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{54) Mutagenni prosiiedek

| ' 1
Na. zéklad® zji$téni o mutagennim u€inku
6-azido-6-deoxy-D-glukosy, stanoveni mecha-
nismu mutagenniho Géinku (pomoci indikac-
nich kmenf Salmonella typhimurium]) jako
mechanismu zamény pér nukleotidd v mo-
lekule DNK, o netoxi¢nosti 6-azido-6-deoxy-
-D-glukosy pro savce, o nepfitomnosti vlivu
této slouceniny na rychlost déleni bakteridl-
nich bun€k a na zékladé experimentdlniho
zjisténi schopnosti 6-azido-6-deoxy-D-glukosy
vyvclavat jak zpétné, tak i pfimé mutace je
predmétem vyndlezu pouZiti 6-azido-6-deo-
xy-D-glukosy jako prostfedku k vyvolani mu-
taci, zejména mikroorganismii. Vyndlez je
pouzitelny v kvasném, farmaceutickém a po-
travinai'ském pramyslu, jakoZ i p¥i vyrobé&
krmiv. UmoZiiuje ziskdni novych produktiv-
nich kmend mikroorganismi, producentt bio-
logicky aktivnich sloucenin, pf¥i zajisténi
nesniZené Zivotaschopnosti jak mutantd, tak
i vychozich kmeni mikroorganism@ a sou-
Casné pri umoZnéni bezrizikové préce obslu-
hujiciho personélu.
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Vynalez se tyka pouZiti 6-azido-6-deoxy-D-
-glukosy. :

Zplsob piipravy 6-azido-6-deoxy-D-gluko-
sy je popsédn v &lanku: Kefurt K., Capek K,
Kefurtova Z., Jary ].: Collection Czechoslov.
Chem. Commun. 44 (1979): 2532—2533. 6-a-
zido-6-deoxy-D-glukosa mé stétni registraci
SSSR no.-180 774, vydanou spole&né bioche-
mické laboratoii Batumské botanické zahra-
dy Akademie v&d Gruzinské SSR a Vysoké
5kole chemicko-technologické v Praze.

Podstatou vyndlezu je pouZiti 6-azido-6-de-
oxy-D-glukosy jako prostfedku k ziskdni mu-
taci, zejména mikroorganismfi. Tim je pak
moZno ziskdvat nové produkéni kmeny mik-
roorganismi, nové producenty biologicky ak-
tivnich sloufenin. Toto pouZiti je zaloZeno na
objevu mutagenniho Gfinku 6-azido-6-deoxy-
-D-glukosy, na novém zji§téni, Ze mutagenni
ucinek 6-azido-6-deoxy-D-glukosy spodiva ve
vyvoldni mutaci typu zadmény pard nukleoti-
dli desoxyribonukleové kyseliny a na zjisté-
ni netoxi¢nosti 6-azido-6-deoxy-D-glukosy
pro savce i bakterie.

Netoxi€nost je velkou prednosti 6-azido-6-
-deoxy-D-glukosy pri jejim pouZit{ jako pro-
stfedku k ziskdvani mutaci, protoZe jednak
sniZuje riziko pro persondl mikrobiologic-
kych provozli a laborato¥i a soucasné zajis-
tuje vysoky vytéZek Zivotaschopnych mutacl.

Prfiklad 1
Zjisténi mutagenniho uéinku 6-azido-8-deo-

Dévka (ug)

4

xy-D-glukosy, stanoveni typu mutagenniho
a¢inku a ziskdni mutaci (revertantd].

" Ke stanoveni typu mutagenniho a€inku by-
ly pouZity indikaéni kmeny Salmonella typ-
himurium, auxotropni na histidin. Pofet mu-
taci byl stanoven na zakladé zji§té&ni rever-
si od auxotrofnosti (na histidin) k prototrof-
nosti (na histidin). Autorem nami pouZitych
indika¢nich kmenf bakterif je B. M. Ames
(Ames B. M., Lee F. D., Durston W. E.: Proc.
Nat. Acad. Sci. U.S.A. 1973, 70, 782).

