 | 47 45 46 46,0 1,0

6 4 8 2 4,7 3,1 | 47 47 48 47,3 0,6

7 4 3 4 3,7 0,6 | 45 47 47 46,3 1,2

8 5 5 2 4,0 1,7 48 44 43 45,0 2,6

9 6 6 3 5,0 1,7 43 47 47 45,7 2,3
10 41 | 45 46 440 | 26 | 42 41 41 41,3 0,6
5 | 3* 7* 5,0 2,0 | 39* | 46* | 45* 43,3 3,8

11 10 | 12 14 120 | 20 | 45 42 47 44,7 2,5
12 8 6 7 7.0 10 | 44 47 46 45,7 15

Cislo TA100s S9
vzorku | NK (vehikulum) |Primér| SD |PK (2-AA 1-2 pg/ml)| Primér | SD

1 3 5 1 3,0 2,0 46 48 43 45,7 2,5
2 2 1 3 2,0 1,0 48 46 48 47,3 1,2
3 5 3 5 4,3 1,2 48 48 48 48,0 0,0
4 4 8 2 4,7 3,1 47 48 48 47,7 0,6

2* | 1* 1* 1,3 0,6 | 48* | 48* | 48* | 48,0 0,0

1* | 6* 2* 3,0 2,6

S5* | 5* 2 4,0 1,7

8* | 6* 3 5,7 2,5

3* | 3 2 2,7 0,6

3* | 6* 5 4,7 1,5

4* | 1* 3 2,7 15
5 5 6 1 4,0 2,6 48 48 48 48,0 0,0
6 9 9 4 7,3 2,9 48 48 48 48,0 0,0
7 1 2 3 2,0 1,0 45 46 46 45,7 0,6
8 1 7 1 3,0 3,5 46 47 48 47,0 1,0
9 4 6 2 4,0 2,0 47 48 47 47,3 0,6
10 4 1 0 1,7 2,1 47 47 48 47,3 0,6

> | 1* 0* 0,7 0,6 | 45* | 46* | 46* | 457 0,6

1* | 0* 1* 0,7 0,6 | 47* | 47* | 48* | 473 0,6
11 2 1 3 2,0 1,0 46 47 47 46,7 0,6
12 2 5 1 2,7 2,1 44 44 43 43,7 0,6

Zdroj: vlastni

* Opakované testovani z divodu nemozného vyhodnoceni dat z predchoziho testu
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Tabulka 8. Pozitivni jamky kontrol bakterii Salmonella typhimurium kmen

TA1535
Cislo TA1535 bez S9
vzorku | NK (vehikulum) |Primér| SD |PK (N4-ACT100 pg/ml) | Primér| SD
1 1 0 1 0,7 [ 06| 48 48 48 48,0 | 0,0
2 3 0 4 23 |21 | 48 48 48 48,0 | 0,0
3 0 1 2 10 |10 48 48 47 47,7 | 0,6
4 0 1 0 03 |06 | 48 48 48 48,0 | 0,0
5 1 1 2 13 |06 | 48 48 48 48,0 | 0,0
6 1 0 0 03 |06| 48 48 48 48,0 | 0,0
7 1 2 1 13 |06 | 48 48 48 48,0 | 0,0
8 0 1 0 03 | 06| 48 48 48 48,0 | 0,0
9 0 2 0 07 | 12| 48 48 48 48,0 | 0,0
10 2 1 3 20 | 10| 48 48 48 48,0 | 0,0
11 2 2 2 20 |00 48 48 48 48,0 | 0,0
12 2 1 0 10 |10 | 48 48 48 48,0 | 0,0
Cislo TA1535 s S9
vzorku | NK (vehikulum) |[Primér| SD PK (2-AA 5ug/ml) |Pramér| SD
1 0 0 0 0,0 00 | 24 17 20 20,3 | 35
2 1 2 1 13 06 | 45 47 43 450 | 2,0
3 0 4 2 2,0 20 | 22 20 29 23,7 | A7
4 0 1 1 0,7 06 | 47 46 45 46,0 | 1,0
5 1 1 0 0,7 06 | 39 41 44 413 | 25
6 0 0 1 0,3 06 | 27 33 25 28,3 | 42
7 0 2 2 1,3 1,2 40 41 42 41,0 1,0
8 0 2 1 1,0 10 | 25 26 24 250 | 10
9 3 0 1 13 15 | 22 26 16 21,3 | 50
10 0 1 1 0,7 06 | 41 36 40 390 | 26
11 0 1 2 1,0 10 | 29 28 29 28,7 | 0,6
12 2 0 0 0,7 12 | 38 43 39 400 | 2,6

Zdroj: vlastni
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Tabulka 9. Pozitivni jamky kontrol bakterii Salmonella typhimurium kmen

TA1537
Cislo TA1537 bez S9
vzorku | NK (vehikulum) |Primér| SD |PK (9-AAc 15 ug/ml) | Primér| SD
1 0 0 5 1,7 29 | 48 48 48 48,0 0,0
2 0 0 0 0,0 0,0 | 48 48 48 48,0 0,0
3 3 0 1 13 15 | 48 48 48 48,0 0,0
4 0 0 1 0,3 0,6 | 48 48 48 48,0 0,0
5 0 0 1 0,3 0,6 | 48 48 48 48,0 0,0
6 0 1 3 13 15 | 48 48 48 48,0 0,0
7 1 0 1 0,7 0,6 | 48 48 48 48,0 0,0
8 1 0 0 0,3 0,6 | 48 48 48 48,0 0,0
9 1 1 1 1,0 0,0 | 48 48 48 48,0 0,0
10 0 7 1 2,7 38 | 48 48 48 48,0 0,0
11 0 0 0 0,0 0,0 | 48 48 48 48,0 0,0
12 0 0 0 0,0 0,0 | 48 48 48 48,0 0,0
Cislo TA1537 s S9
vzorku | NK (vehikulum) |Primér| SD PK (2-AA 5pug/ml) |Primér| SD
1 1 0 3 13 15 | 19 20 21 20,0 1,0
2 2 4 1 2,3 15 | 48 47 48 47,7 0,6
3 1 1 0 0,7 06 | 34 30 39 34,3 4,5
4 0 0 0 0,0 0,0 | 18 23 21 20,7 2,5
5 0 0 0 0,0 0,0 | 18 21 23 20,7 2,5
6 1 1 0 0,7 06 | 40 38 39 39,0 1,0
7 2 0 0 0,7 12 | 25 22 30 25,7 4,0
8 2 2 2 2,0 0,0 | 19 21 21 20,3 1,2
9 1 1 0 0,7 06 | 35 37 40 37,3 2,5
10 1 4 1 2,0 1,7 | 30 27 25 27,3 2,5
11 1 0 0 0,3 06 | 20 20 21 20,3 0,6
12 1 1 0 0,7 06 | 26 31 31 29,3 2,9

Zdroj: vlastni
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Tabulka 10. Pozitivni jamky kontrol smési bakterii E. coli Combo smichané ve

firmé MediTox s.r.o.

