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Uvod

Mnohé piirodni a syntetické slouceniny, obsazené ve
farmaceutickych a kosmetickych piipraveich, nutraceuti-
cich, agrochemikaliich, zdravotnickych prostiedcich
a dalsich kompozicich latek, které se v riznych formach
kazdodenné dostavaji na trh a vstupuji do zivotniho pro-
stiedi, vyzaduji efektivni nastroje pro screening jejich ge-
notoxicity, kterd je potencialné spojena s karcinogenitou,
pfipadné mutagenitou nebo teratogenitou. Chemické latky,
jejichz ucinek ma bezprostiedni poskozujici dopad na Zzi-
vot bun€k, jsou oznacovany jako cytotoxické, piiCemz
pokud jsou schopny uvniti bunky interagovat a poSkozovat
genom, jsou oznacovany jako genotoxické. Genotoxicitu
je tedy mozné vyjadrit jako schopnost latky (pfirozen¢ se
vyskytujici nebo syntetické) zpiisobovat poskozeni gene-
tické informace uvnitt buiiky. Tento zasah do DNA muze
vést k mutacim, které nasledné podporuji karcinogenezi,
pfipadné mohou dat zaklad vyvoji vrozenych vyvojovych
vad. Poskozeni zptisobené genotoxickymi latkami mohou
zahrnovat pfimou interakci s DNA a nasledné zpusobit
substituci nukleotidl, posun ¢tecitho ramce (tzv. frame-
shift mutace), nebo dokonce dvouvléknové zlomy'.
V jinych prfipadech mohou genotoxické latky interagovat
s riznymi proteiny, které se ucastni bunééného déleni
(mitdzy) nebo jsou zodpoveédné za stabilizaci chromosomul.

Problematika genotoxicity zasahuje vSechna odvétvi
primyslu a vyzkumu, kterd nakladaji s novymi latkami,
jako pramysl chemicky, farmaceuticky, kosmeticky, potra-
vinarsky, ¢i nové a velmi se rozSifujici odvétvi pripravy
novych materialéi, zvlasté pak z oblasti nanomateriali’.
U celé tfady existujicich, ale i novych priumyslovych pro-
duktii, byly prokazany genotoxické tcinky, které pii sou-
¢asné neustale rychle rostouci incidenci rakovinnych one-
mocnéni predstavuji aktudlni a kriticky problém soucasné
globalni spole¢nosti*>. Navic celkovy screening toxicity
a genotoxicity vSech komercné dostupnych latek klasicky-
mi in vivo metodami je ekonomicky velmi naroény®.
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Vzhledem k obrovskému poctu syntetickych latek
a vyrobkl, které jsou generovany jak primyslem, tak vy-
zkumnymi organizacemi, a u nichz nejsou znamy informa-
ce o genotoxicite, se globalni pozornost védeckych praco-
vist’ a regulacnich organi orientuje k vytvoreni efektivniho
nastroje, tj. k vysokokapacitnimu screeningu latek a kom-
pozic. V soucasné dobé je nejrozsSifenéjS§im testem pro
screening genotoxicity Amesuv test. Jedna se o relativné
znamou, rychlou a citlivou in vitro metodu vyvinutou pro
zjisténi, zda studovana latka ma potencial pusobit posko-
zeni DNA’. Tento test je inkorporovan do legislativy jako
test prvni volby a Casto vyzadovan regulac¢nimi organy pfi
registraci chemickych latek (smérnice REACH). Od doby
jeho objeveni je znamo né¢kolik variant, které jsou vyuzi-
vany v prumyslu, ve védeckych institucich a rovnéz i labo-
ratofemi zabyvajicimi se vySe uvedenou registraci po ce-
1ém svéte.

Stézejnim tcelem predkladané studie bylo u vybra-
nych latek vznikajicich pfi ptipraveé buni€iny pro medicin-
ské ucely porovnat klasické provedeni Amesova testu
s jeho alternativou, tj. mikrofluktua¢ni metodou jako vhod-
ného nastroje pro HTS a na zéklad¢ této komparace zjistit
genotoxicky potencial predlozenych vzorki a oba pristupy
mezi sebou porovnat.
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Experimentalni ¢ast
Material a metody

Kity pro mikrofluktuaéni metodu (Ames MPF™ 100)
byly zakoupeny od vyrobce Xenometrix (Svycarsko). Tes-
tovaci vzorky poskytla spoleénost Bioster (CR), pfi¢emz
se jednalo o blize nespecifikované vzorky oxidované celu-
losy, urCené jako obvazovy material. Ostatni chemikalie
byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (USA).