Bakterie byly napéstovdny -v maso-pepto-
novém bujénu do hustoty 2.103 bun&k na 1
mililitr a centrifugovany (5000 obrédtek za
minutu) po dobu 15 minut a resuspendovany
ve slaném prostfedi (Fonstejn L. M., Kalini-
na Ch. M., Poluchina G. N., Abilev S. K., Sa-
piro A. A.: Test- sistéma ocenki mutagennoj
aktivnosti zagrjaznit&lej sredy na Salmone-
1la. Metodiceskoje ukazanije, Moskva, 1977).
Po centrifugovédn{ ¢inila hustota bun&k 109
bun&k na 1 ml

0,2 ml takovéto suspenze p¥i. 45 °C se vnéa-
81 do roztaveného mekkého agaru (3 ml),
obsahujiciho 20 ug L-histidinu a 10 ug bioti-
nu. V tentyZ agar se vnasi 0,1 ml vodného
roztoku 6-azido-6-deoxy-D-glukosy v poti‘eb-
né koncentraci a potom se navrstvi na Pet-
riho misky s minimélnim agarem. Za 36 ho-
din se podita pofet vyrostlych kolonii rever-
tantd.

Primérny pofet reveranti Salmonella

6-azido-6-deoxy- TA 1535 TA 1537 TA 1538
-D-glukosy na
1 Petriho misku
0 (voda) 9 5 4
1,0 12 5 5
10,0 43 5 R 4
100,0 147 4 4
.1000,0 421 4 5
Jako positivni kontroly byly pouZity: Priklad 2

1) nitrosometylmodéovina, vyvoldvajici mu-
tace pouze u kmene TA 1535,

2) 2,7-diamino-4,9-dioxy-5,10-dioxo-4,5,9,10-
" -tetrahydro-4,9-diazopyren, vyvoldvajici mu-
tace pouze u kmene TA 1538,

3) proflavin, vyvoldvajici mutace pouze u
kmene TA 1537.

ProtoZe kmen TA 1535 registruje d&inek
mutagent, indikujicich mutace typu zamény
nukleotiddh v molekule desoxyribonukleové
kyseliny, kdeZto kmeny TA 1537, TA 1538 re-
vertuji pod adinkem latek vyvoldvajicich mu-
tace typu posunu ,,8tectho rdmetku* gene-
tického kdédu, lze usoudit, Ze 6-azido-6-deo-
xy-D-glukosa vyvoldvd mutace mechanismem
zdmény nukleotidd v molekule desoxyribo-
nukleové kyseliny.

Ziskani pfimych mutaci a zjiSténi netoxit-
nosti 6-azido-6-deoxy-D-glukosy vii&i nemuto-
vanym bakteriim.

Buiiky kmene K-12 Escherichia coli jsou
citlivé viéi exogennimu valinu (40 pg L-vali-
nu na 1 ml), antibiotikm, 5-metyl-tropto-
fanu, chlordtu. Proto tento kmen byl poufZit
ke studiu schopnosti 6-azido-6-deoxy-D-glu-
kosy vyvoldvat pfimé mutace, a to mutace
odolnosti proti exogennimu valinu.

Autorem nami pouZitého kmene Escheri-
chia coli K 12 XS 150 je Ustav epidemiologie
a mikrobiologie Akademie lékafskych véd
SSSR.

Cerstvé no&ni kultura bakterii byla dvacet-
krat zied&na v maso-peptonovém bujénu a
péstovdna do dosaZeni hustoty 108 bun&k v
1 ml. Potom odstfed&na (5 000 obratek/min.
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po debu 15 min.), potom promyta ve slaném
prostifedi. Po opakovaném odstredéni bakte-
rie resuspendovany v témZe prostfedi, husto-
ta 5.10% bun&k ra 1 ml. K 1,8 ml této kultury
piidédno 0,2 ml vodného roztoku 6-azido-6-
-deoxy-D-glukosy v potfebné koncentraci a
inkubovédno po dobu 1 hod. pfi 37 °C, za pro-
tfepédvéni. Po inkubaci byla smés dvakrat od-
stfedéna v popsaném reZimu s cilem odmyt
bakterie od prepardtu. Bakterie byly resus-
pendovény ve vychozim objemu v Cerstvém
maso-peptonovém bujénu a inkubovany bé-
hem 1,5 hod. pii 37 °C, za protifepdvéani. Po
inkubaci bakterie byly odmyty od bujdénu
dvojndsobnou centrifugaci v popsaném reZi-
mu a resuspendovany ve 2 ml slaného pro-
sti‘edl. K vypoctu poctu mutaci odolnosti pro-