Cislo E. coli Combo bez S9
vzorku | NK (vehikulum) |Primér| SD | PK (4-NQO 2 pg/ml) | Primér| SD
1 1 2 4 2,3 15 | 34 27 29 30,0 3,6
2 3 4 3 3,3 0,6 | 48 48 48 48,0 0,0
3 3 1 12 53 59 | 41 40 36 39,0 2,6
6* | 2* | 6* 47 2,3 | 35* | 27* | 28* 30,0 4,4
4 2 2 1 1,7 06 | 29 31 32 30,7 15
5 3 0 1 13 15 | 34 36 29 33,0 3,6
6 2 9 5 53 35 | 31 26 30 29,0 2,6
7 4 4 4 4,0 00 | 28 28 25 27,0 1,7
5 | 5% | 38* | 16,0 | 191
4 1 3 2,7 15 | 30 25 28 27,7 2,5
2 4 10 53 4,2 8 7 4 6,3 2,1
3* | 6% | b5* 4,7 15 | 48* | 48* | 48* 48,0 0,0
10 3 5 3 3,7 1,2 7 7 8 7,3 0,6
1* | 1* | 1* 1,0 00 | 4* 9* 7* 6,7 2,5
11 3 2 2 2,3 0,6 11 17 7 11,7 5,0
Cislo E. coli Combo s S9
vzorku | NK (vehikulum) |Primér| SD |PK (2-AF 400 pug/ml) | Primér| SD
1 1 10 3 47 4,7 19 21 22 20,7 15
2 4 4 6 47 1,2 43 46 47 45,3 2,1
3 6 2 6 4,7 23 | 33 27 28 29,3 3,2
5* | 8% | 12* | 83 35 | 41* | 40* | 36™ 39,0 2,6
4 1 3 0 13 15 | 16 17 15 16,0 1,0
5 0 5 5 3,3 29 | 21 13 18 17,3 4,0
6 17 6 8 10,3 | 59 | 28 36 34 32,7 4,2
7 0 5 2 2,3 25 | 36 40 33 36,3 3,5
8 1 5 3 3,0 20 | 43 38 29 36,7 7,1
9 4 2 7 4,3 25 | 29 28 26 27,7 15
10 1 0 1 0,7 06 | 25 20 17 20,7 4,0
11 4 3 5 4,0 10 | 24 22 18 21,3 3,1

Zdroj: vlastni

* Opakované testovani z divodu nemozného vyhodnoceni dat z pfedchoziho testu
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Tabulka 11. Pozitivni jamky kontrol smési bakterii E. coli Combo dodané firmou

Xenometrix

Cislo E. coli Combo bez S9

vzorku | NK (vehikulum) |[Primér| SD | PK (4-NQO (2 pg/ml) |Pramér| SD
10 6 3 4 4,3 15 48 48 48 48,0 0,0
11 2 3 10 5,0 4.4 48 48 48 48,0 0,0
12 |10 4] 9 77 | 44| 48 | 48 48 480 | 0,0

Cislo E. coli Combo s S9

vzorku | NK (vehikulum) |Pramér| SD | PK (2-AF (400 pg/ml) |Primér| SD

12] 5 | 6| 5 | 53 |06 ] 3 | 41 | 37 39,0 | 20

Zdroj: vlastni

Dale jsem primérné hodnoty tripleti vSech kment rozdé€lila na priméry v limitu
amimo limit podle tabulky 2 a vypocitala procentualni zastoupeni triplett, které byly

mimo limit.

Tabulka 12. Rozdéleni priaméri tripleti bakterii Salmonella typhimurium TA98

[0)
TA98 _Hodnota | %
v limitu | mimo limit | mimo limit
0,
bez SO NK 12 0 0%
PK 12 0 0%
NK 12 0 0%
5 S9
PK 12 0 0%

Zdroj: vlastni

Tabulka 13. Rozdéleni priaméru tripletd bakterii Salmonella typhimurium TA100

0

TAL00 _ _Hodno_ta _ _ /o- _
v limitu | mimo limit | mimo limit

0,
bez SO NK 10 3 23 %
PK 13 0 0%

0,
$S9 NK 20 1 5%
PK 15 0 0%

Zdroj: vlastni
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Tabulka 14. Rozdéleni priméri tripleti bakterii Salmonella typhimurium TA1535

0
TA1535 _ Hodnota | %
v limitu | mimo limit | mimo limit
NK 12 0 0%
bez S9
PK 12 0 0%
NK 12 0 0%
s S9
PK 10 2 17 %

Zdroj: vlastni

Tabulka 15. Rozdéleni priméri tripleti bakterii Salmonella typhimurium TA1537

0
TA1537 _Hodnota | %
v limitu | mimo limit | mimo limit
NK 12 0 0%
bez S9
PK 12 0 0%
0,
s S9 NK 11 1 8%
PK 11 1 8%

Zdroj: vlastni

Tabulka 16. Rozdéleni priaméri tripleta bakterii E. coli Combo smichané ve firmé

MediTox s.r.o.

E. coli Combo Hodnota %
MediTox s.r.o. v limitu | mimo limit | mimo limit
NK 14 1 6,7 %
bez S9 :
PK 5 9 64,3 %
< 59 NK 10 2 16,7 %
PK 3 9 75,0 %

Zdroj: vlastni

Tabulku Rozdé€leni primérd tripletd smési bakterii E. coli Combo dodanych firmou
Xenometrix jsem nevytvarela, protoze jsem neméla k dispozici zadna historicka data
firmy Xenometrix, tedy ani referen¢ni data. Data ziskand v této praci budou

vyhodnocena v diskusi.
3.4.2 Vysledky optimalizace
3.4.2.1 TestSarzi

Béhem testovani vSech 12 vzorkl (9 vzorkl bylo testovano v rdmeci piedchozich studii
ve firm¢ MediTox s.r.o. a 3 vzorky jsem testovala v ramci Své prace) bylo pouzito

nékolik rozdilnych Sarzi pozitivnich kontrol. Otestovala jsem proto vliv pouziti riznych
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Sarzi 3 Sarze pozitivni kontroly 4-NQO a 2 Sarze kontroly 2-AF. Pocty pozitivnich
jamek jednotlivych $arzi jsou uvedené v tabulce 17 a 18.
Tabulka 17. Testovani pozitivni kontroly 4-NQO (2 pg/ml) dne 15. 9. 2019

Nefunk¢ni Sarze . . oy ,
NK plipravena Nov¢ piipravena Sarze ptipravena
14. 4. 2019 15. 9. 2019 17. 6. 2019
8 32 35 29 40 41 34
2 33 35 31 32 32 26
10 32 35 29 28 32 24
4 34 33 24 34 40 29

Zdroj: vlastni

Tabulka 18. Testovani pozitivni kontroly 2-AF (400 pg/ml) dne 15. 9. 2019

NK Sarze piipravena ;ﬁiiﬁﬁi
44 21 17. 6. 2019
14 19 24 19 1

Zdroj: vlastni
3.4.3 Testvlivu predtestu na kulturu

V dalsi casti jsem testovala, zda ma provedeni pfedtestu vliv na testované kmeny, zda
bude rozdil ve vysledku cCerstvé kultury a kultury uskladnéné pies vikend v lednici.
Ptipravila jsem si tfi kultury E. coli Combo oznacené ¢isly 1, 2, 3. Nahodné jsem

vybrala kulturu €. 1, jejiz ¢ast se pouzila v testu bez ptedtestu.

38



Tabulka 19. Testovani kultury ¢. 1 bez predtestu

Kultura ¢. 1 bez ptedtestu E. coli Kultura ¢. 1 bez ptedtestu E. coli s
bez MAS MAS
D1*| D2* | D3* D1* D 2* D 3*
NK 0 5 0 NK 8 6 3
5 1 0 4 3 0
4 3 1 11 1 3
2 2 2 7 6 3
3 1 1 9 6 3
4 5 0 9 2 5
0 0 2 1 5 1
4-NQO | 28 27 26 2-AF 12 12 9

Zdroj: vlastni

* ve sloupci D1, D2 a D3 (desticka 1, desticka 2, desticka 3) jsou uvedeny pocty jamek

s pozitivnim vysledkem

Se zbytkem kultury ¢. 1 a s kulturami ¢. 2 a ¢. 3 jsem provedla piedtest. Poéty
pozitivnich jamek predtestu jsou uvedeny v tabulce 14.

Tabulka 20. Poéty pozitivnich jamek predtestu kultur ¢. 1-3

Kultura¢. 1 | Kultura¢. 2 | Kultura¢. 3
0 2 11
1 1 15
0 3 7
1 2 17

Zdroj: vlastni

Pro dalsi testovani byla na zakladé nejmensiho poctu spontannich mutaci vybrana

kultura ¢. 1.
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Tabulka 21. Vysledky testu s restartovanou kulturou ¢. 1

Kultura ¢. 1 bez MAS Kultura ¢. 1 s MAS

D1 |[D2|D3 D1 D2 D3

NK (vehikulum) 11 | 15 | 8 | NK (vehikulum) | 12 16 13
7 7 |10 20 13 15

7 12 | 9 4 16 21

15 12 | 11 13 11 16

16 | 10 | 8 16 12 15

11 110 ] 9 17 17 21

6 3 |11 22 19 11

PK (4-NQO) 25 | 20 | 12 PK (2-AF) 33 37 36

Zdroj: vlastni

* ve sloupci D1, D2 a D3 (desticka 1, desticka 2, desticka 3) jsou uvedeny pocty jamek
s pozitivnim vysledkem

3.4.4 Vlastni testovani 3 vzorki
Vzorek ¢ 10

Kategorie vzorku zdravotnicky prostfedek

Stabilita 5-40°C

Barva béZova

Forma pevny kotou¢ - prumér 28 mm, tloustka 3 mm
Uziti vyplné zubti ve stomatologii

Ptiprava bezprostiedné pied pouzitim

extrakce 72+2 hodin pii 37+1 °C
extrakéni ¢inidlo DMSO

Tabulka 22. Stanoveni optické denzity testovanych kmenu p¥i testovani vzorku ¢.