Ptiprava vzorkt

Vzorky celulosy se lisily zpisobem pfipravy pro testy
genotoxicity a byly pfipraveny néasledovné:

Vzorek I: 10 ml voda, 1 g celulosa, 37 °C

Vzorek II: 10 ml propan-2-ol, 1 g celulosa, 37 °C

Vzorek III: 10 ml voda, 1 g celulosa, 50 °C

Vzorek IV: 10 ml propan-2-ol, 1 g celulosa, 50 °C

Amesuv test

Amestv test, vyvinuty Brucem Amesem a spol.
v roce 1970, jako relativné rychld a vysoce citlivda metoda
k uréeni schopnosti latky indukovat poskozeni DNA, byl
puvodné validovan na skupiné 300 znamych karcinogenu.
Do dnesniho dne bylo vyvinuto nékolik modifikaci metody
za ucelem zvyseni jeji efektivity. Princip testu je postaven
na schopnosti latky vyvolat zpétnou mutaci na divoky
fenotyp. Test vyuziva histidin dependentni (His") bakterie
Salmonella typhimurium v médiu se zbytkovym mnoz-
stvim histidinu a sledované latky. Histidinu je dostatek jen
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na nékolik malo de€leni bunky tak, aby sledovana latka
mohla zplsobit zpétnou mutaci. Pokud je latka genotoxic-
ka, prob¢hne zpétna mutace a fenotyp bakterii se zméni
z dependentni His™ na autotrofni His', coZ se projevi
v nartstu kolonii na Petriho misce. Metabolismus sav¢ich
bunék je imitovan metabolickou aktivaci zkoumané latky
jaternim extraktem z hlodavei (S9)°. Testuje se nékolik
koncentraci pro ziskani komplexni odezvy davka-
odpovéd’. Analyza zavislosti muze poskytnout spektrum
informaci jako: mutagenni potencial latky, druh zplsobené
mutace (posun ¢teciho ramce nebo substituce), minimalni
cytotoxicka koncentrace latky. Nicméné je dulezité zo-
hlednit, Ze mira mutagenity je ovlivilovana absorpci latky
buitkami a odli§nosti v metabolizaci latek’.

Pro testovani vétsiho poctu vzorki byla vyvinuta
materidlové Uspornéjsi alternativa pod oznacenim mikrof-
luktuaéni metoda'®. Pfi tomto provedeni je cely experi-
ment uskutecnén v kapalném médiu a vysledek je vyhod-
nocovan na zéklad¢ barevné zmény jamek v 96 nebo
384 jamkovych mikrotitraénich destickach. Princip zlsta-
va zachovan, vyhoda provedeni je ve vyssi kapacité testu
s ohledem na pocet testovanych vzorki, vyrazné rychlej-
$im provedeni a odec¢itdnim vysledki (klasicky — inkorpo-
racni test vyzaduje nékolika-hodinové ,,rucni “ odecitani
kolonii, pfipadné¢ za pomoci cenov€é niro¢nych piistroji,
zatimco u mikrofluktua¢ni metody je odecteni realizovano
vizualn€ na zaklad¢ kolorimetrické zmény v fadu n€kolika
minut na vzorek). K dal§im vyhodam patfi moznost testo-
véani vySSich koncentraci latek a menSi naroky na mnozstvi
testované latky. Diky tomuto parametru je mikrofluktuacni
metoda vhodnd pro screening kandidatnich 1é¢iv a jejich
necistot, podobné jako jinych latek zejména ve fazi vyvo-
je, u kterych je k dispozici relativni nedostatek testované
latky. Z tohoto diivodu je MPF doporucena smérnici ICH
M7 pro neéistoty ve farmaceutikach''.

Pro potieby této studie byl pouzit kmen S. fyphimuri-
um TA100. Postup pro klasickou metodu byt zvolen dle
OECD 471 (s rozdilem pouziti kmene TA100 namisto péti
rtiznych kment)'?. Pro mikrofluktuaéni metodu se postup
fidil standardnim protokolem vyrobce, ktery je ve shodé
s OECD 471 (cit.").