Déavka (ug) 6-azido-

Preziti bun&k (x 108)

B

ti valinu bylo 0,25 ml suspense hakterii vne-
seno do polotekutého (0,6%) agaru a vyse-
to na povrch selektivniho agaru obsahujici-
ho valin (40 ug/ml) a obohaceného tryptofa-
nem (20 ug/ml). Pro stanoveni stupné preZi-
ti bakteril a jejich vitality {schopnosti mno-
#it se} po pfsobeni 6-azido-6-deoxy-D-gluko-
sy byly bakterie po odpovidajicim zFedé&ni
vysety na Petriho misky s plnocennou Ziv-
nou pfidou, inkubace pfi 37 °C. Odpocet kolo-
nif se provadél na plnocenné Zivné padé po
24 hodindch, kdeZto na selektivni Zivné ptidé
po 48 hodindch. :

Frekvenci mutantdi odolnych proti valinu
byl pak uréen jako pomér bakterif odolnych
proti valinu v 1 ml k pocétu Zivych bakterii
v tomtéZ objemu.

Frekvence mutaci

-6-deoxy-D-glukosy na na 1 ml Zivné pidy [x10-8)
1 ml Zivné plidy Pokus &. 1 Pokus &. 2 Pokus &. 1 Pokus ¢&. 2
0 (kontrola-voda} 8,7 7,4 42 2,3
50 8,6 6,6 9,9 6,0
100 9,5 7,7 14,4 9,3
250 8,3 7,1 18,7 19,8
500 9,0 7.4 22.6 28,6
750 8,6 7,2 31,9 35,5
1 000 8,6 7,0 35,8 38,2

Frekvence pfimych mutaci tedy vzrista
s koncentraci 6-azido-6-deoxy-D-glukosy. Jak
je zfejmé z tidajii o preZiti bakteril, 6-azido-

-6-deoxy-D-glukosa neni pro bakterie toxicka

a soucasné neni ani stimuldtorem jejich ris-
tu a mnoZeni. 6-azido-6-deoxy-D-glukosa te-
dy vyvoldvd mutace, aniZ by pfitom ménila
rychlost déleni bakteridlnich bunék.

Pr¥iklad 3

Zjist&ni netoxifnosti 6-azido-6-deoxy-D-glu-
kosy pro savce

Zatimco azid natria pouZity p¥i vyrobg& 6-
-azido-6-deoxy-D-glukosy pfri vnitrottrobnim

zavedeni md LDso = 33(24—25) mg/kg, sa-
ma 6-azido-6-deoxy-D-glukosa ani v dose 600
miligrami/kg nepisobi toxicky.

Stanoveni akutni toxicity obou srovndva-
nych sloudenin se provadélo na neliniovych
pohlavné zralych samcich bilych my$i, v pri-
b&hu 2 tydnl. Statistické hodnoceni experi-
mentdlnich vysledkd bylo provedeno meto-
dou probitové analyzy, podle Litchfield J. T.,
Wilcoxon F. ]J.,, Pharmacol. Exper. Ther,,
1949, 98, 99.

Azid natria tedy pat¥i do skupiny mirné to-
xickych sloucenin. Naproti tomu 6-azido-6-
-deoxy-D-glukosa ani v dose 20 x vyS$Si, neZ
je smrielnd dosa azidu natria, neptisobi to-
xicky.

PREDMET VYNALEZU

PouZiti 6-azido-6-deoxy-D-glukosy jako prostiedku k vyvoldni mutaci, vyhodng jako ne-

toxického mutagenu.
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