10

Stanoveni OD
Kultura Hodnota OD
TA 98 6,16
TA1535 4,83
TA1537 6,42
NK -0,01

Zdroj: vlastni

Kultury dosahly hodnoty vyssi nez 2, hodnota NK byla -0,01, byla nizsi nez 0,05.

Podminky pro zahajeni testovani byly splnény.
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Tabulka 23. Pocet pozitivnich jamek kmenu TA98, TA1535 a TA1537 po 48 h

kultivaci
TA98 bez S9 TA98 s S9
Pramér Prameér
Konc. D1/ D2 |D3 D1-D3 SD Konc. D1/ D2|D3 D1-D3 SD
NK 2 1 3 2 1 NK 1 0 1 0,67 (0,58
0,13 % 1 1 0 0,67 | 0,6 0,13 % 1 1 2 1,33 |0,58
0,25 % 0 0 1 0,33 | 0,6 0,25 % 2 1 2 1,67 |0,58
0,50 % 0 2 0 0,67 |12 0,50 % 2 2 2 2 0
1% 1 1 1 1 0 1% 0 1 1 0,67 (0,58
2% 3 2 3 267 | 0,6 2% 0 0 2 0,67 (1,15
4% 1 1 0 0,67 | 0,6 4% 2 4 1 2,33 [1,53
PK PK
(2-NF) 48 | 48 | 48 48 0 (2-AA) 48 | 48 | 48 48 0
TA1535 bez S9 TA1535s S9
Prumeér Pramér
Konc. D1/ D2 |D3 D1-D3 SD Konc. D1/ D2|D3 D1-D3 SD
NK 2 1 3 2 1 NK 0 1 1 0,67 (0,58
0,13 % 2 0 1 1 1 0,13 % 2 2 0 1,33 |1,15
0,25 % 4 1 1 2 1,7 0,25 % 1 2 2 1,67 [0,58
0,50 % 1 2 0 1 1 0,50 % 0 1 1 0,67 (0,58
1% 1 1 3 1,67 |12 1% 1 0 1 0,67 (0,58
2% 4 1 2 233 |15 2% 0 0 1 0,33 (0,58
4% 1 1 1 1 0 4% 1 1 3 1,67 [1,15
PK PK
(N4- ACT) 48 | 48 | 48 48 0 (2-AA) 41 | 36 | 40 39 |2,65
TA1537 bez S9 TA1537 s S9
Prumeér Pramér
Konc. D1/ D2 |D3 D1-D3 SD Konc. D1/ D2|D3 D1-D3 SD
NK 0 7 1 267 | 3,8 NK 1 4 0 1,67 |2,08
0,13 % 2 2 0 1,33 | 1,2 0,13 % 1 3 3 2,33 (1,15
0,25 % 2 3 3 267 | 0,6 0,25 % 3 1 2 2 1
0,50 % 2 7 1 3,33 | 3,2 0,50 % 2 1 3 2 1
1% 4 2 2 267 |12 1% 2 0 23 | 8,33 |12,7
2% 1 6 1 267 |29 2% 5 1 1 2,33 (2,31
4% 2 2 4 267 |12 4% 4 6 2 4 2
PK 48 | 48 | 48 48 0 PK 30 | 27 | 25 | 27,33 |2,52
(9-AA) (2-AA) ' '

Zdroj: vlastni
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Tabulka 24. Predtest ¢. 1 pro TA100 a E.coli Combo piipraveného smichanim
WP2 pKM101 a WP2 uvrA ve firmé MediTox s.r.o.

Stanoveni OD Vyhodnoceni ptedtestu
Cislokultury | 1| 2 | 3 || Cislokultury | 1 | 2 3 | Vb
kultury
TA100 34136134 TA100 38 44 31 3
WP2 pKM101 [4,4| 4 |4,4| | WP2pKM101 | 30 1 4 2
WP2 uvrA 4,98
NK 0,2

Zdroj: vlastni

Z piedtestu ¢. 1 jako nejméné spontanné mutujici vysla kultura ¢. 3 v pfipad¢ kmenu
TA100, kultura ¢. 2 v ptipadé WP2 pKM101. Byla provedena rekultivace vybranych
kultur ulozenych v lednici. Po dvou hodinach kultivace hodnota OD pro kulturu TA100
byla 3,37 a pro kulturu WP2 pKM101 2,99. Protoze hodnota OD po dvou hodinach
neodpovidala 75 % ptvodni hodnoty OD, bylo rozhodnuto o prodlouzeni kultivace. Po
2h a 50 minutach se hodnota OD pro kmen TA100 zvysila na 3,85 a pro kmen WP2
pKM101 na 4,06. Tyto hodnoty jiz dosahovaly cca 75 % ptuvodnich hodnot a mohlo byt
pokrac¢ovano v testovani. Hodnoty OD kmenu WP2 uvrA a NK byly v potadku jiz pfi

prvnim meéteni.
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Tabulka 25. Pocet pozitivnich jamek kmenu TA100 a E. coli Combo po 48 h

kultivaci (hlavni test)

TA100 bez S9 TA100 s S9
Pramér Prameér
Konc. |D1|D2|D3 D1-D3 SD Konc. D1|D2|D3 D1-D3 SD
NK 41 | 46 | 45 44 2,65 NK 1 0 1 0,67 0,58
0,13 % 6 | 32| 5 14,33 |15,3| 0,13 % 2 2 5 3 1,73
0,25 % 1 3 2 2 1 0,25 % 5 |26 | 13 | 14,67 | 10,6
0,50 % 1 2 2 1,67 |0,58| 0,50 % 0 2 1 1 1
1% 38 | 48 | 32 | 39,33 |8,08 1% 2 1 9 4 4,36
2% 5 | 24 | 46 25 20,5 2% 1 2 | 42 15 23,39
4% 5 7 | 12 8 3,61 4% 22 | 31 | 48 | 33,67 | 13,2
PK PK
(4-NQO) 42 | 41 | 41 | 41,33 |0,58 (2-AA) 47 | 47 | 48 | 47,33 | 0,58
E. coli Combo bez S9 E. coli Combo s S9
D Prameér Pramér
Konc. 1 D2|/D3 D1-D3 SD Konc. D1|D2|D3 D1-D3 SD
NK 3| 5 3 3,67 |1,15 NK 1 0 1 0,67 | 0,58
0,13 % 410 2 2 2 0,13 % 6 1 5 4 2,65
0,25 % 0| 3 6 3 3 0,25 % 2 3 2 2,33 | 0,58
0,50 % 110 0 0,33 |0,58| 0,50 % 1 1 2 1,33 | 0,58
1% 0| 1 2 1 1 1% 3 0 3 2 1,73
2% 0| 4 1 167 |2,08 2% 0 1 1 0,67 | 0,58
4% 41 0 1 1,67 |2,08 4 % 5 1 1 233 | 2,31
PK PK
(4-NQO) 717 8 7,33 (0,58 (2-AF) 25 | 20 | 17 | 20,67 | 4,04

Zdroj: vlastni

Vzhledem k nejasnym vysledkim v E.coli Combo (pfipravené smichanim WP2
pKM101 a WP2 uvrA ve firmé MediTox s.r.o.) bez S9 - pozitivni kontrola selhala

a v kmeni Salmonella typhimurium TA100 — doslo ke kontaminaci neznamého ptivodu,

byly tyto c¢asti testu opakovany. E.coli Combo byla vystavena stejnym Sesti

koncentracim extraktu vzorku ¢. 10 v nepfitomnosti MAS a kmen TA100 byl vystaven

stejnym Sesti koncentracim extraktu vzorku ¢. 10 v pfitomnosti i V nepfitomnosti MAS.

