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�SAMMENDRAG





Oksidative agens kan danne flere ulike typer modifiserte baser i DNA, enten ved å reagere direkte med DNA eller ved å reagere med frie baser, deoksynukleosider eller deoksynukleotider som etterpå inkorporeres i DNA. Oksidasjon av metylgruppen til tymin vil bla. danne 5-formyluracil (5-foU) som et hovedprodukt. 5-foU er lite karakterisert mht. biologiske effekter.

	Vi har grodd definerte mutanter av Escherichia coli i minimalt vekstmedium tilsatt 5-formyldeoksyuridin (5-fodUrd), og målt reversjonsfrekvensen i lacZ-genet. Resultatene viser at alle mulige basesubstitusjoner blir indusert, og i følgende rekkefølge: A(T ( G(C (( G(C ( T(A ( G(C ( C(G ( G(C ( A(T = A(T ( C(G ( A(T ( T(A. Dette tyder på at 5-fodUrd inkorporeres i DNA og viser promiskuøse baseparingsegenskaper ved å danne stabile hydrogenbindinger med guanin, cytosin og tymin i tillegg til adenin.

	Vår undersøkelse er den første som viser at en oksidativt modifisert base kan indusere alle typer basesubstitusjoner, og indikerer at det er prinsipielt problematisk å relatere en bestemt type mutasjon til en bestemt DNA-skade.
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�1  INNLEDNING





1.1  Generelt om DNA-skader



	Det genetiske materialet i cellen er DNA, utformet som en dobbelttrådet spiralstruktur hvor to komplementære, antiparallelle polynukleotider er bundet sammen av hydrogenbindinger mellom nitrogenbaser. Hvert polynukleotid er bygget opp av nukleosider (sukkeret deoksyribose pluss en nitrogenbase) bundet sammen av fosfatgrupper (fosfodiesterbindinger). Det er to typer nitrogenbaser i DNA; pyrimidinbasene tymin (T) og cytosin (C) og purinbasene adenin (A) og guanin (G). A bindes normalt alltid til T ved to hydrogenbindinger, og G til C ved tre hydrogenbindinger. Basene er festet til sukkeret gjennom en N-glykosylbinding mellom karbonatom nr. 1 hos deoksyribose og nitrogenatom nr. 1 hos pyrimidinene, eller nitrogenatom nr. 9 hos purinene.

	DNA har begrenset kjemisk stabilitet og forfaller eller skades spontant in vivo pga. hydrolyse, oksidasjon og ikke-enzymatisk metylering. En kvantitativt viktig skade oppstår pga. hydrolyse av N-glykosylbindingen mellom en base og sukkeret og fører til tap av basen; det dannes et apurinisk/apyrimidinisk (AP; abasisk) sete. Det er estimert at omkring 5000 puriner “hopper av” DNA-tråden hver eneste dag i humane celler pga. hydrolyse (Lindahl, 1993). Også deaminering av cytosin til uracil ved hydrolyse er en kvantitativt viktig skade. Denne skaden inntreffer med en hyppighet på 100 pr. genom pr. dag (Keeton & Gould, 1993). DNA skades også av påvirkninger utenfra som ultrafiolett (UV) lys, ioniserende stråling og ulike kjemiske forbindelser (Tabell 1). Av stor betydning er oksidasjonsskadene der hydroksylradikalet ((OH) og singlett oksygen reagerer med DNA (se 1.2), og metyleringsskadene der en metylgruppe tilføres ulike posisjoner på basene (Tabell 2). DNA-skadene kan være cytotoksiske, dvs. hemme replikasjon og/eller transkripsjon av DNA ved å hindre DNA- eller RNA-polymerasen i å katalysere polymeriseringsreaksjonene. Eller de kan være mutagene, dvs. forårsake permanente forandringer i basesekvensen i DNA.

	For at cellene skal kunne overleve uten for høye mutasjonsfrekvenser, er de avhengige av effektiv DNA-reparasjon. De har derfor utviklet spesifikke enzymatiske DNA-reparasjonssystemer som reparerer kjemiske forandringer eller skader på DNA. Felles for dem alle, unntatt “direct reversal of damage”, er at de er avhengig av at DNA består av to komplementære tråder (Alberts et al., 1994; Fig. 1). Dessuten korrigeres replikativ feillesning av DNA av DNA-polymerasens endonukleaseaktivitet, som raskt fjerner galt innsatte nukleotider etter at de er tilført den voksende DNA-tråden. DNA-polymerasens endonukleaseaktivitet reduserer den replikative feillesningen til 1 feil pr. 109 basepar (Keeton & Gould, 1993). Grunnen til at den kovalente DNA-strukturen likevel forfaller over tid, er at disse korreksjons- og reparasjonssystemene ikke er 100% effektive.

�TABELL 1  Virkemåte og effekt av diverse mutagener (Etter Keeton & Gould, 1993)

Agens�Virkemåte�Effekt��Baseanaloger����5-Bromuracil�Inkorporeres som T; av og til feil baseparing med G�A•T ( G•C;

av og til G•C ( A•T��2-Aminopurin�Inkorporeres som A; feil baseparing med C�Av og til G•C ( A•T��Kjemikalier som reagerer med DNA����HNO2�Deaminerer A, C�A•T ( G•C og G•C ( A•T��NH2OH�Reagerer med C�G•C ( A•T��Alkylerende agens����Monofunksjonelle (f.eks. etylmetansulfonat)�Metylerer G,

feil baseparing med T�G•C ( A•T��Bifunksjonelle (f.eks. nitrosoguanidin, mitomysin)�Kryssbinder DNA-trådene �Både punktmutasjoner og delesjoner��Stråling����Ultrafiolett�Pyrimidindimer-dannelse�Reparasjon kan resultere i feil eller delesjon��Ioniserende�Frie radikaler reagerer med DNA, trådbrudd�Reparasjon kan resultere i feil eller delesjon��

Kort oppsummert:

DNA	



	Mutagen ( ( DNA-reparasjon



Skader på DNA

(	(

Mutasjon 	Celledød

�TABELL 2  Hovedtyper av DNA-skader (Fra Bjelland, 1996)

Hydrolytic decay:

Base alteration   	                	Mutation/effect

Base ( AP site (purines released 

   20 times more rapidly than 	Noncoding/cytotoxic

   pyrimidines)				

Cytosine ( uracil       	       	GC ( AT

5-Methylcytosine ( thymine 		GC ( AT

Adenine ( hypoxanthine        	AT ( GC

Guanine ( xanthine			Noncoding/cytotoxic

Alkylation:

Base alteration               	    	Mutation/effect

7-Methylguanine                  		Noncoding/nontoxic

3-Methyladenine                 		Noncoding/cytotoxic

3-Methylguanine                  		Noncoding/cytotoxic

O4-Methylthymine			AT ( GC

O6-Methylguanine               		GC ( AT

Oxidation:

Base alteration               	    	Mutation/effect

8-Hydroxyguanine                 	GC ( TA

Formamidopyrimidines       		Noncoding/cytotoxic

Thymine glycol and other ring- 	

   saturated or fragmented 		Noncoding/cytotoxic or mutagenic 

   forms of pyrimidines 		   

5-Hydroxymethyluracil             	Thymine analogue

5-Formyluracil				AT ( GC, AT ( CG, AT ( TA 
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FIG. 1  DNA-reparasjonsmekanismer i E. coli (Fra Bjelland, 1996).