Vysledky

V naSem pilotnim projektu jsme se zabyvali kompara-
ci Amesova a mikrofluktuacniho testu pii pouziti vybra-
nych potencialn€ genotoxickych latek (antracen, karmino-
va kyselina, fenanthren, furfural, paraldehyd, acetaldehyd
a  kaprolaktam).  Antracen, karminovd  kyselina
a fenanthren tvotili skupinu €. 1 s definovanym genotoxic-
kym profilem (NTP"). Latky byly vybrany na zékladé
informaci z literatury o jejich aktivité vzhledem ke kmeni
TA100. V druhé skupin¢ byly obsazeny latky (furfural,
paraldehyd, acetaldehyd a kaprolaktam), jejichz ptitom-
nost byla ocekdvéna v extraktu vzorku oxidované celulosy.

Tabulka I piehledné shrnuje a porovnava preinkubac-
ni metodu (solidni medium na Petriho miskach) a mikrof-
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luktuacni test (MPF, Xenometrtix, CH) pro jednotlivé
latky veetn€ vzorkl oxidované celulosy.

Diskuse

V poslednich 2 dekadach vyznamné vzrostla geneze
novych chemickych latek produkovanych jak primyslem,
tak vyzkumnymi institucemi, ¢imz narlsta spoleCensky
i regulatorni pozadavek na testovani jejich bezpecnosti.
V Evropské unii je tento pozadavek zastieSen zejména
legislativou s akronymem REACH a Agenturou pro che-
mické latky, v USA v Cervnu 2016 veSel v platnost tzv.
zakon Frank R. Lautenberga o chemické bezpecnosti pro
21. stoleti, ktery prostfednictvim Agentury pro ochranu
zivotniho prostiedi (EPA) zéasadn¢ zptisiiuje kontrolu
toxickych latek v USA'. Vznika tak pozadavek na testo-
vani pomérn¢ velkého mnozstvi latek, u nichz jsou infor-
mace o bezpecnosti bud’ nedostacujici, nebo zejména
unovych latek, zcela absentuji. Toto mnozstvi pfirozené
klade i naroky na analytické metodiky, které stavajici pii-
stupy nemohou naplnit, resp. je zapotfebi vyvinout nové
diagnostické nastroje nebo provést vhodné modifikace
umoznujici vysokokapacitni screening (HTS, High Throu-
ghput Screening).

Pro HTS genotoxicitu se nabizi nékolik relativné do-
stupnych in vitro testii. Amesuyv test, véetné jeho novéjsich
derivatt, byl podrobné&ji popsan v kapitole Material a me-
tody, Casti vénujici se zvolené metodice. Dal$im relativné
Casto pouzivanym systémem, zejména u vzorkd z zivotni-
ho prostredi, je tzv. SOS-response, ktery vyuzivda mecha-
nismu detekce spusténi tzv. SOS-mechanismu bunék, kte-
ry se spousti pfi poSkozeni DNA u Escherichia coli. Tento
test byl taktéz uveden na trh i ve formé mikrofluktua¢niho
testu napt.. UmuC™ (Xenometrix, Svycarsko) a SOS-
chromo test™ (EBPIL, Kanada), a tudiZ je technicky pouzi-
telny pro HTS. Jednd se o uZzivatelsky pomérné jednodu-
chy a rychly test, nicméné neni legislativné podporovan
(REACH, OECD), coz muze byt povazovano za vyznam-
nou prekazku pfti Sir§Sim zavadéni pro rutinni testy a ak-
ceptaci genotoxickych vysledki pro regulacni organy
(ECHA, EPA). Podobna situace se nabizi u dvou nové
vyvinutych produkti, zaloZzenych na lidskych bunéénych
liniich, s detekci GFP nebo luciferasy jako indikace meta-
bolickych drah spojovanych s odpovédi bunék na poskoze-
ni DNA. Tyto testy byly v poslednich letech nabidnuty na
trh pod oznadeni BlueScreen™ a GreenScreen™
(Gentronix, Velk4 Britanie), nicméné doposud jim chybi
stézejni legislativni zdzemi podobné jako v pripadé systé-
mu SOS-response, pii¢emz je nutné vzit v potaz manipula-
nez je tomu v piipad€ prokaryotickych bunék, coz dohro-
mady tvori kriticky nedostatek pro jejich $irSi pouZiti.

