Ames mutagenitasi teszt
OECD 471 alapjan

A Salmonella reverz mutacios teszt Bruce N. Ames és munkatarsai altal 1975-
ben kozolt mddszer, ami kidolgozdja nevén valt ismerté, és napjainkra a
legaltalanosabban hasznalt eljaras lett a kémiai anyagok mutagenitasanak
kimutatdsadra.

Egyre szélesebb korben alkalmazzak a kornyezeti mintakbdl készitett
extraktumok tesztelésére is. A vizsgalati rendszer lehetfséget nyujt a
pontmutaciok, azaz a deléciét, szubsztituciot, bazisparcserét okozo és a
frameshift mutagének elkilonitésére, tovabba a metabolikus aktivaciot nem
igényl6 direkt mutagének, és a nagyobb szamu, metabolikus aktivaciot
igényl6 indirekt mutagének elkilonitésére is.

A hisztidin-auxotrof torzsek mutacid hatasara visszanyerik a hisztidin-mentes
kérnyezetbeni szaporodd-képességiiket. = Hisztidin-mentes agaron a
Salmonella telepek megjelenése mutagén anyag jelenlétét jelzi.

A teszt pozitiv eredményt ado vegyi anyagok nem teljesen biztos, hogy az
emlds mutagének, a relevancia 80% kordli.



Az Ames teszt lényege

A teszteléshez olyan teszttorzseket alkalmazunk, melyek
hisztidin-operonja tobbféle valtoztatast hordoz emiatt ezek a
torzsek nem képesek hisztidin szintézisére ujabb mutacio
vagyis reverz-mutacio nélkual. A reverz mutacio, és a mutaciok
altalaban kétféleképpen johetnek létre: spontan moddon és
vegyszerek altal indukaltan. A teszt az indukalt mutacios
hatasok mérésére szolgal.

A teszttorzsek a hisztidin-operon modositasan kivil olyan
modositasokat tartalmaznak, amelyek megkonnyitik a his-
auxotrof sejtek kiszelektalasat (pl. antibiotikum rezisztencia)
és az érzékenységét (lipopoliszacharid réteg képzésének
hianya) is. Az érzékenységet noveli, hogy a torzsek DNS javito
mechanizmusa hianyzik. Mar a prokariotaknak is tobbféle DNS
javitd mechanizmusuk van, némely mechanizmus pontos,
némely pontatlan, ez a mechanizmus megakadalyozza a
spontan kialakult mutaciok rogzulését igy gondoskodik a
funkcioképes fehérje képzédésérdl.



Erzékenység a mutagén hatasokra

A hisztidin operon kilonb6z6 pontjain az egyes torzsek
kiilonb6z6 maddositasokat (a hisD, hisG, hisC mddositas helye a
hisztidin génjén) tartalmaznak, ezeket is mutacidoval idézték el6,
majd a tesztben a mutagén hatasra ezek vissza mutalédnak
(=revertalodnak), az eredeti modositdas azonban meghatarozza
azt is, hogy a torzs milyen tipusu mutagén hatasra lesz érzékeny
(pontmutacio, kereteltolddas).

A hisztidin operonon elvégzett modositasok helyei un. hot
spotok olyan helyek, amelyek nem tul stabilak, gyenge pontok,
igy itt gyakori a mutacio, normalis sejtnél a ,beépitett javito
mechanizmus” itt gyakran dolgozik.

Tovabbi érzékenységet novel6 faktorokrol a  kilonbozé
teszttorzseknél lesz szo.