Pied zahajenim testovani vzorkll byl proveden piedtest pro vybér vhodné kultury

(Ptedtest ¢. 2). Byla pouzita nova Sarze 4-NQO a ptivodni Sarze kontroly 2-AA. Cely

predtest i hlavni test jsem provadéla pod kontrolou vedouci laboratofe. Pipety byly pred

zacatkem opakovani testu dezinfikovany 70% ethanolem a UV zafenim.




Tabulka 26. Predtest ¢. 2 pro TA100 a E.coli Combo p#ipraveného smichanim
WP2 pKM101 a WP2 uvrA ve firmé MediTox s.r.o.

Stanoveni OD Vyhodnoceni ptedtestu
Cislokultury | 1 | 2 | 3 Cislokultury | 1 | 2 | 3 | ! ﬁ’fr;
TA100 | 7,03 | 533 | 4,29 TA 100 29 | 27 | 24 3
WP2 pKM101 | 517 | 6,64 | 526 | | WP2pKM10L | 16 | 4 | 30 2

WP2 uvrA 5,15
NK 0,01

Zdroj: vlastni

Z piedtestu ¢. 2 jako nejméné mutujici vysla kultura ¢. 3 v pifipadé kmenu TA100,

v piipad¢ WP2 pKM101 kultura ¢ 2. Byla provedena rekultivace vybranych kultur. Po
dvou hodinach kultivace byla hodnota OD pro kulturu TA100 1,89 a pro kulturu WP2
pKM101 2,39. Protoze OD po dvou hodinach neodpovidalo 75 % ptvodni hodnoty,

bylo rozhodnuto o prodlouzeni kultivace. Po 3h a 30 minutach se hodnota OD pro kmen
TA100 zvysila na 4,52 a pro kmen WP2 pKM101 na 3,53. Tyto hodnoty jiz dosahovaly

cca 75 % pavodnich hodnot a mohlo byt pokracovano v testovani. Hodnoty OD kmenu

WP2 uvrA a NK byly v poradku jiz pti prvnim méteni.
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Tabulka 27. Pocet pozitivnich jamek TA100 a E. coli Combo po 48 h kultivaci

(hlavni test ¢. 2)

TA100 bez S9 TA100s S9
Pramér Pramér
Konc. |D1|{D2|D3 D1-D3 SD |Konc. | D1 |D2|(D3 D1-D3 SD
NK 5 3 7 5 2 NK 1 1 0 0,67 0,58
0,13% | O 6 9 5 46 (0,13%]| O 0 1 0,33 0,58
025% | 4 |12 ]| 4 6,67 46 (0,25%| 1 1 3 1,67 1,15
050% | 1 5 4 3,33 21 [050%]| 2 4 1 2,33 1,53
1% 8 7 3 6 2,7 1% 0 1 3 1,33 1,53
2% 9 5 5 6,33 2,3 2% 7 5 | 24 12 10,4
4 % 9 3 4 5,33 3,2 4% 3 1 | 45 16,33 249
(PK) (PK)
4-NQO 39 | 46 | 45 | 43,33 3,8 2-AA 47 | 47 | 48 | 47,33 0,58
E. coli Combo bez S9
Pramér
Konc. [D1|D2|D3 D1-D3 SD
NK 1 1 1 1 0
0,13% | 2 2 2 2 0
0,25% | 3 3 3 3 0
050% | O 1 0 0,33 0,6
1% 3 5 3 3,67 1,2
2% 6 0 6 4 35
4 % 1 1 1 1 0
(PK)
4-NQO 4 9 7 6,67 25

Zdroj: vlastni

V opakovaném testu pro E.coli Combo, piipravené smichanim WP2 pKM101 a WP2

uvrA ve firm¢ MediTox s.r.o. bez S9 - pozitivni kontrola opét selhala a vzhledem

K nejasnym vysledkim pro kmen Salmonella typhimurium TA100 s S9 (dva replikaty

byly negativni a jeden byl pozitivni, coz vypadalo jako faleSn€ pozitivni vysledek), tyto

dvé ¢asti byly znovu opakovany. Byla pouzita E.Coli Combo dodana z Xenometrixu

ptimo jako uz hotova smés WP2 pKM101 a WP2 uvrA. E.coli Combo byla vystavena

stejnym Sesti koncentracim extraktu vzorku ¢. 10 v nepiitomnosti MAS a kmen TA100

byl opét vystaven stejnym Sesti koncentracim vzoru ¢. 10 extraktu v pFitomnosti

metabolické aktivace jako v piivodnim testu. Pfed zahajenim testovani vzorkia byl opét

proveden piedtest pro vybér vhodné kultury (Piedtest ¢. 3). Byly pouzity stejné Sarze
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U obou pozitivnich kontrol jako v prvnim hlavnim testu. Cely ptedtest i hlavni test jsem

opét provedla pod kontrolou vedouci laboratote.

Tabulka 28. Predtest ¢. 3 pro TA100 a E.coli Combo (dodané z Xenometrixu piimo
jako smés WP2 pKM101 a WP2 uvrA)

Stanoveni optické hustoty Vyhodnoceni predtestu
“ Cislo Vybér
Cislo kultury 1 2 3 kultury 1 2 3 kultury
TA 100 2,79 3,23 | 2,32 TA 100 | 46 46 27 3
E.coli E.coli
Combo 3,07 3,73 | 4,13 Combo 11 15 7 3
NK -0,04

Zdroj: vlastni

Z predtestu ¢. 3 jako nejméné spontanné mutujici vysla kultura ¢. 3 v ptipadé kmenu

TA100 i v ptipadé E. coli Combo. Byla provedena rekultivace vybranych kultur. Po
dvou hodinach kultivace hodnota OD pro kulturu TA100 byla 2,74, pro kulturu E. coli
Combo 4,13 a pro NK -0,04, tedy dosahly cca 75 % pivodni hodnoty a mohlo byt

pokracovano v testovani.
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Tabulka 29. Pocet pozitivnich jamek TA100 a E. coli Combo po 48 h kultivaci
(hlavni test ¢. 3)

TA100 s S9
Prumér
Konc. |D1|D2|D3 D1-D3 SD
NK 4 1 0 1,67 2,08
0,13% | 3 2 1 2 1
0,25% | 1 1 1 1 0
050% | 4 0 2 2 2
1% 7 1 2 3,33 3,21
2% 0 0 2 0,67 1,15
4 % 4 2 2 2,67 1,15
(PK)
2-AA 45 | 46 | 48 46,33 | 1,53
E. coli Combo bez S9
Pramér
Konc. |D1|D2|D3 D1-D3 SD
NK 6 3 4 4,33 1,53
0,13% | 3 7 6 5,33 2,08
025% | 7 3 5 5 2
050% | 2 3 1 2 1
1% 5 4 3 4 1
2% 2 2 4 2,67 1,15
4% 2 4 7 4,33 2,52
(PK)
4-NQO 48 | 48 | 48 48 0

Zdroj: vlastni

Na zaklad¢ vysledku testu pro kmeny TA98, TA1535, TA1537, TA100 a E. coli Combo
bylo mozné vyhodnotit genotoxicky a mutagenni potencial latky pomoci programu

Excel Calculation Sheet od firmy Xenometrix.

Podeziely mutagenni potencial byl pozorovan v koncentraci 1 % extraktu testované
latky u kmene Salmonella typhimurium TA1537 s MAS a v koncentraci 0,125 %
extraktu testované polozky v Escherichia coli Combo s MAS. Mutagenni potencial
nebyl pozorovan v ostatnich, tzn. ani ve vysSich koncentracich. Pocet pozitivnich jamek
se vyrazné nezvysil v zadné z koncentraci testované polozky a nebyla zji§téna zavislost

na davce. Podeziely mutagenni potencial byl pouze ndhodny, bez jakéhokoli spojeni
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s expozici testované polozce. Cytotoxicky ucinek na pouzité kmeny bakterii nebyl

pozorovan.