Kromé Cistych in vitro testl existuje cela fada testd
genotoxicity, které 1ze povazovat dle provedeni za in vivo
nebo in vitro, jako je napt. kometovy nebo mikronukleovy
test. Tyto testy byly taktéZz zaclenény do pravnich predpi-
su, tzv. baterie testd, které se vyuzivaji jako dopliikové
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Tabulka I
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Porovnani preinkubac¢ni metody a mikrofluktuacniho testu pro jednotlivé latky véetné vzorki oxidované celulosy

Latka/Vzorek Preinkuba¢ni metodika Mikrofluktuaéni metodika NTP DB

- - 30% 10% - - 30% 10% - 30% 10%
Antracen - - - w+ - - - w+ - - - eq
Kys. karminova - neg - - - neg - - - wH - -
Fenanthren - wt - - - pos - - - pos -
Furfural eq neg eq eq eq neg eq eq eq neg eq eq
Paraldehyd p w neg p w neg - p w neg
Acetaldehyd neg neg neg neg neg - neg neg neg neg
Kaprolaktam neg neg neg neg neg neg neg neg - - - -
Vzorek | neg neg neg neg neg neg neg neg - - - -
Vzorek 11 neg neg neg neg neg neg neg neg - - - -
Vzorek 111 neg neg neg neg neg neg neg neg - - - -
Vzorek IV neg neg neg neg neg neg neg neg - - - -

neg: negativni, eq: z ang. equivocal tj. nejednoznacné, w+: mirné pozitivni, p: pozitivni, —: bez metabolické aktivace, 10 %

a 30 %: koncentrace S9 frakce

k Amesovu testu. Z nejbéznéjsich in vivo testii genotoxici-
ty je mozné zminit ,,Mouse Lymphoma Assay* a jedno-
nebo vice-generacni studie, které ov§em nejsou predmétem
této publikace, jelikoZ in vivo testy obecné nelze povazo-
vat za testy vhodné pro HTS.

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozim textu, pro tuto
pilotni studii byl vybran Amesuv test a to z nékolika divo-
dd. Prvnim z nich byla potencialni pfenositelnost vysledkt
pfi nésledné registraci zdravotniho prostfedku v souladu
s REACH (test prvni volby) a metodickym doporucenim
(OECD 471), tj. v souladu s poZadavky EPA a ECHA.
Dalsim divodem byla budouci pouzitelnost testu pro HTS
kandidatnich 1é¢iv a jejich necistot, kterym se naSe praco-
visté zabyva, pricemz Ames MPF je zahrnut do pozadavka
EMEA (ICH S2R1, M7 (cit.'") i Federalni agentury pro
1éc¢iva (FDA). Dalsim kritériem pro vybér tohoto testu bylo
jeho relativné jednoduché provedeni a rychlost (obzvlaste
v piipadé MPF varianty), zejména v porovnani s vétsinou
eukaryotickych systému. V neposledni fadé¢ Ames MPF
metoda, jak v porovnani s klasickym — inkorpora¢nim
Amesovym testem, tak s ostatnimi vySe jmenovanymi
testy, spliiuje podminky tzv. , Three Rs* strategie'®, zahr-
nuté v evropské smeérnici 2010/63 / EU o ochrané zvifat
pouzivanych pro védecké ucely. Tyto podminky jsou spl-
nény tim, ze nahrazuji genotoxické testy in vivo
(Replacement), dle deklarace vyrobce, ktera byla ovétena,
snizuji spotfebou zivocisného materidlu (jaterniho extraktu
z hlodavet; Reduction) a jedna se o kvalitativné vylepSeny
test (Refinement).

Test se v plném rozsahu provadi s péti kmeny (dle
OECD 471), avsak pro ucely prvotniho skreeningu je moz-
né pouziti kmentt TA98 a TA100. Pro pilotni studii jsme
zvolili kmen TA100, schopny odhaleni substitu¢nich mu-
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taci. Klasické preinkubacni provedeni Amesova testu bylo
v tomto pripadé provedeno jen jako porovnavaci metodika
pro metodiku mikrofluktuacni, ktera je diky provedeni na
mikrotitranich destickach vhodna pro zavedeni do vyso-
kokapacitniho screeningu latek.

Komparace prvni skupiny latek tj. antracen, karmino-
va kyselina a fenanthren (tab. I) vysla uspokojivé pii po-
rovnani vysledkti mezi jednotlivymi metodikami a NTP
databazi"’. Mirné rozdily se vyskytly mezi metodikami,
coz mohlo byt zpisobeno vyssi citlivosti mikrofluktuacni
metody (deklarovano vyrobcem kitu, Xenometrix, Svycar-
sko). Ovéreni tohoto tvrzeni by pfirozené vyzadovalo veétsi
skupiny chemickych latek a nebylo pfedmétem této studie.

