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Zminiaturyzowany test Amesa

Zminiaturyzowany test Amesa - zasada

Zasada zminiaturyzowanych testéw Amesa jest identyczna jak w tescie Amesa OECD 471 opartym na
agarze. W operonie histydynowym (Salmonella typhimurium) lub tryptofanie (Escherichia coli)
dokonano mutacji punktowych, przez co bakterie nie s3 w stanie wytworzyé odpowiedniego
aminokwasu. W wyniku tych mutacji powstajg organizmy his- lub trp-, ktére nie mogga rosngé bez
dostarczenia histydyny lub tryptofanu.

Potencjat mutagenny badanej prébki ocenia sie, wystawiajgc te organizmy wymagajgce aminokwasdéw
na dziatanie réznych stezen probki i wybierajgc przypadek powrotu. Pozywki pozbawione histydyny lub
tryptofanu sg uzywane do tej selekcji, ktére pozwalajg tylko tym komdrkom, ktdre przeszty powrét do
prototrofii histydyny / tryptofanu, przezy¢ i rosngé. Zdarzenie mutagenne (powodujgce substytucje
zasad lub mutacje przesuniecia ramki odczytu) w obrebie genu moze spowodowac powrot do
prototrofii aminokwaséw. Te odwrdcone bakterie bedg nastepnie rosty w pozywkach pozbawionych
odpowiednio histydyny lub tryptofanu, podczas gdy bakterie nieodwrécone nie bedg w stanie rosngc.
Pozywka w fazie wzrostu moze by¢ ptynna lub na bazie agaru.
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Réine formy zminiaturyzowanych systemow testowych Amesa

Zminiaturyzowany test Amesa ,Ames MPF ™” oparty na technologii ciektych mikroptytek - 55 mg
badanego zwigzku na 5 szczepdw, +/- S9

Miniaturowany test Amesa ,,MicroAmes24” oparty na 24-dotkowej ptytce agarowej - 30 mg badanego
zwigzku na 5 szczepdw, +/- S9

Ultra-miniaturowy test Amesa ,,NanoAmes ™” oparty na 25 kwadratowych ptytkach agarowych - 35 ug
badanego zwigzku na 5 szczepdw, +/- S9

Ultra-zminiaturyzowany test Amesa ,NanoAmes ™ MPF” oparty na opracowywanej technologii
ciektych mikroptytek.
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Bakterie wystawia sie na rdézne i niskie stezenia badanej probki, a takze na kontrole pozytywng i
negatywng w pozywce zawierajgcej ograniczone ilosci histydyny (S. typhimurium) lub tryptofanu (E.
coli), aby podtrzymac w przyblizeniu dwa podziaty komérek. Po ekspozycji (test przed inkubacjg) lub
bez ekspozycji (test wigczenia ptytki), hodowle w kazdych warunkach (kontrola negatywna, probki
badane i kontrole pozytywne) wylewa sie na podtoze agarowe na ptytkach wielodotkowych (ptytki 24-
studzienkowe) i inkubuje. Zmniejszajgc powierzchnie (w poréwnaniu do szalki Petriego), ilos¢ probki
testowej potrzebnej do przeprowadzenia testu jest dramatycznie zmniejszona, przy jednoczesnym
zachowaniu podobnych granic wykrywalnosci.
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Miniaturowy test Amesa na ptytkach agarowych - opis testu

W ciggu trzech dni komoérki, ktére przeszty powrét do prototrofii aminokwasdéw, beda rosna¢ i tworzy¢
kolonie, ktérych liczby zostang poréwnane z tymi, ktére wyrosty w dotkach z rozpuszczalnikiem
(kontrola negatywna). Kazda dawka jest testowana w trzech powtdrzeniach, aby umozliwi¢ analize
statystyczng danych.

Zalezny od dawki i znaczacy wzrost liczby kolonii powracajgcych po ekspozycji na prébke badang w
stosunku do kontroli rozpuszczalnika wskazuje, ze prébka jest mutagenna.

Potencjat mutagenny prébek jest oceniany bezposrednio, zwigzki sg badane pod nieobecnos¢ i przy
obecnosci aktywacji metabolicznej, zapewnionej przez homogenat watroby, supernatantu post-
mitochondrialnej frakcji watrobowej S9, odpowiednio.

MicroAmes on 24 Well Plates — Agar Format
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Zminiaturyzowany test Amesa w cieczy Format mikroptytki 384-dotkowej - opis testu

Bakterie poddaje sie dziataniu 6 stezen prdbki testowej, a takze kontroli pozytywnej i negatywnej,
przez 90 minut w pozywce zawierajgcej wystarczajgcg ilos¢ histydyny (S. typhimurium) lub tryptofanu
(E. coli), aby podtrzymac w przyblizeniu dwa podziaty komorek. Po ekspozycji hodowle w kazdych
warunkach (kontrola negatywna, prébki badane i kontrole pozytywne) rozciericza sie w pozywce
wskaznikowej pH bez histydyny lub tryptofanu i rozdziela do 48 dotkdw 384-dotkowej ptytki.