Vzorek ¢. 11

Kategorie vzorku zdravotnicky prostredek

Stabilita 5-40°C

Barva modra

Forma gel

Uziti Leptani zubt ve stomatologii
Hlavni slozka 34-37 % kyselina fosforecna

Piiprava vzorku  zasobni roztok o koncentraci 150 ug / ml
testované polozky v Aqua pro injectione,
pfipraveny rozpusténim ptislusSného
mnozstvi testované polozky tésné pied
pouzitim

Tabulka 30. Stanoveni optické denzity testovanych kmenu pii testovani vzorku

¢. 11

Stanoveni OD
Kultura Hodnota OD
TA98 6,05
TA1535 3,49
TA1537 5,53
NK 0

Zdroj: vlastni

Kultury dosahly hodnoty vyssi nez 2, hodnota NK se rovnala 0, byla tedy nizsi nez 0,05.

Podminky pro zah4jeni testovani byly splnény.
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Tabulka 31. Pocet pozitivnich jamek kmenu TA98, TA1535 a TA1537 po 48h
kultivaci

TA98 bez S9 TA98's SO
Pramér Pramér
Konc. D1|D2|D3 D1-D3 SD| Konc. |D1|D2|D3 D1-D3 SD
NK | 5] 43| 4 | 1] NK | 210121 1 1
01875 | 5 | 5 | 4 | 367 |25 %18 | o | 1| 1| o067 | 06
pug/ml pg/ml
0375 | g | g [ 2| 2 | 2|93 1 5120 133 | 12
pg/ml pg/ml
075 V3l 33| 3 |o| % 1120 1 1
pg/ml pg/ml
LS Vg a]ae7 |12] ¥ | 11210 1 1
ug/ml ug/ml
Sugml | 3 | 6 | 3| 4 |17 |3ugml| 0] 0 | 2| 067 | 12
6ug/ml | 2 | 3 | 3 | 267 |06 |6pgml| 1 | 0 | 2 1 1
(PK) (PK)
Syp |48 |as|as| a8 | 0| ) |48 |48 | 48| 48 0
TA1535 bez S9 TA1535 s S9
Pramér Pramér
Konc. D1|D2|D3 D1-D3 SD| Konc. |D1|D2|D3 D1-D3 SD
NK | 212121 2 |0 NK |0 1] 2 1 1
01875 1 o 1 g | o | o | ¢ |08 5 1 1 4| 233 | 15
pg/ml pg/ml
0375 | 3 | o | 1] 133 |15 %3 | o | 1| 1| 067 | 06
pg/ml pg/ml
075 byl 2] 2 |27 %™ 1010 o067 | 06
pg/ml pg/ml
L5 Vgl 11067 o6 ¥ | 2130 167 | 15
ug/ml pg/ml
Sugml | 2 | 0 | 1] 1 | 1 |3ugml| 0] 0] 2| 067 | 12
6ugml | 1 | 2 | 1 | 133 |06 |6ugml| 0 | 0 | 0 0 0
PK) (PK)
Ny |48 | 48| a8 | 48 | 0 | ") |20 | 28| 29 | 2867 | 06

Zdroj: vlastni

* ve sloupci D1, D2 a D3 (desticka 1, desticka 2, desti¢ka 3) jsou uvedeny pocty jamek
s pozitivnim vysledkem
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Pokracovani tabulky ¢. 32

TA1537 bez SO TA1537 s S9
Prumér D | Prumér

Konc. D1|D2|D3 D1-D3 SD| Konc. |D1| D2 3 | D1-D3 SD

NK | 0| 0 0 0| NK | 1] 0 |0 033 | 06

01875 1 ¢ | 4 233 (32|98 1 o1 0 0] o 0
pg/ml pg/ml

0375 | o | 4 033 06| 93 ol o |lo] o 0
pg/ml pg/ml

0.75 | 3 | ¢ 133 |15 %™ | o | 1 |0 033 | 06
pug/ml pg/ml

L5 141 133 |15 ¥ |1 0ol 033 | 06
ug/ml ug/ml

Sugml | 1 | 1 067 |06 |3ugml| 1| 0 | 0| 033 | 06

6ugml | 1| 2 |0 1 |1 |6ugm| 0] 0 0] o 0
PK) PK)

S ag|as|as| 48 |0 | ) |20| 20 21| 2033 | 06

Zdroj: vlastni

* ve sloupci D1, D2 a D3 (desticka 1, desticka 2, desticka 3) jsou uvedeny pocty jamek

s pozitivnim vysledkem

Tabulka 32. Predtest ¢. 1 pro TA100 a E.coli Combo p¥ipravenym smichanim WP2
pKM101 a WP2 uvrA ve firmé MediTox s.r.o.

Stanoveni OD Vyhodnoceni predtestu
Cislokultury | 1 | 2 | 3 Cislokultury | 1| 2 | 3 | ﬁ;
TA 100 3,9815,06| 3,35 TA 100 46 | 48 | 42 3
WP2 pKM101 |4,73| 4,3 | 4,6 WP2 pKM101| 35 | 41 | 29 3
WP2 uvrA 4,24
NK 0

Zdroj: vlastni

Z piedtestu ¢. 1 jako nejméné spontanné mutujici vysla kultura ¢. 3 v pfipadé kmenu
TA100 i v piipadé WP2 pKM101. Byla provedena rekultivace vybranych kultur. Po 2
hodinach a 10 minutach kultivace byla hodnota OD pro kulturu TA100 3,03 a pro
kulturu WP2 pKM101 2,58. Protoze OD neodpovidala 75 % ptvodni hodnoty, bylo
rozhodnuto o prodlouzeni kultivace. Po 2 hodinach a 50 minutach se hodnota OD pro
kmen TA100 zvysila na 3,98 a pro kmen WP2 pKM101 na 3,38. Tyto hodnoty jiz
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dosahovaly cca 75 % puvodnich hodnot a mohlo byt pokracovano v testovani. Hodnoty

OD kmenu WP2 uvrA a NK byly v potadku jiz pfi prvnim méfeni.

Tabulka 33. Pocet pozitivnich jamek pro TA100 a E. coli Combo (hlavni test)

TAL00 bez S9 TAL00's SO
Pramér Primér
Konc. D1/ D2 |D3 D1-D3 SD Konc. D1|D2| D3 D1-D3 SD
NK | 101121 12 | 2| NK | 2|1 3 2 1
01875 1 99 | 12 | 18 | 1633 |379| 18> | 1 | 1 | 1 1 0
pg/ml pg/ml
0375 199119 | 16| 18 [173] 9% | 0 | 1| 1 | 067 |058
pg/ml pg/ml
075 1 o0 | 15 | 14 | 1633 |321] 27 | 2| 2| 2 2 0
pg/ml pg/ml
L5 1015 20 1833 [289] 2 |2 |0 | 1 1 1
ug/ml ug/ml
3ug/ml | 13 | 18 | 18 | 16,33 |2.89] 3ug/ml | 1 | 3 | 3 | 233 |115
6ug/ml | 12 | 15 | 18 | 15 | 3 |6ugml | 5 | 3 | 2 | 333 |1,53
PK) (PK)
aNQo | 45 | 42 | 47| 467 |252| SO0 | 46 |47 | 47 | 4667|058
E.coli Combo bez S9 E.coli Combo s S9
Promér D Prumér
Konc. |D1|D2|D3| ™I sp| Kone. |D1|D2| 5 | DM | sD
NK | 31 2] 2| 233 |058] NK | 4 | 3|5 4 1
01875 1 3 | 6 | 6 | 5 [173] %8 | 104 | 3| 567 |379
pg/ml pg/ml
0375 | g | 3 | 5| 533 |252] 937 | 4 | 4| 5| 433 |058
pg/ml pg/ml
075 1 4 | 5| g | 467 [351] % |11| 7] 3 7 4
pg/ml pg/ml
L5 141 g 3] 5 |265] ¥ |5 ] 216| 433 |208
pg/ml pg/ml
Sugml | 7 | 8 | 2 | 567 |321| 3ug/ml| 3 | 8 | 2 | 433 |321
6ugml | 4 | 6 | 2| 4 | 2 |6ugml| 8 | 3|6 | 567 |252
(PK) (PK)
aNoo | 1| 14| 7| w67 35| 7 |24 22 |18] 2133|308

Zdroj: vlastni

Vzhledem k nejasnym vysledkim pro Escherichia coli Combo, ptipravenou smichanim
WP2 pKM101 a WP2 uvrA ve firmé MediTox s.r.o., bez MAS - pozitivni kontrola
selhala, byla tato cast testu opakovana. Byla pouzita smés E.Coli Combo (dodana
z Xenometrixu ptimo jako smés WP2 pKM101 a WP2 uvrA). Smés E.coli Combo byla

vystavena stejnym Sesti koncentracim leptaciho gelu v nepfitomnosti systému
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metabolické aktivace jako v puvodnim testu. Pfed zahajenim testovani vzorki byl
proveden predtest pro vybér vhodné kultury (Pfedtest ¢. 2). Byla pouzita stejna Sarze
pozitivni kontroly jako v prvnim hlavnim testu. Celé testovani jsem opét provedla pod

kontrolou vedouci laboratofe.