�1.2  Oksidative skader på DNA



	Viktigste kilde for oksidative skader på DNA er normal aerob metabolisme. Det totale antallet av alle typer oksidative skader oppstått i DNA i en menneskecelle pr. dag har blitt estimert til å være så høyt som 10 000 (Ames & Shigenaga, 1993). Under elektrontransportkjeden i mitokondrier, kloroplaster og det endoplasmatiske retikulum kan et elektron overføres direkte til molekylært oksygen og danne superoksid (O2 + e- ( O2-). Superoksid blir spontant eller enzymatisk omdannet til hydrogenperoksid (O2- + e- + 2H+ ( H2O2). Både superoksid og hydrogenperoksid uskadeliggjøres, hhv. av superoksid dismutase og katalase/peroksidase, men en viss mengde hydrogenperoksid vil allikevel alltid unnslippe den enzymatiske nedbrytningen, reagere med Fe2+ og danne hydroksylradikaler ved Fenton-reaksjonen (H2O2 + Fe2+ ( •OH + OH- + Fe3+; Halliwell & Gutteridge, 1989). Hydroksylradikalet er svært reaktivt og skader alle typer forbindelser i cellen, deriblant DNA.

	Ioniserende stråling resulterer også i oksidative skader på DNA. Direkte treff av ioniserende stråling på DNA fører til radikaldannelse i DNA, og sammenslutning av radikal med oksygen forårsaker baseskader, sukkerskader og trådbrudd (von Sonntag, 1987). Indirekte forårsaker strålingen radikaldannelse gjennom radiolyse av vann: H2O ( H2O+ + e-, H2O+ + H2O ( •OH + H3O+, •OH + •OH ( H2O2, eaq + O2 ( O2- , 2O2- + 2H+ ( O2 + H2O2.

	Singlett oksygen er en veldig reaktiv form av molekylært oksygen (ikke et radikal). Det dannes i radikalreaksjoner eller under forhold med oksidativt stress samtidig med produksjon av radikaler in vivo. Det dannes også fra fotosensitisering når visse molekyler utsettes for lys av bestemte bølgelengder, dvs. både ultrafiolett (UV-A) og synlig lys. Singlett oksygen er kanskje den viktigste faktoren ansvarlig for DNA-skader forårsaket av fotosensitiseringsreaksjoner (Halliwell & Gutteridge, 1989; Friedberg et al., 1995).

	En mengde forskjellige basemodifikasjoner vil dannes i DNA av oksygenradikaler (Friedberg et al., 1995; von Sonntag, 1987; Imlay & Linn, 1988; Teebor et al., 1988), hvor de fleste er cytotoksiske skader. En av de aller viktigste mutagene DNA-skadene er guanin oksidert i 8-posisjon (8-oksy-7,8-dihydroguanin; 8-oxoG; Wood et al., 1990; Shibutani et al., 1991; Cheng et al., 1992; Lindahl, 1993). Også andre oksiderte baser, som f.eks. 5-hydroksypyrimidiner, vil produseres i vesentlige mengder og ha viktige biologiske effekter (Aruoma et al., 1989; Purmal et al., 1994a,b; Fig. 2). Oksidative skader repareres først og fremst ved DNA-baseutkuttingsreparasjon (se 1.3).

	Nylig ble 5-formyluracil (5-foU) identifisert som en ny type oksidativ tyminskade i DNA (Kasai et al., 1990; Bjelland et al., 1994). 5-foU er et av hovedproduktene som dannes ved ioniserende stråling, og det dannes i omtrent like store mengder som 8-oxoG (Kasai et al., 1990). Foreløpig eksisterer få data over de biologiske effektene av 5-foU i DNA.
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FIG. 2  Oversikt over oksiderte tyminer og deres reparasjon (Fra Seeberg & Bjelland, upublisert manuskript). bov. = bovin, endoIII = endonuklease III (Nth), endoIV = endonuklease IV, endoVIII = endonuklease VIII (Nei), exo = eksonuklease, fapy = formamidopyrimidin, glyc = DNA-glykosylase, hum. = human, 3mA = 3-metyladenin. L+ = cytotoksisk, L- = ikke cytotoksisk. Mutasjon/basesubstitusjon angitt i ( ) skjer mindre effektivt; [ ], ingen signifikant mutasjonsinduksjon.

�1.3  DNA-baseutkuttingsreparasjon av oksidative skader



	Baseutkuttingsreparasjonen (BER) er først og fremst utviklet for å beskytte cellene mot ødeleggende effekter av endogene DNA-skader forårsaket av hydrolyse, reaktive oksygenderivater og andre intracellulære metabolitter som modifiserer DNA-basestrukturen. BER er også viktig for å motstå skader forårsaket av ioniserende stråling og eksternt tilførte alkylerende stoffer, da disse skadene i stor grad er lik skadene forårsaket av endogene faktorer (Lindahl, 1993). Det første trinnet i BER katalyseres av en type reparasjonsenzym som kalles DNA-glykosylaser. Disse fjerner modifiserte eller skadde baser i DNA ved å kutte N-glykosylbindingen mellom basen og deoksyribose (Seeberg et al., 1995; Fig. 3). Ulike DNA-glykosylaser fjerner ulike typer skader (Tabell 3), og blant de viktigste er de som fjerner deaminert cytosin (uracil), alkylerte baser og oksiderte baser. Oksiderte pyrimidiner blir fjernet av 3 forskjellige glykosylaser med ikke-overlappende substratspesifisitet; tyminglykol- (endonuklease ((( og VIII, Nth og Nei, i E. coli), 5-hydroksymetyluracil- (5-hmU) og 5-hydroksymetylcytosin-DNA-glykosylase (Teebor et al., 1988; Cannon-Carlson et al., 1989; Lindahl, 1993; Seeberg et al., 1995). Oksiderte puriner blir fjernet av formamidopyrimidin-DNA-glykosylase (Fpg i E. coli) (Teebor et al., 1988; Lindahl, 1993; Seeberg et al., 1995). Uracil-DNA-glykosylase fjerner først og fremst uracil fra DNA, men det er nylig vist at enzymet også kan fjerne noen oksiderte cytosiner (Hatahet et al., 1994; Zastawny et al., 1995; Dizdaroglu et al., 1996).

	De resterende trinnene i BER er uavhengige av typen DNA-glykosylase som utførte det første trinnet. I trinn nr. 2 hydrolyseres fosfodiesterbindingen ved siden av AP-setet, som oppstår som et resultat av DNA-glykosylaseaktiviteten, ved hjelp av en AP-endonuklease. I trinn nr. 3 fjernes sukker-fosfat-resten av en fosfodiesterase. I trinn nr. 4 puttes korrekt nukleotid inn av en DNA-polymerase før en DNA-ligase til slutt (trinn nr. 5) “limer” sammen DNA-tråden ved å danne en ny fosfodiesterbinding (Fig. 3).





1.4  Reparasjon av 5-formyluracil i DNA



	Inntil nylig ble det antatt at enzymene involvert i reparasjon av oksidasjonsskader var forskjellige fra enzymene involvert i reparasjon av typiske UV- eller alkyleringsskader på DNA. Nyere studier av reparasjonsenzymer har imidlertid indikert at dette ikke er tilfellet. Studier viser at en DNA-glykosylase fra E. coli, 3-metyladenin-DNA-glykosylase (( (AlkA), som opprinnelig ble identifisert som et enzym spesifikt involvert i reparasjon av alkyleringsskader, også ser ut til å være involvert i reparasjon av oksidative skader, nærmere bestemt tyminer oksidert i metylgruppen, dvs. 5-foU og 5-hmU. Disse skadene kan ikke fjernes av to andre kjente DNA-glykosylaser som reparerer oksidative DNA-skader i E. coli, Nth og Fpg, og AlkA-enzymet fyller derfor et hull i repertoaret av reparasjonsenzymer som kreves for reparasjon av oksidative skader (Bjelland et al., 1994). Videre undersøkelser, med [metyl-3H]tymin-merket DNA som bare inneholder 5-foU og 5-hmU utenom de vanlige basene, har vist at også humane celler inneholder

��





FIG. 3  Trinnene i DNA-baseutkuttingsreparasjonen (Fra Bjelland, 1996). Figuren viser fjerning av en modifisert guanin (G*) og den etterfølgende enzymatiske behandling av AP-setet som dannes. AP-seter kan også bli introdusert ved ikke-enzymatisk hydrolyse av base-sukker-bindingen. dR, deoksyriboseenhet; dR’, modifisert deoksyriboseenhet ((,(-umettet aldehyd); P, fosfatgruppe. Hovedparten av AP-endonuklease- og 3´-fosfodiesteraseaktivitetene i E. coli er funksjoner av eksonuklease III og endonuklease IV. AP-lyaseaktivitet er en tilleggsaktivitet til noen DNA-glykosylaser (f.eks. Nth og Fpg i E. coli). �, hovedvei in vivo; �, hvilken rolle denne “sideveien” spiller in vivo er ikke klarlagt ennå.