Tovabbi érzékenység noveld faktorok, és a
genotipus ellenbrzése

R-faktor jelenléte — a plazmidon lévd antibiotikum-rezisztencia génekkel
ellenérizhetd:

pKM101 ampicillin,
pQA1 tetraciklin rezisztenciat hordoz

Rfa, LPS hianya — kiils6, lipopoliszacharid réteg hianya, a sejtbe igy a nagyobb
molekulak is be tudnak jutni, a lipopoliszacharid réteg hianyat
kristalyibolya oldattal lehet kimutatni, ha ugyanis a sejt nem rendelkezik az
LPS réteggel a kristalyibolya jelenlétében.nem tud novekedni

UV érzékenység, a hibas szakaszt kivagod ‘

javitd mechanizmus nem m{kodik a sejtben,
ez a javitdo mechanizmus az UV sugarzas okozta
dimerizacio kivagasara szolgal, megléte
ellen6rizheté UV lampaval,

10 cm-rél 6 smp-at sugarozzuk

a sejteket

Kristélyibolyé\}él' atitatott kofong a Petri-
cseésze kozepén, korulotte kioltasi zéna



Salmonella teszttorzsek és tulajdonsagaik

" Modositast tartamazé o tere Ae . Reverz muticié tipusa, | R-faktor:
Torzs neve . Modositas és célszekvencia ., .
allél amelyre érzékeny Plazmid
TA1535  hisG46, rfa, uvrB CTC (leucin)>GGG (prolin) el Sl
transzverzio
TA1537  hisD3076, rfa, uvrg  Kereteltolodas (+ 1 bazis) CCC 01644 i
1smétlodo szakasz kortil
Kereteltolddas (-1 bazis)
TA 1538 his3052, rfa, uvrB CGCGCGCQG ismétlodo szakasz kereteltolodas -
koril
TA 102 hisG428, rfa CAAGTAAGAGC A:T bazis-par csere, pKM101,
cross-linking pAQ1
(keresztkotés),
TA 97 hisD6610, rfa, uvrB CCcccce kereteltolodas pKM101
TA 98 hisD3052, rfa, uvrB CGCGCGCG kereteltolodas pKM101

TA 100 hisG46, rfa, uvrB CCC bazis-par csere pKM101



Metabolikus aktivacio

Szamos potencialis mutagén anyag csak az eml6s6k majaban,
metabolizmus soran lesz rakkelt6 vagy mutagén, mint
példaul a PCB-k (poliklérozott bifenilek) és a PAH-ok
(poliaromas szénhidrogének).

Kimutatasuk S9 mix-szel torténik, f6bb komponensei:

S9 — aktivalt patkanymaj poszt mitokondrialis frakcidja, az aktivacio
Aroclor 1254-el (PCB keverék) vagy phenobarbitonnal és 13-
naphthoflavonnal; a mixben 5-30%-0s koncentracidéban
alkalmazhato, a tesztelend6 vegyulet koncentraciojatol figgben,
de érdemes alkalmazni tdbb koncentracioban is

Glukéz-6 —foszfat
NADP

Azo és diazo vegyileteknél reduktiv metabolikus aktivaciot
kell alkalmazni [2,3]



El6zetes tudnivalok a laboratériumi munkahoz

- antibakterialis hatasu vegylletek tesztelésére nem alkalmas

- szilard halmazallapotu vegyi anyagoknal az olddszert vagy
hordozoanyagot kilon is tesztelni kell toxicitasa vagy
mutagén hatasa miatt

- illékony anyagok tesztelése [1], példaul exszikkatorban, vagy
mas légmentesen zarhato, kontrollalt térben térténjen

- toxikus vegyuleteket kell6en kis koncentracidban
alkalmazzunk

- tobbféle teszttorzset hasznaljunk, legalabb 3, kilonb6z6
érzékenységlit

- metabolikus aktivacio is alkalmazhato a tesztben

- ne feledjuk, hogy mutagén és karcinogén anyagokkal
dolgozunk, tigyeljlink az ilyenkor szokasos munkavédelmi

rendszabalyok betartasara és a védoeszkozok
hasznalatara!