Tabulka 34. Predtest ¢. 2 pro E.coli Combo (dodané z Xenometrixu primo jako
smés WP2 pKM101 a WP2 uvrA)

Stanoveni OD Vyhodnoceni ptedtestu
Cislo Cislo Vybér
kultury . 2 3 kultury 1 2 3 kultury
E. coli E. coli
Combo 3,07 | 3,73 | 4,13 Combo 11 15 7 3
NK -0,04

Zdroj: vlastni

Z ptedtestu ¢. 2 vySla jako nejméné mutujici kultura ¢. 3. Provedla jsem rekultivaci
vybrané kultury. Po kultivaci 2 hodiny a 10 minut byla hodnota OD 2,31, proto bylo
rozhodnuto o prodlouzeni kultivace. Po 3 hodinach a 19 minutach byla hodnota OD

4,48. Narust kultury byl dostatecny a bylo pfistoupeno k vlastnimu testovani.

Tabulka 35. Pocet pozitivnich jamek E. coli Combo po 48 h kultivaci (hlavni test ¢.
2)

E.coli Combo bez S9

Prumér

Konc. |D1{D2|D3| o' sD
NK | 2| 3]10| 5 |436
01875 1 99 | 1 | 3 5 |529
ug/ml
0375 |, | 3| 4| 367 |058
ug/ml
075 | g | 2 | 3| 433 |321
ug/ml
L5 V31 5| 3| 367 | 115
png/ml

3ugml | 4 | 1| 3| 267 |153

6pgml | 8 | 1 | 5 | 467 |351

(PK)
4NGO | 48|48 | 48| 48 0

Zdroj: vlastni
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Na zakladé¢ vysledku testu pro kmeny TA9S8, TA1535, TA1537, TA100 a E. coli Combo
bylo mozné vyhodnotit genotoxicky a mutagenni potencial latky pomoci programu

Excel Calculation Sheet od firmy Xenometrix.

Podeziely mutagenni potencial byl pozorovan v koncentraci 0,1875 ug / ml testované

koncentrace. Mutagenni potencial nebyl pozorovan v zadné dalsi koncentraci. Podeziely
mutagenni potencial byl pouze ndhodny, bez jakéhokoli spojeni s expozici testované

polozky. Cytotoxicky ucinek na pouzité kmeny bakterii nebyl pozorovan.

Vzorek ¢. 12

Kategorie vzorku zdravotnicky prostiedek

Stabilita 5-40°C

Barva Bézova

Forma pevny kotou¢ - priimér 28 mm, tloustka 3 mm
Uziti vyplné zubll ve stomatologii

Ptiprava vzorku  bezprostiedné pfed pouzitim
extrakce 72+2 hodin pii 37£1 °C
extrakéni ¢inidlo DMSO

Tabulka 36. Stanoveni optické denzity testovanych kmenu p¥i testovani vzorku ¢.
12

Stanoveni OD
Kultura Hodnota OD
TA 98 5,51
TA1535 5,66
TA1537 6,23
NK -0,05

Zdroj: vlastni

Kultury dosahly hodnoty vyssi nez 2, hodnota NK se rovnala -0,05, byla nizsi nez 0,05.

Podminky pro zahajeni testovani byly splnény.
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Tabulka 37. Pocet pozitivnich jamek kmenii TA98, TA1535 a TA1537 po 48 h

kultivaci
TA98 bez S9 TA98 s S9
Konc. |D1|D2|D3 Erfﬂ’;sf SD |Konc. | D1|D2|D3 Er;‘_rg’g SD
NK | 2 10| 1 NK | 1 | 10| 067 |06
013% | 0 | 1 | 3 | 133 | 15 |013%| 0 | 1 | 2 1 1
025% | 3 | 1| 1| 167 | 1.2 |025%| 1 | 1 | 0 | 067 | 06
050% | 1|1 | 1] 1 050%| 1 | 3| 0| 133 |15
1% | 2100 067 | 12 | 1% | 0 |0 | 1| 033 |06
2% | 2| 215 3 | 1.7 | 2% | 3 | 1| 2 2 1
4% | 9 | 3| 4| 53] 32 | 4% | 0 | 5| 1 2 | 27
PK PK
é_N; 48 | 48 | 48 | 28 2( i\ A 48 |48 |48 | 48 | 0
TA1535 bez S9 TA1535 s S9
Konc. |D1|D2|D3 1;111132 sD| Konc. |D1|D2|D3 %r‘llf?)eg SD
NK | 2 1]0] 1 |1] NK | 2] 0] 0] 067 |12
013% | 0| 2 | 1] 1 |1]013% | 1|0 1| 067 |06
025% | 1 | 0| 1] 067 |06 025% |0 |4 ]| 2| 2 |2
050% | 0| 1|0 033 |06 050% | 1|20 1 |1
1% | 2012 133 [12] 1% |2 o 1| 1 |1
2% |00 | 2] 067 [12] 2% | 1|1 1] 1 |o0
4% | 1] 0] 0] 033 (06| 4% | 2] 0| 0] 067 |12
o ag | as |48 | a8 |o| PN 1as|az]a0| a0 |27
TA1537 bez S9 TA1537 s S9
Konc. |D1|D2|D3 Eri‘_n[“)e; sD| Konc. |D1|D2|D3 g?_rge; SD
NK | 0|0 0] 0 |0] NK | 1] 1|0/ 067 |06
013% | 1 | 0 | 0 | 033 06| 013% | 1 | 0 | 0 | 033 | 06
025% | 1 | 1|0 | 067 |06/ 025% | 0| 1] 1| 067 |06
050% | 3 | 1 | 1| 1.67 |12 050% | 0 | 1| 0 | 033 | 06
1% |0 |30/ 1 [17] 1% |0 1] 0] 033 |06
2% | 2 | 2|0 133 [12] 2% |30 0| 1 |17
4% | 0|0 | 1] 033 (06| 4% | 1] 0| 1] 067 |06
PK PK
é_ A/l 48 | 28 |28 | 48 | 0 2( AA 26 | 31 | 31 | 2933 | 2,9

Zdroj: vlastni
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Pro testovani vzorku ¢. 12. byla s ohledem na ptedchozi vysledky testl pouzita rovnou
smés E.coli Combo dodana z Xenometrixu piimo jako smés WP2 pKM101 a WP2

uvrA.