�TABELL 3  DNA-glykosylaser (Bjelland, 1996)

Enzyme				Base damages excised	E. coli proteins



Uracil DNA glycosylase		Deaminated cytosine		Ung		

Hypoxanthine DNA glycosylase	Deaminated adenine		AlkA

3-Methyladenine DNA glycosylase	Alkylated bases		Tag, AlkA	

Formamidopyrimidine/8-hydroxy-	

	guanine DNA glycosylase	Oxidised purines		Fpg	

Thymine glycol DNA glycosylase	Oxidised pyrimidines		Nth, Nei	

Pyrimidine dimer DNA glycosylase	Pyrimidine dimers

Thymine DNA glycosylase		Thymine in G-T mismatch

Adenine DNA glycosylase		Adenine in A-G, A-8oxoG and 

						A-C mismatches	MutY	

5-Formyl/5-hydroxymethyluracil	Methyl-oxidised

	DNA glycosylase			thymine		AlkA

5-Hydroxymethylcytosine		Methyl-oxidised

	DNA glycosylase			5-methylcytosine





en DNA-glykosylase som fjerner 5-foU. Dette er i seg selv en indikasjon på at 5-foU er en skade som ofte dannes in vivo og som cellene trenger reparasjonsenzymer for å beskytte seg mot. Siden det ikke ble funnet aktivitet for fjerning av 5-foU assosiert med alkylbase-DNA-glykosylasen i humane celler, Anpg, synes det som om den påviste 5-foU-DNA-glykosylasen representerer et nytt humant DNA-reparasjonsenzym (Bjelland et al., 1995).





1.5  Dannelse av 5-formyluracil i DNA



	For flere år siden ble det vist at 5-foU og 5-formyldeoksyuridin (5-fodUrd) ble dannet ved UV-B- og (-stråling av hhv. tymin- og tymidinløsninger (Alcántara & Wang, 1965; Cadet & Téoule, 1975a,b), og dette indikerer at en hovedmekanisme for dannelse av 5-foU er ved (OH-abstraksjon av hydrogen fra metylgruppen til tymin etterfulgt av sammenslutning med oksygen (Fig. 4).
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FIG. 4  Dannelse av 5-foU i DNA (Fra Bjelland, 1996).

Q, quinon.�	Relativt nylig identifiserte Kasai et al. (1990) 5-foU som et av tre UV-absorberende hovedprodukter dannet ved (-stråling av DNA, hvor de to andre var 8-oxoG og 5-hmU. Også Fenton-reaksjonen dannet 5-foU i DNA (Kasai et al., 1990). Det er også vist at 5-foU dannes i rikelige mengder i [metyl-3H]tymin-merket DNA som et resultat av to etterfølgende transmutasjoner av 3H til 3He ((-stråling) i metylgruppen til tymin (Bjelland et al., 1994, Fig. 5). Omtrent samtidig ble det vist at 5-foU kan induseres i enkelttrådet DNA ved menadion-sensitisert UV-A- fotooksidasjon, dvs. UV-A-bestråling i en vandig oppløsning av menadion og O2 (Bjelland et al., 1995). Fotooksidasjonsreaksjonen skjer ved at UV-A-lyset eksiterer menadion (vitamin K3) til et høyere energinivå (“triplet quinon”) som kan abstrahere et elektron fra tymin og gi tyminradikal-kationet, som i nærvær av oksygen omdannes til 5-foU som et hovedprodukt (Wagner et al., 1990; Decarroz et al., 1986; Fig. 6). 5-































































FIG. 5  Dannelse av metyloksiderte produkter av tymin i [methyl-3H]tymin-merket DNA ved omdanning (transmutasjon) av 3H to 3He. T, tritium; R, DNA-kjede (Fra Bjelland et al., 1995).
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FIG. 6  Dannelse av 5-foU i DNA ved quinon-sensitisert fotooksidasjon. R, DNA-kjede (Fra Bjelland et al., 1995).

�foU ble indusert i enkelttrådet, men ikke i dobbelttrådet DNA ved denne mekanismen, sannsynligvis pga. steriske forhold som hindrer menadion i å lage nære kontakter med tyminbasen når DNA er i dobbelttrådet form (Bjelland et al., 1995). Siden tymidinradikal-kationet også kan genereres av (OH dannet ved f.eks. Fenton-reaksjonen og av ioniserende, UV-B- og UV-C-stråling, kan menadion-sensitisert fotooksidasjon betraktes som en god modell for å studere tymidinradikal-kationets reaksjoner i DNA introdusert av forskjellige oksidasjonsmidler (Wagner et al., 1990).

	5-foU kan være et av de kvantitativt viktigste skadeprodukter som oppstår i DNA ved UV-A-fotosensitisering. Menadion er en syntetisk quinon, men ubiquinon finnes i store mengder i mammalske mitokondrier. Det er dermed mulig at 5-foU kan dannes som skadeprodukt i enkelttrådete regioner av mitokondrielt DNA under DNA-syntese i celler utsatt for UV-A-lys, f.eks. i hud og øyevev. Oksidativ skade på mitokondrielt DNA har den siste tiden blitt mer og mer trukket fram som en mulig hovedfaktor i en rekke degenerative sykdommer som aterosklerose, diabetes, Parkinsons og Alzheimers sykdom, og i aldringsprosessen. 

	En undersøkelse har nylig vist at 5-foU var den pyrimidinskade som det ble dannet mest av i DNA ved (-bestråling in vitro i nærvær av O2 (Douki et al., 1996).





1.6  Cytotoksisitet og mutagenisitet av 5-formyluracil i DNA



	Selv om 5-foU er en oksidativ skade som dannes i rikelige mengder i DNA og blir indusert ved en rekke behandlinger, ble den først oppdaget ganske nylig. Det foreligger derfor få data om de biologiske konsekvensene av 5-foU i DNA, men påvisning av reparasjonsenzym for 5-foU er i seg selv en indikasjon på at 5-foU kan ha cytotoksiske og/eller mutagene effekter.

	5-foU skulle kunne “komme inn i” DNA på to ulike måter. Enten direkte ved oksidasjon av metylgruppen til en tyminenhet i DNA, eller indirekte gjennom inkorporering av oksidert dTMP, pga. den strukturelle likheten mellom 5-foU og tymin. Oksidasjon av dTMP, tymidin og tymin til stede i cellene gir hhv. 5-formyldeoksyuridinmonofosfat (5-fodUrdMP), 5-fodUrd og 5-foU. Dersom det skjer en enzymatisk omdannelse av disse til 5-formyldeoksyuridintrefosfat (5-fodUrdTP), vil alle disse byggesteinene bidra til inkorporering av 5-foU i DNA (Fig. 7). Men når 5-foU og 5-fodUrd omdannes in vivo til 5-fodUrdMP, hemmes tymidylat-syntase som danner dTMP fra dUMP og dermed hemmes også DNA-syntesen (Fig. 7). Det er bla. vist at 5-foU, 5-formyluridin (5-foUrd) og 5-fodUrd tilsatt vekstmedium til mammalske celler fører til signifikant toksisitet (Bjelland S, Paulsen R, Bøyum A & Wiik P, upubliserte data; Park et al., 1980; Matsuda & Yamada, upubliserte data). Ingen signifikant toksisitet av 5-fodUrd ble observert på celler som manglet tymidin-kinase eller tymidylat-syntase.