W ciggu dwodch dni komoérki, ktére przeszty powrdt do prototrofii aminokwaséw, beda rosngé. W
ptynnym systemie Ames Il / Ames MPF, metabolizm bakterii obniza warto$¢ pH pozywki, zmieniajac
kolor studzienki, w ktérej znajdujg sie bakterie. Liczba dotkdw zawierajgcych kolonie powrotne jest
liczona dla kazdej dawki i poréwnywana z rozpuszczalnikiem (kontrola negatywna). Kazda dawka jest
testowana w trzech powtdrzeniach, aby umozliwié analize statystyczng danych.

Zalezny od dawki i znaczacy wzrost liczby kolonii powracajgcych po ekspozycji na prébke badang w
stosunku do kontroli rozpuszczalnika wskazuje, ze prébka jest mutagenna.

Potencjat mutagenny prébek jest oceniany bezposrednio, zwigzki sg badane w obecnosci aktywacji
metabolicznej zapewnianej przez homogenat watroby — frakcje watrobowg S9.

Ames MPF on 384 Well Plates - Liquid Format
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Zminiaturyzowane szczepy testu Ames - genotypy

Szczepy testowe E. coli Ames, a takze szczepy testowe S. typhimurium Ames sg uzywane od ponad 40
lat do wykrywania zwigzkéw mutagennych w chemikaliach, farmaceutykach, poliklinikach, biocydach,
wodzie i innych préobkach $rodowiskowych. Wszystkie sg wymienione w wytycznych OECD 471:
Bacterial Reverse Mutation Test oraz w wytycznej ICH M7 dla zanieczyszczenn genotoksycznych. W
operonie histydynowym (Salmonella typhimurium) lub tryptofanowym (Escherichia coli) dokonano
mutacji punktowych, powodujac, ze bakterie nie s3 w stanie wytworzy¢ odpowiedniego aminokwasu.
W wyniku tych mutacji powstajg organizmy his- lub trp-, ktére nie mogg rosng¢ bez dostarczenia
histydyny lub tryptofanu.

Potencjat mutagenny badanej probki ocenia sie wystawiajgc te organizmy wymagajace aminokwaséw
na rdézne stezenia probki i wybierajagc przypadek powrotu. Pozywki pozbawione histydyny lub
tryptofanu sg uzywane do tej selekcji, ktére pozwalajg tylko tym komdrkom, ktdre przeszty powrét do
prototrofii histydyny / tryptofanu, przezy¢ i rosngé. Zdarzenie mutagenne powodujgce substytucje
zasad lub mutacje przesuniecia ramki w genie moze spowodowac powrdt do prototrofii aminokwasow.
Te odwrdcone bakterie bedg nastepnie rosty w pozywkach pozbawionych odpowiednio histydyny lub
tryptofanu, podczas gdy bakterie nieodwrdcone nie beda w stanie rosngé. Pozywka w fazie wzrostu
moze by¢ ptynna lub na bazie agaru

Szczepy E. coli WP2 pKM [101] sg stosowane w tescie Amesa na bazie agaru, w zminiaturyzowanym
tescie Amesa (MicroAmes24) i w formacie ptynnym (Ames MPF). Szczepy sg uzywane zgodnie z
wytycznymi OECD471, ICH M7.

Strain Mutation Repairc pKM1014
S. typhimurium

TA98 hisD3052 frameshifts GCGCGCGC rfa uvrB yes
TA100 hisG46 BP subst. GGG rfa uwvrB yes
TA1535 hisG46 BP subst. GGG rfa uvrB no
TA1537 hisC3076 frameshifts +1 frameshift rfa uvrB no
TA97a hisD6610 frameshifts GGGGGG rfa uvrB yes
uvrA[pKM101] trpE65 BP subst.® AT - uvrA yes

uvrA trpE65 BP subst.® AT - uvrA no
pKM101 trpE65 BP subst.® AT - - yes

a “BP subst.”: base-pair substitution.

b-  The rfamutation leads to a defective lipopolysaccharide (LPS) layer that coats the cell surface,
making the bacteria more permeable to bulky chemicals and non-pathogenic (Mortelsmans
and Zeiger. 2000. Mutat Res. 455:29-60).

& The uwvrB/uvrA deletion mutations eliminate the accurate excision repair mechanism, thereby
allowing more DNA lesions to be repaired by error-prone DNA repair mechanisms.

4 This R factor plasmid pKM101 enhances chemical and UV-induced mutagenesis via an error-
prone recombinational DNA repair pathway. The plasmid also confers ampicillin resistance.

& Also cross-linking mutagens.
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