Elokészuletek

Inokulumkeészités

14-18 6ras 37°C-on inkubalt, 100 rom-mel razatott tenyészet sziikséges, a végso
sejtkoncentracio kb. 10° el6 sejt/ml

Teszt-vegyilet koncentracidja

5 mg/L-5 mikrog/L, kb. 10-szeres |épték(i koncentraciosort érdemes késziteni a
kezdeti kisérletekhez, tajékozddjunk a vegyi anyag citotoxikus
koncentraciojardl is

Tapoldatok elkészitése |d. dokumentum végén

Kisérlettervezés

A teszttel egy id6ben végezendd pozitiv és negativ kontrollokkal szamolni kell,
ellen6riznlink kell a teszttorzsek genotipusdt, metabolikus aktivacié esetén
pozitiv kontrollal az enzimek aktivitasat, ha valamilyen oldodszert vagy
vivbanyagot hasznalunk annak a mutagenitasat vagy toxicitasat is. Meg kell
hataroznunk a spontan revertansok szamadt (a mutacio természetes
gyakorisagat), hiszen az eredmények értékelésekor ehhez képest allapitjuk
meg a mutagén hatas meglétét.



Kontrollok — a teszttel parhuzamosan végezendd

Chemical and CAS No. Strain
—
(a) Sodium azide [CAS no. 26628-22-8] TA1535 and TA100 .t, k t "
OozZItTIV Kontro
(b) 2-Nitrofluorene [CAS no. 607-57-8] TA98 p
(c) 9-Aminoacridine [CAS no. 90-45-9] TA1537, TA97 and TA97a Vegyu I ete k
- C "__- g . 1 /] 5_ . . /7 L4
or ICR191 [CAS no. 17070-45-0] Metabolikus aktivacid
d Cumene hydroperoxide [CAS no. 80-15-9 TA102 ZIL 222
@ yarol [ ] nélkiili teszthez [5]
(e) Mitomycin C [CAS no. 50-07-7] WP2 uvrA and TA102
® N-Ethyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine [CAS no. 70-25-7] or | WP2, WP2 uvrA and
4-nitroquinoline 1-oxide [CAS no. 56-57-5] WP2 uvrA (pKM101)
(2) Furylfuramide (AF-2) [CAS no. 3688-53-7] plasmid-containing strains
Chemical and CAS No. po y 4 it |'v
|
9.10-Dimethylanthracene [CAS no. 781-43-1] kontroll
7.12-Dimethylbenzanthracene [CAS no. 57-97-6] oo
vegylletek
Congo Red [CAS no. 573-58-0] (for the reductive metabolic activation method) )
i : Metabolikus
Benzo(a)pyrene [CAS no. 50-32-8 Y
P aktivacié
Cyclophosphamide (monohydrate) [CAS no. 50-18-0 (CAS no. 6055-19-2 ;
yclophosy ( \ ) [ ( )] esetén[5]

2-Aminoanthracene [CAS no. 613-13-8]

-spontan revertansok szamanak meghatarozasa (10-30 kozotti/ Petri-csésze)
-oldatok esetében az oldészer tesztelése negativ kontrollok
-sterilitas ellen6rzése



Ames teszt menete
1. lépés: lemezontés

teszt vegyﬁl\
0,1 ml
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\)ZJ“I minimal glikoz agar
BiCos 9 |épés: inkubacio

agar

37 °C-on 48-72 6ran at, fénytdl
védve

Salmonella teszttorzs
0,1-mF(kb.: 102 él6 sejt)

3. lépés: telepszamlalas — az
inkubaciods id6 letelte utan megszamoljuk a
kin6tt telepeket




Ames teszt menete

4. |épés:
eredmények értékelése
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Egy vegyi anyagot akkor mondhatunk
mutagénnek, ha a koncentracidjanak
fuggvényében novekszik a revertansok

szama és ez megismételhetd.
nek mondjuk, ha

koncentracié-valasz 6sszefluggés jelen van,
de a kapott revertansok szama nem tobb
mint a hattérre kapott revertansok szama.