	Mye tyder på at 5-fodUrdMP omdannes videre til 5-fodUrdTP in vivo og virker mutagent. Kasai et al. (1990) fant at 5-fodUrd (og også 5-foU, men i mindre grad) tilsatt vekstmedium var mutagent i en spesiell stamme av Salmonella typhimurium (TA102) som detekterer mutasjoner ved A(T-basepar. Induksjon av mutasjoner ved en base- eller nukleosidanalog i en spesiell stamme som detekterer en type punktmutasjon kan vanskelig forklares på annen måte enn inkorporering i DNA av et stoff med potensiale for feil baseparing. Bjelland et al. (upublisert manuskript) fant at 5-fodUrd tilsatt vekstmedium til mammalske celler ga en høy, og 5-foU en

�moderat, mutasjonsfrekvens (Tabell 4A,B). Dessuten har Ono et al. (1994) rapportert at en Klenow-DNA-polymerase (del av DNA-polymerase I fra E. coli) setter inn adenin overfor en 5-foU-enhet in vitro når 5-foU er innsatt i en bestemt posisjon i et lite DNA-fragment; på samme tid forsinkes DNA-replikasjonen.

	Nylig ble det påvist at tilsetning av 5-fodUrd til vekstmedium induserer A(T ( G(C- og G(C ( A(T-transisjoner i E. coli. (Lian, 1996; Bjelland et al., upublisert manuskript). I denne utvidete undersøkelsen har vi vist at 5-fodUrd induserer alle mulige typer basesubstitusjoner. Arbeid ble også påbegynt for direkte å påvise inkorporering av 5-foU i DNA etter tilsetning av 5-fodUrd til eksponensielt voksende bakterier, men resultatene av den kjemiske analysen er ennå ikke ferdige.
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FIG. 7  Sannsynlige og påviste veier 5-foU kan ta i en celle (Fra Bjelland et al., upublisert manuskript).

�TABELL 4  Mutagenisitet til 5-foU (A), 5-foUrd og 5-fodUrd (B)

i mammalske celler (Etter Bjelland et al., upublisert manuskript)

A

     Konsentrasjon  	          Mutasjonsfrekvens

           (mM)			        (x10-6)���T

�5-hmU

�5-foU��2  

         �4,6�6,0

�6,9  

��5

�7,8

�6,5

�15,5

��20

�11,2

�9,7

�52,0

��Mutasjonsfrekvensen i HPRT-lokuset i fibroblaster fra

kinesisk hamster ved økende konsentrasjon av 5-foU,

5-hmU og tymin i vekstmediet. Den spontane 

mutasjonsfrekvensen var 6x10-6(2x10-6.

B

   Konsentrasjon                     Mutasjonsfrekvens

         (mM)			        (x10-6)���������dTd�5-hmdUrd�   5-foUrd�   5-fodUrd�������� 0,003�1,6�     3,4�       0,96�        1,2��0,01�2,1�       0,75�       0,99�        0,95��0,03�1,7�       0,72�     1,8�      30��0,1�2,1�       0,77�     2,1�    600��Mutasjonsfrekvensen i HPRT-lokuset i fibroblaster fra

kinesisk hamster ved økende konsentrasjon av 5-fodUrd,

5-foUrd, 5-hmdUrd og tymidin i vekstmediet. Alle verdiene 

er gjennomsnittet av 2-4 målinger. Den spontane

mutasjonsfrekvensen var 2x10-6(1x10-6.

�2  EKSPERIMENTELT





2.1  Mutagenese



	For å kunne vokse på minimalmedium med disakkaridet laktose som eneste karbonkilde, må E. coli produsere enzymet (-galaktosidase, som spalter laktose til monosakkaridene glukose og galaktose. (-Galaktosidase er kodet av lacZ-genet. Posisjon 461 i lacZ-genet koder for glutaminsyre, som antas å finnes i det aktive setet av (-galaktosidase og dermed er nødvendig for enzymaktiviteten. Det er vist at substitusjon av glutaminsyren i posisjon 461 med en annen aminosyre senker enzymaktiviteten betraktelig og hindrer vekst på minimalmedium med laktose; lacZ--mutantene må ha en annen sukkerkilde som f.eks. glukose for å kunne vokse. Det ble brukt 6 lacZ--stammer av E. coli med ulike basesubstitusjoner i posisjon 461, hvor reversjon til glutaminsyrekodon fører til at bakteriene igjen kan vokse på medium med laktose (lacZ-( lacZ+). Settet av stammer detekterer hver mulig transisjons- og transversjonsmutasjon. Antall mutanter  bestemmes derfor enkelt ved å telle antall kolonier som vokser opp på laktosemediet etter mutagenisering (Cupples & Miller, 1989).





2.1.1  Reagenser



Bactoagar - 15 g/878 ml dest. H2O, autoklavert.



MgSO4 (1 M) - 1,14 g/5 ml dest. H2O, autoklavert.



Glukose 10% (w/v) - 0,8 g/8 ml eller 2 g/20 ml dest. H 2O, autoklavert.



Laktose 10% (w/v) - 2 g/20 ml dest. H2O, autoklavert.



Vitamin (vit.) B1 (1 mg/ml) - 0,05 g/10 ml dest. H2O, autoklavert.



5-fodUrd (FW 256,18) - 	10 ml 1 mM: 0,0026 g/10 ml dest. H2O

				2,5 ml 10 mM: 0,0064 g/2,5 ml dest. H2O

				Sterilfiltrert, oppbevart nedfryst.



A-buffer (1x) - Pr. 80 ml:	0,84 g K2HPO4

				0,36 g KH2PO4

				0,08 g (NH4)2SO4

				0,04 g C6H5Na3O7x2H2O

				Autoklavert.

�A-buffer (10x) - 	Pr. 100 ml:	10,5 g K2HPO4

					4,5 g KH2PO4

					1 g (NH4)2SO4

					0,5 g C6H5Na3O7x2H2O

					Autoklavert.



			Pr. 40 ml:	4,2 g K2HPO4

					1,8 g KH2PO4

					0,4 g (NH4)2SO4

					0,2 g C6H5Na3O7x2H2O

					Autoklavert.



Minimalt A-medium (fast medium til plater) - 	Pr. 1000 ml:	

							878 ml Bactoagar

							1 ml MgSO4 (1 M)

							20 ml 10% (w/v) sukker 								(glukose eller laktose)

							100 ml A-buffer (10x)

							1 ml vit. B1 (1 mg/ml)

							Helles ut på petriskåler.



Minimalt A-medium (flytende medium til overnattskultur) - 	

							Pr. 400 ml: 

							400 (l MgSO4 (1 M)

							8 ml 10% (w/v) glukose 

							40 ml A-buffer (10x)

							400 (l vit. B1 (1 mg/ml)

							351,2 ml dest. H2O

							Fordeles på glassflasker i 								porsjoner á 20 ml.

