Заняття № 17
Тема: Виявлення токсичних та мутагенних компонентів в сільськогосподарській

та промисловій продукції.

Контрольні запитання:

1. Методика виявлення токсичних компонентів в продуктах харчування. Використання культури 
    клітин людини in vitro як однієї з основних тест-систем на токсичність.
2. Поняття про мутагенність факторів навколишнього середовища. Типи мутагенів: фізичні, 
    хімічні, біологічні.
3. Загальні методики виявлення мутагенних компонентів в продуктах харчування та в промисловій 
    продукції:

    а) мікроядерний тест;

    б) тест-система з використанням мушек дрозофіл;

    в) «кометний» тест;

    г) тест Амеса (тест з використанням мутантних бактерій-сальмонел). 

4. Специфічні рослинні тест-системи для визначення мутагенності факторів навколишнього 
    середовища.

5. Механізми адаптації організмів до дії мутагенів. Поняття про адаптивний ефект низьких доз 
    мутагенних факторів.
Завдання 1. Використання кометного тесту для оцінки мутагенності тютюнового диму.

Клітини крові курців і некурців піддали кометному дослідженню. Результати проведених досліджень наведені на малюнку 1 (Mozaffarien et al., 2010). 
Дайте відповіді на наступні запитання:

1) Як провести кометне тестування клітин, на які діяли стресові фактори? _____________________
_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
2) Про що свідчить відсутність ДНК-хвоста або поява великого ДНК-хвоста після проведення електрофорезу? _______________________________________________________________________
_____________________________________________________________________________________
3) Як розрахувати момент ДНК-хвоста? __________________________________________________
__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
4) Чому важливим критерієм мутагенності факторів навколишнього середовища є показник хвостового моменту? __________________________________________________________________
_____________________________________________________________________________________
5) Проаналізуйте результати кометного дослідження, наведені на малюнку 1. Як впливає паління на структуру ДНК? Обгрунтуйте свою відповідь. __________________________________________
__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
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Рис. 1. Хвостовий момент (по осі ординат ОУ), розрахований на підставі результатів кометного дослідження ДНК некурців (А) та курців (Б) (за Mozaffarien et al., 2010). 

Завдання 2. Оцінка мутагенної дії (-опромінення на клітини крові за допомогою кометного дослідження.
Різні типи лімфоцитів крові людини, після монтування в тверде поживне середовище, піддали дії (-опромінення в дозі 1 Гр (джерело опромінення – радіоактивний цезій-137; потужність випромінювача – 0,47 Гр/хвил). Потім за допомогою кометного тесту перевірили рівень пошкодження ДНК: 1) у частини лімфоцитів - одразу після опромінення; 2) у інших лімфоцитів - через 60 хвилин відновлення після опромінення. Отримані дані наведені на малюнках 2А-В.
Дайте відповіді на наступні запитання:

1) Скільки часу необхідно опромінювати лімфоцити для отримання дози 1 Гр? _________________
2) Використовуючи дані, наведені на малюнках 2А-В, дайте відповіді на наступні запитання:
    - як вплинуло (-опромінення в дозі 1 Гр на ДНК лімфоцитів? Обгрунтуйте свою відповідь._____
_____________________________________________________________________________________
    - як змінилась довжина ДНК-хвоста в кометному тесті через 60 хвилин відновлювального 