egy vegyi anyag, ha két
fuggetlen kisérletben sem volt koncentracioé-
valasz Osszefliggés, és a kapott revertansok
szama kevesebb, mint a hattér kétszerese.
Nem eldontheté a mutagén hatas, ha nincs
dézis-valasz Osszefliggés, viszont el6fordul,
hogy a revertansok szama tobb mint a
hattér kétszerese. Ekkor tovabbi vizsgalatok
szikségesek, érdemes megnézni kisérlet
korilményeit, a  vegyllet formadjat,
hozzaférhet6ségét [4,5]



Tapoldatok elkészitése [4]

Minimal gliikoz agarlemez készitése
Osszetevék 1000 ml-re szamitva:
— 914 ml desztillalt viz
— 17gagar
— 20 ml 50X Vogel-Bonner séoldat
— 50 ml 40 %-os glikdz oldat

Elkészitjlik az agart a desztillalt vizzel és sterilezziik. Az 50X Vogel-Bonner
sooldatot, a 40%-o0s glikdz oldatot kilon sterilezzik, és a Petri-csészére
valo kiontés el6tt adjuk hozza a forrd, de nem 100°C-os agarhoz.
Ugyeljiink a sorrendre (1. 50X V-B séoldat, 2. 40%-os glikéz oldat)!
Ezutan ha megszilardul az agar mar nem lehet visszolvasztani, mert a
glukoz bomlasnak indul és az agar megbarnul.

His/bio oldat

Sterilsz(irt hisztidin és biotin oldatokbdl allitiuk ossze a teszt el6tt. Steril
kémcsbébe mérjink 6ssze 10 ml biotin és 100 pl hisztidin oldatot és
vortexszel 0sszekeverem.

Biotin oldat 25 ml-hez

3,1 mg biotint analitikai mérlegen bemériink egy 25 ml-es mérélombikba,
jelig toltjuk desztillalt vizzel, razogatassal segitjik az oldddast és
sterilsz(irjuk. Felhasznalasig hiitében tartjuk.

Hisztidin oldat 25 ml-hez

0,5 g hisztidint analitikai mérlegen bemériink egy 25 ml-es mérélombikba,
jelig toltjuk desztillalt vizzel és sterilsziirjik. Felhasznalasig hitében tartjuk.

A hisztidin és a biotin is h6érzékeny (max.: 60°C)!
Nutrient tapoldat 13 g/liter

Top agar
0,6 % agar és 0,5 % NaCl-.ot tartalmaz, sterilezés utan 10 ml His/Bio oldatot
adunk 100 ml top agarhoz
50X Vogel-Bonner séoldat
— 670 ml desztillalt viz
— 109 MgSO,.7H,0
— 100 g Citromsav monohidrét
— 500 g K,HPO,
— 175gNaHNH, PO,.4H,0

Akeészitésnél a sokat ebben a sorrendben adjuk a desztillalt vizhez
folyamatos kevergetés és dvatos melegités mellett.

S9 mix 50 ml
-2-5ml 89
- 1 ml MgCl,-KCl oldat
- 0,25 1M-os glikoz-6-foszfat oldat
-2ml 0,1 M-os NADP
- 25 ml 0,2 M-os foszfat puffer pH 7.4
50 ml-re kiegészitjlk steril desztillalt vizzel
MgCl,-KClI oldat 500 ml
— 61,5gKCl
— 40,7 g MgCI2 6H20
1 M-os gliik6z-6-foszfat oldat 2,82 g/10 ml desztillalt viz
0,2 M-os foszfat puffer pH 7.4
— 60 ml 0,2 M-o0s 0,2 M-os NaH,PO, H,0 (13,6 g/500 ml)
— 440 ml 0,2 M-os Na,HPO, (14,2 g/500 ml)
NADP oldat 383 mg NADP/5 ml desztillalt viz

Ampicillin oldat ampicillin trihidrat 0,8 g/ 100 ml 0,02 M-os NaOH
Tetraciklin oldat 8 mg tetraciklin/ 1 ml 0,02 M-os HCI
Kristalyibolya oldat 0,1 g/100 ml
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