�2.1.2  Beskrivelse av bakteriestammene



	Stammene som ble brukt (CC101-CC106) for å teste 5-fodUrd i E. coli er derivater av stamme P90C (ara((lac proB)xm] som bærer et F lacI- Z- proB+-episom. Hver stamme bærer en ulik lacZ--mutasjon som forandrer aminosyre nr. 461 i (-galaktosidase, hvor mutasjonen som bæres i hver stamme er vist i Fig. 8. Hver stamme kan vende tilbake til lacZ+-genotypen via en av de seks basesubstitusjonene som får kodonet i posisjon 461 tilbake til GAG (Fig. 8; Cupples & Miller, 1989).
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FIG. 8  Endret kodon i posisjon 461 i lacZ-genet. Kodon i posisjon 461 i lacZ-genet har blitt forandret i hver av de seks ulike stammene. Basesubstitusjonen som kreves for å få kodonet tilbake til GAG er vist her, sammen med aminosyreendringen det resulterer i. Kun glutaminsyre i posisjon 461 i (-galaktosidase tilsvarer villtype-fenotypen (Cupples & Miller, 1989).

�2.1.3  Dyrking av bakterier



OVERNATTSKULTUR



	Overførte bakterier fra en koloni på en petriskål til et reagensrør med 2 ml minimalt A-medium (“flytende medium til overnattskultur”). Satte på ikke-lufttett kork og inkuberte v/37(C i ca. 18 timer sammen med kontrollrør (rørene ble lagt skrått for å få større diffusjonsoverflate for oksygen). 



MUTAGENESE



1)	Målte OD i overnattskulturen v/600 nm (“visible”) og beregnet antall 	bakterier/ml (OD=1 tilsvarer 5x108 bakterier/ml). 

2)	Fortynnet overnattskulturen med A-buffer (1x) til ca. 25 000 bakterier/ml.

3)	Overførte 180 (l av den fortynnede overnattskulturen til et reagensrør med 4 	ml minimalt A-medium (“flytende medium til overnattskultur”).

4)	Inkuberte reagensrøret m/fortynnet overnattskultur + et kontrollrør v/37(C i 2 	timer (rørene ble lagt skrått).

5)	Fordelte den fortynnede overnattskulturen på 2 reagensrør og tilsatte 	sterilfiltrert 5-fodUrd til ett av rørene.

6)	Inkuberte mutagenesekulturene v/37(C i ca. 22 timer (rørene ble lagt skrått).

7)	Satte reagensrørene med mutagenesekulturene på is, fordelte hvert rør på 2

	Eppendorf-rør og sentrifugerte v/5000 rpm og 4(C i 4 min.

8)	Tømte av supernatanten. Resuspenderte bakteriene i 1 ml A-buffer (1x) og

	sentrifugerte igjen v/5000 rpm og 4ºC i 4 min.

9)	Tømte av supernatanten og resuspenderte bakteriene i 0,5 ml A-buffer (1x).

	Blandet Eppendorf-rørene med samme bakteriekultur.

10)	Pipetterte 100 µl ufortynnet bakteriekultur på en plate med minimalt A-	medium m/laktose (“fast medium til plater”). Strøk ut med en steril glasstav.

	Lagte 4 plater pr. bakteriekultur.

11)	Fortynnet bakteriekulturen som skulle på glukoseplater med A-buffer (1x);

	100 µl kultur/fort. + 900 µl buffer.

12)	Pipetterte 100 µl fortynnet bakteriekultur på en plate med minimalt A-medium

	m/glukose (“fast medium til plater”). Strøk ut med en steril glasstav.

	Lagte 2 skåler pr. fortynning.

13)	Inkuberte platene v/37(C.

14)	Talte bakteriekoloniene på glukoseplatene etter ca. 2 døgn.

	Talte mutantkoloniene på laktoseplatene etter ca. 4 døgn.



	Både fast minimalt A-medium til plater og flytende minimalt A-medium til overnattskultur ble preparert rett etter autoklavering av reagensene. Alle autoklaverte løsninger ble brukt bare én gang etter at de var åpnet.

	Alt arbeid ble utført aseptisk i sterilbenk. UV-lys sto på om natten.



UTREKNING AV MUTASJONSFREKVENS



Mutasjonsfrekvensen regnes ut som antall mutanter pr. overlevende celler.

�2.2  Preparering av DNA fra bakterier



	Bakterier fra en flytende kultur ble lysert av detergent og proteinene hydrolysert av proteinase K. Celleveggmateriale, polysakkarider og gjenværende denaturerte proteiner ble kompleksbundet til CTAB og felt ut fra løsningen. CTAB-protein/polysakkarid-komplekset ble fjernet ved ekstraksjon med kloroform/isoamylalkohol. Til slutt ble DNA felt ut fra supernatanten med isopropanol.





2.2.1  Reagenser



LB-medium - Pr. 50 ml:	0,5 g “bacto tryptone”

				0,25 g “bacto yeast extract”

				0,5 g NaCl

				pH innstilt til 7 med NaOH, autoklavert.



Minimalt A-medium (flytende medium til overnattskultur) - 	

							Pr. 50 ml:	

							50 (l MgSO4 (1 M)

							1 ml 10% (w/v) glukose

							5 ml A-buffer (10x)

							50 (l vit. B1 (1 mg/ml)

							43,9 ml dest. H2O.



CTAB/NaCl-løsning - Pr. 100 ml:	4,1 g NaCl

					10 g CTAB

					CTAB tilsatt under omrøring og oppvarming.



TE-buffer - Pr. l000 ml:	0,37 g EDTA

				1,21 g Tris

				pH innstilt til 8 med HCl, autoklavert.



“Sodium dodecyl sulfate” (SDS) 10% (w/v) - Pr. 100 ml: 10 g SDS, autoklavert.



Proteinase K (20 mg/ml) - Pr. 100 ml:	2 g proteinase K

						Sterilfiltrert, oppbevart ved -70(C i 							porsjoner på 3 µl.



NaCl (5 M) - Pr. 100 ml: 29,23 g NaCl, autoklavert.



Kloroform/isoamylalkohol (24:1)



Fenol/kloroform/isoamylalkohol (25:24:1)



Isopropanol



Etanol 70% (v/v)

�2.2.2  Arbeidsprosedyre



OVERNATTSKULTUR



Overførte 100 µl bakterier (1 koloni + 1 ml minimalt A-medium) til 2 reagensrør med 5 ml minimalt A-medium. Satte på ikke-lufttett kork og inkuberte v/37(C i 2 timer (rørene ble lagt skrått for å få større diffusjonsoverflate for oksygen). Tilsatte 265 µl 5-fodUrd til det ene røret og inkuberte videre i ca. 16 timer sammen med kontrollrør. Første forsøk ble utført med LB-medium og 5-foU.



ISOLERING AV DNA



1)	Sentrifugerte 1,5 ml overnattskultur i 2 min.

	Tømte av supernatant.

2)	Løste bunnfallet i 565 µl TE-buffer og 30 µl 10% (w/v) SDS.

	Mikset.

	Helte løsningen over i Eppendorf-rør med 3 µl 20 mg/ml proteinase K.

	Mikset igjen.

	Inkuberte v/37(C i 1 time.

3)	Tilsatte 100 µl 5 M NaCl.

	Mikset.

4)	Tilsatte 80 µl CTAB/NaCl-løsning.

	Mikset.

	Inkuberte v/65(C i 10 min.

5)	Tilsatte et likt volum kloroform/isoamylalkohol (dvs. 700-800 µl).

	Mikset.

	Sentrifugerte i 5 min.

	(Ekstraksjon)

6)	Pipetterte forsiktig vannfasen (øverste fase) over i et nytt Eppendorf-rør.

	Tilsatte et likt volum fenol/kloroform/isoamylalkohol til vannfasen.

	Mikset.

	Sentrifugerte i 5 min.

	(Ny ekstraksjon)

7)	Pipetterte vannfasen (øverste fase) over i nytt Eppendorf-rør.

	Tilsatte 0,6 volum isopropanol til vannfasen.

	Ristet forsiktig til DNA ble felt ut.

	Sentrifugerte i 2-3 min.

8)	Vasket DNA med 500 µl 70% etanol.