Vysledky méfeni ve druhé skupiné latek (furural,
paraldehyd, acetaldehyd a kaprolaktam), jejichz pfitom-
nost byla ocekavana v extraktu jednotlivych vzorkd, byly
podobné uvedenym v NTP databazi. Na zéklad¢ téchto
vysledkl bylo mozno pfistoupit k méteni vlastnich vzorki
oxidované celulosy pro urceni jejich genotoxického poten-
cialu.

U vSech vzorkil byla oc¢ekdvéna pfitomnost paralde-
hydu, ktery vykazuje genotoxické vlastnosti v testech bez
metabolické aktivace. Veskeré métfené vzorky vykazaly
negativni vysledky'®, coz bylo pravdépodobné zpiisobeno
pritomnosti genotoxickych latek vcetné paraldehydu
v koncentraci niz$i, nez odpovida prahové koncentraci pro
detekci genotoxicity pouzitymi metodami, ¢imz lze kon-
statovat, ze méfené vzorky extrakti nemély detekovatelny
potencial k substitu¢nim mutacim DNA u TA100. Vysled-
ky tedy prokazaly negativni vysledek u Amesova testu
v obou metodikach (si bez metabolické aktivace frakci
S9) ukmene TA100. Pro praktické vylouceni genotoxic-
kych vlastnosti by musel byt test rozsifen o dalsi kmeny
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(min. 5 kmenti dle OECD 471), avSak ani negativni vy-
sledky ziskané u vSech kment nemusi zcela znamenat, ze
zkoumanou latku lze prohlasit za negenotoxickou. K tomu
je potieba dle legislativy baterie testii a u vSech musi byt
ziskan negativni nalez. Na druhou stranu, pozitivni nalez
u Amesova testu je dostatecny ditkaz genotoxicty.

Zavér

V ramci pilotni studie jsme vyhodnotili mikrofluktu-
acni Ames test s kmenem TA100, ktery byl porovnan
s klasickou inkorporaéni/preinkubacéni metodou a vysledky
mezinarodni databaze. Tato metoda se ukazala jako vhod-
né nejen pro spolehlivé méfeni genotoxicity vzorkil oxido-
vané celulosy, ale i pro tzv. HTS, tj. vysokokapacitni scre-
ening zejména chemickych latek, 1éCiv a jejich necistot,
ktery je planovany provést nasledné. VSechny vzorky byly
na zékladé¢ Amesova testu s kmenem TA100 urceny jako
negativni a to pfi i bez pouziti enzymatické aktivace S9
frakei.

Pouzité zkratky

HTS High throughput screening (vysokokapacitni
testovani)

REACH Registrace, Evaluace a Autorizace
CHemickych latek

EPA US Environmental Protection Agency

ECHA European Chemical Agency

EMEA Evropska agentura pro 1é¢ivé pfipravky

FDA Food and Drug Administration (Federalni
agentura pro léciva)

MPF™  microplate format (mikro-desti¢kovy format)

GFP Green fluorescent protein (zeleny
fluorescencni protein)

3R Replacement, Reduction, Refinement
(nahrada, redukce, zlepSeni efektivity)

NTP National Toxicology Program

DB Databaze

TA100 Salmonela typhimurium kmen TA100

Tato prdace se uskutecnila v ramci Narodniho progra-
mu udrzitelnosti (NPU I LOI1215) MSMT — 34870/2013.
AutoFi by chtéli podékovat projektu TACR TA04010838.
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Countless natural as well as synthetic compounds
contained in pharmaceutical and cosmetic products,
nutraceuticals, pesticides, medical substances and other
compositions are introduced to the market and the environ-
ment in various forms every day. This trend requires new
effective tools to screen the genotoxicity. Given the vast
number of synthetic substances and products generated by
industry and research centers, with missing information on
their genotoxicity, global attention of the scientific, indus-
trial and regulatory institutions is focused to finding an
efficient tool for HTS (High Throughput Screening) of
their potentially toxic properties. The main purpose of this
study was to compare, for selected substances, the applica-
tion of the original form of the Ames test with its micro-
plate modification and, using this comparison, to deter-
mine the genotoxic potential of the samples applying
anewer microfluctuation method as a suitable tool for
HTS.