      періода? Про що це свідчить? ________________________________________________________
__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
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Рис. 2 А-В. Залежність довжини ДНК хвоста в кометному тесті від тривалості відновлювального періода після (-опромінення лімфоцитів крові людиниа. Де: А – тривалість відновлювального періода 0 хвилин; В – тривалість відновлювального періода 60 хвилин; PT, ZGD, PBMC – різні типи лімфоцитів крові людини (GD – гама-дельта лімфоцити, PBMC – моноцити, PT – суміш з різних типів лімфоцитів). По осі абсцис ОХ – довжина ДНК-хвоста, по осі ординат ОУ – частота виявлення ДНК-хвоста данного розмірного класу (за Lisowska et al., 2010)
Завдання 3. Тест Амеса на мутагенність факторів навколишнього середовища.
Проаналізуйте дані, наведені на малюнку 3, і дайте відповіді на наступні запитання:
1) В чому полягають відмінності між дикими штамами Salmonella typhimurium та штамами ТА 1535 і ТА 1538? ______________________________________________________________________
_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
2) Як провести тест Амеса для оцінки мутагенності факторів навколишнього середовища? _______
_______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
3) Чому в контрольних умовах кількість колоній бактерій-ревертантів не дорівнює нулю? _______
_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
4) Що таке негативний контроль при проведенні експеримента по оцінці мутагенності факторів навколишнього середовища? ___________________________________________________________
_____________________________________________________________________________________
5) Для яких цілей в кожному експерименті необхідно ставити негативний контроль? ____________
__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
6) Що таке позитивний контроль при проведенні експеримента по оцінці мутагенності факторів навколишнього середовища? ___________________________________________________________
_____________________________________________________________________________________
7) Для яких цілей в експериментах по виявленню мутагенності факторів навколишнього середовища необхідно ставити позитивний контроль? ______________________________________
_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
8) При роботі зі штамом ТА 1535 в якості позитивного контролю використовували речовину NaN3, а для штамуа ТА 1538 – речовину 4NOP. Проаналізуйте дані, наведені на малюнку 3. Чому для різних штамів Salmonella typhimurium - ТА 1535 і ТА 1538 -  в якості позитивного контроля використовуються різні речовини? ______________________________________________________
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
9) Від яких факторів залежала частота появи колоній бактерій-ревертантів в проведених експериментах? ______________________________________________________________________
_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
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Рис. 3. Частота появи колоній бактерій-ревертантів Salmonella typhimurium (по осі ординат ОУ) в залежності від умов експерименту: А – вода; Б – 0,025 мг/мл NaN3; В - 0,05 мг/мл NaN3; Г - 0,25  мг/мл 4NOP; Д - 0,5 мг/мл 4NOP (Goodson-Gregg & De Stasio, 2009).
Завдання 2. Виявлення мутагенності нового лікарського препарату за допомогою модифікованого теста Амеса.
Проаналізуйте результати, наведені в таблиці 1, і дайте відповіді на наступні запитання:
1) Для чого до тестуємої системи: мутантний штам бактерій Salmonella typhimurium + новий лікарський препарат – додають мікросомну фракцію з клітин печінки? ________________________
_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
2) Чому для варіантів експерименту –S9 та +S9 в якості позитивного контролю використовуються різні мутагени - азид натрію та дауноміцин, відповідно? ____________________________________
__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
3) На підставі результатів, наведених в таблиці 1, охарактеризуйте мутагенні властивості лікарських препаратів № 1, № 2, № 3 та № 6 за рівнем перевищення кількості колоній бактерій-ревертантів в досліді порівняно з негативним контролем: ___________________________________
___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
4) Порівняйте мутагенність нових лікарських препаратів з мутагенністью відомих генотоксичесних речовин (т.т. з позитивним контролем). ___________________________________
_____________________________________________________________________________________
5) Який з перерахованих препаратів проявляє більш високу мутагенність у присутності мікросомної фракції з клітин печінки пацюків? Про що це свідчить? __________________________
__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
6) Який з препаратів проявляє більш низьку мутагенність у присутності мікросомної фракції з клітин печінки пацюків? В чому полягає причина подібного ефекту? _________________________
__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
Таблиця 1.
Вплив нових лікарських препаратів на кількість колоній бактерій-ревертантів Salmonella typhimurium штама ТА100, отриманих без додавання мікросомної фракції з клітин печінки пацюків (варіант – S9) та з додаванням мікросомної фракції з клітин печінки пацюків (варіант +S9) (Dos Santos et al., 2010).
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Де: 0 – негативний контроль (розчинник ДМСО – 100 мкл на пластинку); *** - позитивний контроль: для варіанта –S9 азид натрію, NaN3 (1,25 мкг на пластинку); для варіанта +S9 дауноміцин (3 мкг на пластинку).
Завдання 3. Тестування компонентів барвника для волосся на фотомутагенність.
Проаналізуйте дані, представлені на малюнках 4-6, і дайте відповіді на наступні запитання:
1) Що таке фотомутагенність? __________________________________________________________
__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
2) В чому полягає відмінність штаму ТА102 від  штамів диких ліній Salmonella typhimurium? _____
__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
3) Як провести дослідження, що дозволяє виявити фотомутагенність тестуємої речовини? ______
___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

4) Проаналізуйте дані, наведені на малюнку 5. Чи є тестуєма речовина 4-хлоро-1,2-фенілендіамин – фотомутагеном? Поясніть свою відповідь. ______________________________________________
_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
5) Чому при концентрації тестуємої речовини 25 мкМ та вище - кількість сформованих колоній Salmonella typhimurium знижується? _____________________________________________________
__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
6) За допомогою якого методу можна виявити розрізання молекул ДНК фотопродуктами барвника для волосся? _________________________________________________________________________
__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
7) Проаналізуйте дані електрофорезу ДНК віруса ФХ174, наведені на малюнку 6. За яких умов експерименту розрізання ДНК віруса барвником було максимальним? ________________________
_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
NB: Вірус ФХ174 міє дві форми ДНК: sc – суперспіралізовану форму; oc – відкрита петля; при однонітієвих розривах, sc – форма ДНК перетворюється в oc-форму ДНК.
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Рис. 4. Один з компонентів барвника для волосся - 4-хлоро-1,2-фенілендіамин (Yu et al., 2008).
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Рис. 5. Залежність кількості колоній бактерій ревертантів Salmonella typhimurium (по осі ординат ОУ) від концентрації барвника 4-хлоро-1,2-фенілендіаміна (по осі абсцис ОХ). Верхній графік – результати експерименту, проведеного в умовах освітлення, нижній графік – в темноті (Yu et al., 2008).
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Рис. 6. Результати впливу барвника для волосся 4-хлоро-1,2-фенілендіаміну на появу однонітьових розривів в молекулах ДНК віруса ФХ174 в темряві (варіанти С1 та С2) і при освітленні (варіанти С3, С4, 5-40 мкМ барвника). NB: при однонітьових розривах, sc – форма ДНК перетвор.їться в oc-форму ДНК.

Де: С1 – тільки ДНК віруса; С2 – ДНК віруса + 50 мкМ барвника; С3 та С4 – ДНК віруса + світло; 5-40 – ДНК віруса + світло + відповідна концентрація барвника (Yu et al., 2008).
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