	Ristet.

	Sentrifugerte i 5 min.

	Tømte av supernatant og gjentok vaskingen.

	Tørket pelleten i frysetørrer i 5 min.



	Tillagingen av overnattskulturen ble utført aseptisk i sterilbenk, mens isoleringen av DNA ble utført i avtrekk.

�FORSØK



Isolering 1



Utført av:  HÅ, HF



Vekst:	Fra 16.09 kl.16.00 til 17.09 kl.08.00.  Totalt 16 t

5 ml LB-medium + 100 µl E. coli alkA/LB-medium (2 paralleller)

5 ml LB-medium + 100 µl E. coli alkA/LB-medium + 265 µl 10 mM 5-foU 

(2 paralleller); sluttkons. 0,5 mM 5-foU



Isolering 2



Utført av:  HÅ, HF



Vekst:	Fra 30.09 kl.12.00 til 01.10 kl.09.00.  Totalt 21 t

5 ml minimalt A-medium + 100 µl CC106/minimalt A-medium + 265 µl 1 mM 

5-fodUrd (6 paralleller); sluttkons. 0,05 mM 5-fodUrd



Isolering 3



Utført av:  HÅ, HF



Vekst:	Fra 02.10 kl.12.00 til 03.10 kl.10.00.  Totalt 22 t

5 ml minimalt A-medium + 100 µl CC106/minimalt A-medium (6 paralleller)



Det isolerte DNA ble sendt til Frankrike (J. Cadet) for å bestemme innholdet av 

5-foU. 

�3  RESULTATER





	Ved å måle tilbakemutasjoner et bestemt sted i lacZ-genet i E. coli, har vi tidligere påvist at tilsetning av 5-fodUrd til eksponensielt voksende celler induserer A(T ( G(C- og G(C ( A(T-transisjoner (Lian, 1996). Dette er en relativt rask metode til å måle ekstremt lave frekvenser av alle mulige basesubstitusjoner, og gjør bruk av 6 ulike bakteriestammer, en for hver type punktmutasjon (Cupples & Miller, 1989). Ideelt sett skulle et detaljert mutasjonsspektrum vært konstruert utfra sekvensanalyse av et lengre genfragment, fordi mutasjonsfrekvensen i et basepar også





TABELL 5  Mutasjonsfrekvenser målt med de ulike E. coli-stammene

K = kontroll (uten 5-fodUrd tilsatt), f = 5-fodUrd tilsatt.
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0,23�0,32

10,53�����



5,00

3,13�



3,30

3,00����18�0,23

0,13

0,23�1,92�1,81�

1,17

0,88�

0,28

0��������19�0,34

0,34

0,38

0,38���������0

0

0

0,29�2,41

2,81

26,32

2,48��20�0,3

0,4���1,29�4,52�����

0�

1,43���TABELL 5 (forts.)  Mutasjonsfrekvenser målt med de ulike E. coli-stammene

Bakterie-stamme�CC101

A(T ( C(G�CC102

G(C ( A(T�CC103

G(C ( C(G�CC104

G(C ( T(A�CC105

A(T ( T(A��For-søk nr.�5-fodUrd (mM)�Mutasjons-frekvens

(x10-8)�Mutasjons-frekvens

(x10-8)�Mutasjons-frekvens

(x10-8)�Mutasjons-frekvens

(x10-8)�Mutasjons-frekvens

(x10-8)����K�f�K�f�K�f�K�f�K�f��21�0,2

0,3

0,3

0,4�0,87

0�1,04

6,79�����



1,24�



456,3�





0,40�





0��22�0,3

0,15

0,2

0,15

0,2�0,14�0�

4,76

2,65�

4,06

9,50�





0

0�





0

0������23�0,1

0,1

0,1

0,1

0,1�����0

0,13

0

0

0�0

0

0

0

0,095������24�0,125

0,125

0,15

0,2�����0

0

0

0�0

0

0

0������25�0,1

0,1

0,1�����0

0

0�0

0,13

0������



kan være avhengig av omkringliggende baser. Men til tross for visse svakheter, kan vi likevel få en god oversikt over spesifisiteten til et mutagen. I denne rapporten er resultatet av en videreførelse av undersøkelsen av mutagenisiteten til 5-fodUrd presentert, og viser at 5-fodUrd kan indusere alle typer basesubstitusjoner i posisjon 461 i lacZ-genet.

�	Mutasjonsfrekvensene som ble målt med de ulike E. coli-stammene med og uten 5-fodUrd tilsatt vekstmediet er oppsummert i Tabell 5, og hver enkelt forsøksrekke er beskrevet i detalj i Appendiks. Det var til dels sterkt varierende vekst mellom de ulike forsøk, og dette påvirker også de målte mutasjonsfrekvensene, fordi det statistisk må være et visst antall bakterier til stede for å gi en mutasjon. I noen av forsøkene med lite bakterievekst vokste derfor ingen mutanter opp, noe som gir en mutasjonsfrekvens lik null.

	For å få én representativ verdi av mutasjonsfrekvensen til hver enkelt stamme, med og uten 5-fodUrd tilsatt vekstmediet, bruker vi både gjennomsnittsverdi og empirisk median. I flere av bakteriestammene er det kun en eller noen få høye verdier som trekker gjennomsnittet av mutasjonsfrekvensene opp, og siden den empiriske medianen ikke påvirkes så sterkt av noen få ekstreme verdier, gir den kanskje en riktigere tallverdi av mutasjonsfrekvensene. Det må likevel understrekes at slike ekstremverdier bare ble registrert etter tilsetning av 5-fodUrd, og derfor sannsynligvis har en biologisk signifikans. I det følgende angir Tabell 6 gjennomsnittlig overlevelse, gjennomsnittlig mutasjonsfrekvens(standardavvik og gjennomsnittlig mutasjonsfrekvens i forhold til 50% overlevelse, med 0,05-0,4 mM 5-fodUrd tilsatt vekstmediet. Tabell 7 angir “mediansk” mutasjonsfrekvens og “mediansk” mutasjonsfrekvens relativ til 50% overlevelse. Overlevelse uten 5-fodUrd tilsatt vekstmediet er definert som 100%.





TABELL 6  Gjennomsnittlig mutasjonsfrekvens i posisjon 461 i lacZ-genet til de forskjellige E. coli-stammene

Bakterie-stamme�5-fodUrd (mM)�Gj.snittlig overlevelse (%)�Gjennomsnittlig mutasjonsfrekvens

                             Relativ til 50%

(x10-8)              overlevelse�Standard-avvik

(10-8)��CC101

A•T ( C•G�0 (13)

0,05-0,3 (13)�100

  51�  0,52

  2,12�

  2,15�0,51

3,10��CC102

G•C ( A•T�0 (10)

0,05-0,3 (10)�100

  51�  2,10

10,03�

10,26�1,74

19,86��CC103

G•C ( C•G�0 (7)

0,05-0,2 (7)�100

  71�  1,97

16,52�

26,91�3,53

39,93��CC104

G•C ( T•A�0 (13)

0,1-0,3 (13)�100

  73�  2,31

37,99�

69,48�1,86

125,71��CC105

A•T ( T•A�0 (26)

0,1-0,4 (26)�100

  56�  0,89

  2,38�

  2,57�1,40

5,04��CC106

A•T ( G•C�0 (5)