Tabulka 38. Predtest kmenu TA100 a smési E.coli Combo

Stanoveni OD Vyhodnoceni ptedtestu
Cislo Cislo Vybér
kultury ! 2 3 kultury ! 2 3 kultury
TA 100 [4,03| 4,37 | 5,12 TA100 31 48 40 1
E. coli E. coli
Combo 3,63| 3,35 | 3,42 Combo 16 7 12 2
NK -0,01

Zdroj: vlastni

Z predtestu jako nejméné spontanné mutujici vysla kultura €. 1 v ptipadé¢ kmenu TA100
a kultura ¢. 2 v pripadé E.coli Combo. Byla provedena rekultivace vybranych kultur. Po
2 hodinach kultivace hodnota OD pro kulturu TA100 byla 2,33 a pro kulturu E. coli
Combo byla 1,22. Protoze hodnota OD neodpovidala 75 % ptvodni hodnoty, bylo
rozhodnuto o prodlouzeni kultivace. Po 4 hodinach a 20 minutach se hodnota OD pro
kmen TA100 zvysila na 4,58 a pro kmen E. coli Combo na 2,62. Tyto hodnoty jiz
dosahovaly cca 75 % pivodnich hodnot a mohlo byt pokracovano v testovani. Hodnota

OD NK byla v potadku jiz pti prvnim méfeni.
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Tabulka 39. Pocet pozitivnich jamek kmenii TA100 a E.coli Combo

TAL00 bez S9 TAL00 s S9

Konc. | D1 |D2|D3 g‘i“_mgg SD | Konc. | D1 |D2|D3 g‘i“_mgg SD
NK | 8 | 6| 7 7 1| NK | 2] 5] 1| 267 |21

013% | 8 | 3 | 7 6 |270013%] 1| 1 | 1 1 0

025%| 5 | 6 | 8 | 633 |15/025%| 2 | 1 | 0 1 1

050% | 4 | 7 | 6 | 567 |15/050%| 7 | 0 | 1 | 267 |38
1% | 5 | 7 | 7] 633 [12] 1% | 1 | 1| 2 | 133 |06
2% | 4 | 7 | 4 5 |17 2% | 1] 2| 1| 133 |06
4% | 3 | 4| 6| 433 |15| 4% | 7 | 1| 4| 4 3
PK PK

4fN Q)O a4 | 47 | 46 | 4567 | 15 2( A& a8 | 44 | 23| 4367 |06

E. coli Combo bez S9 E. coli Combo s S9

Konc. | D1 |D2|D3 g‘i“_mgg SD | Konc. | D1 |D2|D3 g‘i“_m[g’g )
NK |10 | 4 | 9| 767 |32] NK | 5|6 | 5| 533 |06

013% | 5 | 5 | 5 5 0 [013%| 10 | 17 | 4 | 1033 |65

025%| 5 | 4 | 6 5 1 1025%] 9 | 11| 7 9 2

050% | 4 | 6 | 5 5 1 1050%| 10| 7 | 6 | 767 |21
1% | 6 | 15 | 6 9 52| 1% | 16| 6 | 2 8 |72
2% | 3 | 4] 9] 533 |32] 2% |12 9 | 9 | 10 |17
4% | 9 | 2 | 4 5 36| 4% | 12| 11| 12 | 1167 | 06
PK PK

4f|\| Q)O 48 | 48 | 48| 48 | 0 é A% 39 | 41| 37| 39 |2

Zdroj: vlastni

Na zaklad¢ vysledku testu pro kmeny TA98, TA1535, TA1537, TA100 a E. coli Combo
bylo mozné vyhodnotit genotoxicky a mutagenni potencial latky pomoci programu

Excel Calculation Sheet od firmy Xenometrix.

Podeziely mutagenni potencial byl pozorovan v koncentraci 4% extraktu testované
polozky v kmeni Salmonella typhimurium TA 98 bez MAS. Mutagenni potencial nebyl
pozorovan ani u kmene Salmonella typhimurium TA 98 s MAS, ani u ostatnich
testovanych bakterialnich kmenti. Mutagenni potencial byl pravdépodobné zpuisoben
vys§im pocétem spontannich mutaci pouze na jedné desticce z tripletu, coz je také patrné
z vyssi standardni odchylky (3,21). Mutagenni potencidl nebyl pozorovan v zadné dalsi
koncentraci. Podeziely mutagenni potencial byl pouze nahodny, bez jakéhokoli spojeni

s testovanou polozkou. Cytotoxicky tc¢inek na pouzité kmeny bakterii nebyl pozorovan.
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Tabulka 40. Historicka data firmy MediTox s.r.o.

E. coli Combo | E. coli Combo
Bakterie TA98 | TA100 | TA1535 | TA1537 smichand v dodana

MediTox s.r.o. | Xenometrixem

Pocet pozitivnich jamek bez S9

Negativni

0-6 2-12 0-4 0-7 0-8 2-10
kontrola

2-NF

(2.0 pg/mi) | 3848

4-NQO

(0.1 pg/ml) 43-48

N4-ACT 48
(100 pg/ml)

9-AAc
(15 pg/ml) 48

4-NQO
& pgl) 27-48 48

Pocet pozitivnich jamek s S9

Negativni

0-4 0-9 0-4 0-4 0-11 5-6
kontrola

2-AA
(1.25pg/ml)

2-AA

(1-2 pg/ml) 48

2-AA
(2.5ug/ml)

2-AA

(Sug/ml) 43-48 | 16-47 18-48

2-AF
(400 pg/ml) 16-48 37-41

Zdroj: vlastni
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4 Diskuse

Z tabulek veskerych dat ziskanych ze studii provedenych ve firmé¢ MediTox s.r.o.
v obdobi let 2017 - 2019 vyplyva, ze kmen Salmonella typhimurium TA98, spole¢né
s jeho kontrolami, poskytuje hodnoty korespondujici s hodnotami ziskanymi firmou

Xenometrix.

V ptipad¢ kment Salmonella typhimurium TA1535 a TA1537 doslo K minimalnimu
mimolimitnimu vyskytu pozitivnich jamek. V pfipadé kmene TA1535 se jednalo
0 vys$si pocet pozitivnich jamek U negativni kontroly a Vv piipadé kmene TA1537
V jednom ptipad¢ byl mirné vyssi pocet spontannich mutaci v negativni kontrole a ve
druhém pripadé vyssi pocet pozitivnich jamek u pozitivni kontroly. Odchylky se
vyskytly v méteni riznych vzorkd, tedy se jedna pouze o0 nahodné odchylky, které neni

nutné brat v ivahu.

Kmen Salmonella typhimurium TA100 vykazuje nadlimitni hodnoty pozitivnich jamek
pfi testovani v provedeni bez i s MAS. Tyto hodnoty jsou s nejvétsi pravdépodobnosti
zpusobeny zvySenym sklonem kmene TA100 ke spontannim mutacim. Ve vysledcich
predtestt pro kmen TA100 je jasné vidét, ze kmen velmi snadno spontanné mutuje. Je

tedy nutné tuto vlastnost brat v patrnost i pti vyhodnocovani testu.

Predtest pro vylouceni spontannich mutaci se provadi také u bakterialni smési E. coli
Combo. | zde je ztabulky 16 vidét vysoky pocet mimolimitnich pozitivnich jamek
u negativnich kontrol, jak v provedeni s MAS, tak i bez MAS. To je zptsobeno
kmenem WP2 pKM101, ktery je soucasti smési a je rovnéz velmi nachylny ke
spontannim mutacim, coz je vidét v tabulkdch 24, 26 a 32, v nichZ jsou vysledky
predtesti. | v ptipadé smési E.coli Combo je nutné k této vlastnosti pfihlédnout pti
vyhodnoceni. Znepokojujici jsou vSak velmi vysoké pocty mimolimitnich pozitivnich
jamek u pozitivnich kontrol. V ptipadé kontroly 4-NQO je to 64,3 % a v piipadé
kontroly 2-AF dokonce 75 %. V souladu s doporucenimi, ktera jsou uvedena v kapitole
2.6 Hodnoceni Ames MPF testu, pozitivni kontrola 2-AF ve vétsiné méfeni splnila
podminky pro mozZnost vyhodnoceni testu, v pfipadech, kdy podminky splnény nebyly,
byl proveden opakovany test, ve kterém jiZ podminky splnény byly, a bylo mozZné
vyhodnotit potencial testovaného vzorku. Z tabulky 10 vyplyva, Ze hodnoty pozitivnich
jamek u kontroly 2-AF jsou sice nizsi, ale poskytuji vysledky konstantni, tudiz na jejich

zakladé bylo mozné testy vyhodnotit. Pozitivni kontrola 4-NQO ve vétSiné
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mimolimitnich ptipadi neodpovidala doporuc¢enim uvedenym v kapitole 2.6. Vysledky
pozitivnich jamek pro PK byly ¢asto srovnatelné, i nizs§i nez vysledky NK, proto bylo

nutné tuto Cast testu optimalizovat.