0,05-0,1 (5)�100

  61�  0,19

48,82�

62,47�0,066

92,54��Antall eksperimenter er angitt i ( ). Tabellen bygger på data fra både denne og en tidligere rapport (Lian, 1996).�	Resultatene viser at for bakteriestammene som måler transversjonsmutasjonene A(T ( C(G (CC101), G(C ( C(G (CC103), G(C ( T(A (CC104) og A(T ( T(A (CC105) ble de gjennomsnittlige mutasjonsfrekvensene med 5-fodUrd i mediet - ekstrapolert til 50% overlevelse - hhv. 4, 14, 30 og 3 ganger høyere enn kontrollen (Tabell 6); utregning av empirisk median ga en mutasjonsfrekvens på 5 ganger høyere enn kontrollen for CC101 og 3 ganger høyere enn kontrollen for CC104 og CC105 (Tabell 7). Et plott av mutasjonsfrekvens mot overlevelse indikerer en lineær sammenheng (Fig. 9A-C). Sammenhengen presenteres best som et dobbelt-logaritmisk plott, delvis for å få mindre spredning i punktene omkring 100% overlevelse og delvis for å tilpasse koordinatsystemet til både veldig høye (og da som oftest sammen med veldig lave verdier for overlevelsen) og veldig lave verdier av mutasjonsfrekvensen (Fig. 10A-C). Foreløpig har vi for lite resultater til å lage et plott for CC103. Transversjonen G(C ( C(G oppstår spontant i posisjon 461 i lacZ-genet med lav frekvens (Cupples & Miller, 1989), og dette gjorde at de målte mutasjonsfrekvensene ofte ble 0 for kontrollen. Flere forsøk er nå under forberedelse for å få kontrollverdier > 0 (som enklest kan gjøres ved å øke antall laktoseplater for hvert forsøk; se 2.1.3), samtidig som det skal brukes høyere konsentrasjon av 5-fodUrd for å oppnå lavere overlevelse og dermed høyere mutasjonsfrekvens. Plottene indikerer at tilsetning av 5-fodUrd til vekstmediet 





TABELL 7  “Mediansk” mutasjonsfrekvens i posisjon 461 i lacZ-genet til de forskjellige E. coli-stammene

Bakterie-stamme�5-fodUrd (mM)�Gj.snittlig overlevelse (%)�“Mediansk” mutasjonsfrekvens

                             Relativ til 50%

(x10-8)              overlevelse���CC101

A•T ( C•G�0 (13)

0,05-0,3 (13)�100

  51�0,24

1,16�

1,17��CC102

G•C ( A•T�0 (10)

0,05-0,3 (10)�100

  51�1,52

4,23�

4,31��CC103

G•C ( C•G�0 (7)

0,05-0,2 (7)�100

  71�          0

0,13�

0,22��CC104

G•C ( T•A�0 (13)

0,1-0,3 (13)�100

  73�1,64

3,18�

4,54��CC105

A•T ( T•A�0 (26)

0,1-0,4 (26)�100

  56�0,43

1,04�

1,12��CC106

A•T ( G•C�0 (5)

0,05-0,1 (5)�100

  61�0,18

3,90�

4,94��Antall eksperimenter er angitt i ( ). Tabellen bygger på data fra både denne og en tidligere rapport (Lian, 1996).

�induserer A(T ( G(C-transisjoner 10-20 ganger oftere enn andre basesubstitusjoner (Fig. 10A-C), som kan forklares med dannelse av G(5-foU- i tillegg til A(5-foU-basepar (se Diskusjon). Ekstrapolering av de forskjellige verdiene for å uttrykke den relative mutasjonsfrekvensen ved 50% overlevelse ga følgende rekkefølge for mutasjonsinduksjonen: A(T ( G(C (( G(C ( T(A ( G(C ( C(G ( G(C ( A(T = A(T ( C(G ( A(T ( T(A (Tabell 6). Utregning av empirisk median ga en noe annen rekkefølge, men også denne utregningsmetoden viste at A(T ( G(C-transisjoner ble indusert med den høyeste og A(T ( T(A-transversjoner med den laveste frekvensen (Tabell 7). Resultatene tyder altså på at 5-foU ikke bare kan basepare med guanin, men også med cytosin og tymin, i tillegg til adenin.
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FIG. 9  (A) Reversjonsfrekvensen i posisjon 461 i lacZ-genet til E. coli-stammene CC106 (A•T ( G•C; �EMBED PBrush���) og CC102 (G•C ( A•T; () plottet som funksjon av overlevelsen når 0,05-0,3 mM 5-fodUrd ble tilsatt vekstmediet.

Figuren bygger på data fra både denne og en tidligere rapport (Lian, 1996).
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FIG. 9 (forts.)  (B) Reversjonsfrekvensen i posisjon 461 i lacZ-genet til E. coli-stammen CC105 (A•T ( T•A) plottet som funksjon av overlevelsen når 0,1-0,4 mM 5-fodUrd ble tilsatt vekstmediet. Figuren bygger på data fra både denne og en tidligere rapport (Lian, 1996).
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FIG. 9 (forts.)  (C) Reversjonsfrekvensen i posisjon 461 i lacZ-genet til E. coli-stammene CC101 (A•T ( C•G; �EMBED PBrush���) og CC104 (G•C ( T•A; () plottet som funksjon av overlevelsen når 0,05-0,3 mM 5-fodUrd ble tilsatt vekstmediet. Figuren bygger på data fra både denne og en tidligere rapport (Lian, 1996).
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FIG. 10  (A) Dobbelt-logaritmisk plott av reversjonsfrekvensen - i posisjon 461 i lacZ-genet til E. coli-stammene CC106 (A•T ( G•C; �EMBED PBrush���) og CC102 (G•C ( A•T; () - og overlevelsen, når 0,05-0,3 mM 5-fodUrd ble tilsatt vekstmediet.
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FIG. 10 (forts.)  (B) Dobbelt-logaritmisk plott av reversjonsfrekvensen - i posisjon 461 i lacZ-genet til E. coli-stammen CC105 (A•T ( T•A) - og overlevelsen, når 0,1-0,4 mM 5-fodUrd ble tilsatt vekstmediet.
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FIG. 10 (forts.)  (C) Dobbelt-logaritmisk plott av reversjonsfrekvensen - i posisjon 461 i lacZ-genet til E. coli-stammene CC101 (A•T ( C•G; �EMBED PBrush���) og CC104 (G•C ( T•A; () - og overlevelsen, når 0,05-0,3 mM 5-fodUrd ble tilsatt vekstmediet.

�4  DISKUSJON





	Tidligere har vi vist at 5-fodUrd ga en sterkt forhøyet reversjonsfrekvens med bakteriestammen som måler transisjonsmutasjonen A(T ( G(C (CC106); 0,1 mM 5-fodUrd i vekstmediet resulterte i en over 300 ganger høyere gjennomsnittlig mutasjonsfrekvens i forhold til kontrollen. En lavere men betydelig reversjonsfrekvens, dvs. 7 ganger høyere enn kontrollen, ble også påvist med bakteriestammen som måler transisjonsmutasjonen G(C ( A(T (CC102) (Lian, 1996).

	Transisjonsmutasjonene A(T ( G(C og G(C ( A(T indusert av 5-fodUrd (Tabell 6-7; Fig. 10A) kan forklares hvis 5-foU er i stand til å basepare med guanin i tillegg til adenin (Fig. 11A). “Nuclear magnetic resonance” (NMR)-eksperimenter har tidligere vist at 5-bromuracil (BrU) og 5-fluoruracil (FU) danner basepar med A og G i et oligonukleotid. BrU(G- og FU(G-baseparene eksisterer i en pH-avhengig likevekt mellom ionisert og “wobble”-struktur, mens BrU(A- og FU(A-baseparene derimot er pH-uavhengige Watson-Crick-strukturer (Sowers et al., 1989; Yu et al., 1993). BrU(G- og FU(G-baseparene kan betraktes som modell for 5-foU(G-baseparet siden formylgruppen har samme effekt på elektrontettheten i den aromatiske ringstrukturen til uracil som de elektronegative atomene Br og F (Hansch et al., 1991). Baseparingene funnet ved NMR ble senere verifisert biokjemisk ved at BrU og FU, begge i form av dNTP-substrater, ble satt inn overfor guanin i et in vitro DNA-replikasjonssystem (Yu et al., 1993). 