Vysledky kment TA98, TA1535 a 1537 byly ve 100 % piipadd mozné pouZzit pro
hodnoceni potencialni genotoxické a mutagenni schopnosti testovanych latek. Nebylo

tedy tieba optimalizovat praci s t€émito kmeny.

U kmene TA100 je vzhledem k jeho sklonu ke spontannim mutacim ¢asto nutné provést
opakovany test, pokud ale k rozsahlému spontannimu zmutovani nedojde, jsou vysledky
bez vétSich problémi pouzitelné pro vyhodnoceni mutagenniho a genotoxického
potencialu testovanych latek. Ani vtomto piipadé jsem proto k optimalizaci
nepfistoupila. Sama jsem behem testovani musela nc¢kolikrat opakovany test provést.
V jednom ptipadé v provedeni bez MAS a ve dvou piipadech v provedeni s MAS —
Vv prvnim ptipadé doslo pravdépodobné ke kontaminaci nejasného pivodu, ve druhém
ptipadé s nejvetsi pravdépodobnosti zplisobily nejasny falesné pozitivni vysledek prave

spontanni mutace.

Vsechny kultury pouzivané v Amesové testu jsou nachylné na kontaminaci. Tento
kriticky bod prace s bakteriemi je ve firmé¢ MediTox s.r.o. oSetfen dle mého nazoru
dostate¢n¢, a to neustadlou vyménou sterilnich Spicek pipet, dezinfekei pipet 70%

ethanolem a sterilizaci UV zafenim.

Nase vysledky jsem konzultovala s dodavatelem testu, s firmou Xenometrix. Spole¢né

jsme vymezili kritické body, které bylo potieba provéfit.

Prvnim bodem bylo otestovat uUc¢innost pozitivnich kontrol, navrhla jsem Upravu

koncentrace pouZitych kontrol, coZ mi bylo firmou Xenometrix siln€ nedoporuceno.

Rozhodla jsem se proto zjistit, zda a jak velky vliv maji rozdilné SarZe pozitivnich
kontrol. Testovala jsem 3 Sarze kontroly 4-NQO a 2 Sarze 2-AF. Z tabulek 18 a 19 je
vidét, Ze u obou kontrol je vysoky pocet pozitivnich jamek u negativnich kontrol. To
mohlo byt dano ochotou kmene WP2 pKM101 ze smési E. coli Combo ke spontannim
mutacim. Pocty pozitivnich jamek u kontroly 4-NQO u vsech tii testovanych Sarzi
poskytly konstantni vysledky, z nichz vétSina se pohybovala v limitech firmy

Xenometrix. V ptipad¢é kontroly 2-AF byly vysledky nizsi, stejné jako se ukazovaly
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Vv celém prib¢hu testovani ve firm¢ MediTox s.r.o., avSak konstantni s minimalnimi

nahodnymi odchylkami, tudiz v souladu s doporucenim v kapitole 2.6.

V dalsim kroku jsem se rozhodla vyzkouset vliv predtestu a uskladnéni ptipravenych
kultur v lednici. Pfipravila jsem 3 zkumavky s E.coli. Nahodné jsem vybrala kulturu
¢. 1 atu jsem otestovala bez piedtestu. Tabulka 20 ukazuje vysledky tohoto pokusu bez
predtestu. Se zbytkem kultury ¢. v1, ¢. v2 a €. v3 byl proveden ptedtest, jehoz vysledky
jsou v tabulce 21. Nejméné spontanné mutujici kultura byla kultura ¢. 1. Vysledky testu
po predchozim ptedtestu jsou v tabulce 22. V obou provedenich je vidét relativné

vysoky pocet spontannich mutaci a minimalni rozdil ve vysledcich pozitivnich kontrol.

Firma Xenometrix nabizi jesté druhy typ kitii Ames MPF™ Penta I, ktery neobsahuje
2 kmeny E.coli, které je nutné smichat, ale jiz ptipravenou smés WP2 pKM101 a WP2
uvrA - E. coli Combo, jez je méné nachylna ke spontannim mutacim a ma lepsi
vysledky. Bohuzel pro tuto novou variantu neexistuje jesté dostatecné mnozstvi
provedenych testli a tim padem chybi i dostatek historickych dat. Rozhodla jsem se
vyzkousSet jesté tuto moznost, a to na vzorcich €. 10 a €. 11, které jsem jiz testovala se
smési E. coli Combo smichanou ve firmé¢ MediTox s.r.0. Vysledkem testovani bylo, Ze
smés E. coli Combo dodana firmou Xenometrix opravdu poskytuje lepsi vysledky, na
jejichz zakladé bylo mozné vyhodnotit genotoxicky a mutagenni potencial vzorkt bez

jakychkoliv problémd.

Ziskané informace jsem jesté ovéfila v testovani vzorku €. 12, ktery jsem testovala uz
jen na smési E. coli Combo dodané z Xenometrixu. Veskeré vysledky E. coli Combo
dodané firmou Xenometrix jsou v tabulce ¢. 11. Hodnoty negativnich a pozitivnich
kontrol spliuji kritéria uvedena v kapitole 2.6 a ja jsem byla schopna bez komplikaci

vyhodnotit genotoxicky a mutagenni potencial vzorku.

Vsechny vysledky pozitivnich a negativnich kontrol v provedeni s MAS i bez MAS jsou
konstantni a maji vypovidajici hodnotu. Shrnula jsem je do tabulky ¢. 41 - Historicka
data firmy Meditox s.r.0., jez jsem vytvorila podle doporuceni z navodu pro testovani

MPF firmy Xenometrix.
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S5 Zavér

Shromazdila jsem veskeré vysledky negativnich a pozitivnich kontrol Amesova MPF
testu z firmy MediTox s.r.0. Na zakladé téchto dat jsem urCila, ze neni potieba
optimalizovat praci s kmeny TA98, TA100, TA1535 a 1537. Déle vyplynula nutnost
optimalizace prace se smési bakterialnich kmeni E. coli Combo. Po konzultacich
s firmou Xenometrix a po provedeném testovani jsem zjistila, ze idealnim fesenim je
pouzivani smési E. coli Combo dodané jiz jako smés WP2 pKM101 a WP2 uvrA piimo

firmou Xenometrix.

Hypotéza, ze genotoxickd ¢i mutagenni testovana latka vyvold zpétnou mutaci
reventatnich kmena bakterii, byla potvrzena na zaklad¢ vysledkt vSech provedenych

hlavnich, ptipadn€ opakovanych hlavnich testi.

Hypotéza o koncentraci pozitivnich kontrol nastavend firmou Xenometrix byla téz
potvrzena po provedeni testi nckolika Sarzi negativnich a pozitivnich kontrol

s odpovidajicimi vysledky.

Hypotéza o tom, ze vypovidajici hodnoty zavisi na bezchybnosti provedeni v laboratofi,
potvrzena nebyla. Z vysledkd vyplyva, ze ani po preciznim provedeni, pii dodrzeni
vSech postupli, nemusime ziskat vysledky, na jejichz zadklad¢ jsme schopni vyhodnotit
mutagenni a genotoxicky potencial. Nejvétsi vliv na netispésné provedeni bude nadale
mit spontanni mutace bakterii kmenu TA100 a E.coli WP2 pKM101. Nejvétsi problém
— selhavani pozitivni kontroly 4-NQO pfi testovani na E.coli Combo je mozné fesit
pouzivanim kitu pro Ames MPF™ Penta II, ve kterém je dodavana smés E.coli Combo,

jez je obecné odolnéjsi.

Pro firmu MediTox z vysledki vyplyva doporuceni pouzivat v Amesové MPF testu
smés E. coli Combo dodanou piimo firmou Xenometrix a v souladu s doporu¢enimi
firmy Xenometrix pouzivat k hodnoceni testd tabulku historickych dat firmy MediTox

S.r.0. vypracovanou V této praci.
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ot/min
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2-NF
4-NQO
9-AAcC

¢islo
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Desticka 2

Desticka 3

European chemicals agency
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The International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use
Koncentrace

microplate format (mikro-desti¢kovy format)
N*-aminocytidine

Negativni kontrola
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Optické denzita

Overnight kultura

Organisation for Economic Co-operation and Development
Otacky za minutu
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2-Aminoanthracene

2-aminofluorene
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