	Introduksjonen av en elektrontiltrekkende gruppe i 5-posisjon hos uracil gir et surere N3-hydrogen og resulterer i at uracil vil foreligge i en keto-enol-likevekt. Enolformen og dens ioniserte derivat av 5-foU kan danne hhv. tre og to hydrogenbindinger til guanin og gi Watson-Crick-basepar mens ketoformen kan danne to hydrogenbindinger til guanin og gi et “wobble”-basepar. Frastøtningen mellom de to oksygenatomene i det ioniserte 5-foU(G-baseparet kan tenkes å bli delvis nøytralisert av et vannmolekyl (Fig. 11B). Ketoformen av 5-foU forventes å oppføre seg som tymin ved å danne to hydrogenbindinger til adenin som gir et normalt Watson-Crick-basepar (Fig. 11B). Nylig bestemte Privat og Sowers (1996) pKa-verdien til N3-iminogruppen av 5-fodUrd, 5-bromdeoksyuridin og 5-fluordeoksyuridin til å være omkring 8, som betyr en høy grad av ionisering ved fysiologisk pH. Tymidin og 5-hmdUrd viser ikke en slik ionisering, og det kan forklare lav mutagenisitet av 5-hmdUrd (Tabell 4B).

	I tillegg til at 5-fodUrd induserer A(T ( G(C- og G(C ( A(T-transisjonsmutasjoner har vi nå vist at 5-fodUrd også induserer G(C ( T(A-, G(C ( C(G- og A(T ( C(G-transversjoner. Disse transversjonsmutasjonene kan forklares hvis 5-foU kan basepare med C i tillegg til A og G som tidligere nevnt (Fig. 12A). En sannsynlig baseparing mellom 5-foU og C er vist i Fig. 12B og består av to hydrogenbindinger; mellom O4 i 5-foU og et av hydrogenatomene i aminogruppen til cytosin, og mellom H3 i 5-foU og N3 i cytosin. Vi har også påvist at 5-fodUrd induserer A(T ( T(A-transversjoner, som kan forklares hvis 5-foU kan basepare 

med T i tillegg til A (Fig. 13A), og en sannsynlig baseparing mellom 5-foU og T er vist i Fig. 13B. Både baseparingen med C og T kan skape en ugunstig elektrostatisk frastøtning mellom de to oksygenatomene i 2-posisjon, men på liknende måte som for 5-foU(G-baseparet, kan denne tenkes å bli nøytralisert av et vannmolekyl (Fig. 12B og 13B). 

	Vår undersøkelse er den første som viser at et oksidert deoksynukleosid (eller base) kan indusere alle typer basesubstitusjoner i DNA. En naturlig konklusjon å trekke er derfor, at dannelse av 5-foU bidrar til alle typer basesubstitusjoner i en celle utsatt for oksidativt stress (Tabell 8). Økningen i mutasjonsfrekvensen ved tilsetning av 5-fodUrd til vekstmediet var opptil en størrelsesorden høyere enn tidligere rapportert for 8-oksydeoksyguanosin fra liknende studier i E. coli (Bruskov et al., 1992). Dette kan tyde på at 5-foU er minst like mutagent som 8-oxoG, og forklarer cellenes behov for å fjerne 5-foU fra DNA (Bjelland et al., 1994, 1995; Zhang et al., 1995).
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FIG. 11  (A) Antatte modeller for dannelse av A•T ( G•C- og G•C ( A•T- transisjonsmutasjoner indusert av 5-fodUrd.
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FIG. 11 (forts.)  (B) Tenkt baseparing mellom 5-foU og adenin eller guanin som forklarer modellene foreslått i A [Basert på resultatene til Sowers et al. (1988, 1989) på FU og BrU]. Overgangen (av 5-foU) fra keto til ionisert (anionisk) form øker med økende pH; mens likevekten mellom keto- og enol-tautomerene, som er forskjøvet mot ketoformen, er pH-uavhengig. 5-foU•A-baseparet og 5-foU•G-“wobble”-paret dannes fra ketoformen av 5-foU. Baseparingen mellom enolformen av halouracilene og G ble ikke observert, men kan være mulig i DNA in vivo. Frastøtningen mellom de to oksygenatomene i det ioniserte baseparet kan motvirkes av et vannmolekyl.
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FIG. 12  (A) Antatte modeller for dannelse av A•T ( C•G-, G•C ( T•A- og G•C ( C•G-transversjonsmutasjoner indusert av 5-fodUrd. (B) Forslag til baseparing mellom 5-foU og cytosin som, sammen med baseparingen mellom 5-foU og guanin eller adenin som vist i Fig. 11B, kan forklare modellene foreslått i A. Frastøtningen mellom de to oksygenatomene i 5-foU•C-baseparet kan nøytraliseres av et vannmolekyl.
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FIG. 13  (A) Antatte modeller for dannelse av A•T ( T•A-transversjonsmutasjoner indusert av 5-fodUrd. (B) Forslag til baseparing mellom 5-foU og tymin som kan forklare modellene foreslått i A. Frastøtningen mellom de to oksygenatomene i 5-foU(T-baseparet kan nøytraliseres av et vannmolekyl.

�TABELL 8  Baseskader som antas å bidra signifikant til dannelse av basesubstitusjoner in vivo basert på studier av E. coli

(Fra Bjelland et al., upublisert manuskript)

���Base substitution�Mutagenic base lesions�����A•T(C•G�5-foU, 8-oxoG, 5-OHU*, [8-oxoA]��G•C(A•T�5-foU, 5-OHC, 5-OHU*, [8-oxoG]                  	��G•C(C•G�5-foU, 5-OHU*��G•C(T•A�5-foU, 8-oxoG��A•T(T•A�5-foU 			��A•T(G•C�5-foU, 5-OHC*, [8-oxoA]�����Skadene som induserer den respektive basesubstitusjonen både direkte ved oksidasjon av DNA og indirekte ved inkorporering i DNA, er skrevet med fet skrift. De andre skadene kan bare indusere den angitte mutasjonen ved inkorporering.

*:   sluttet fra in vitro-data (Purmal et al.,1994a)

[]:  gjelder bare for mammalske celler

Dataene som omhandler 8-oxoA er hentet fra Kamiya et al. (1995)

�FORKORTELSER





AP:		apurinisk/apyrimidinisk

BER:		baseutkuttingsreparasjon (“base excision repair”)

BrU:		5-bromuracil

5-fodUrd:	5-formyldeoksyuridin

5-fodUrdMP:	5-formyldeoksyuridinmonofosfat

5-fodUrdTP:	5-formyldeoksyuridintrefosfat

5-foU:		5-formyluracil

5-foUrd:	5-formyluridin

FU:		5-fluoruracil

5-hmdUrd:	5-hydroksymetyldeoksyuridin

5-hmU:	5-hydroksymetyluracil

5-hmUrd:	5-hydroksymetyluridin

HPRT:		“hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase”

ib:		ikke bestemt

k:		kontaminert

5-OHC:	5-hydroksycytosin

5-OHU:	5-hydroksyuracil

8-oxoA:	8-oksy-7,8-dihydroadenin

8-oxoG:	8-oksy-7,8-dihydroguanin

++:		for sterk vekst, bakterieantall ikke bestemt
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�APPENDIKS





FORSØKSREKKE 1





Utført av:		FP

Bakteriestamme:	104

Mutagenese:		0,1 mM 5-fodUrd

			Rør tilsatt 5-fodUrd: fra 24.07 til 26.07.  Totalt 41,5 t

			Rør uten 5-fodUrd: fra 24.07 til 25.07.  Totalt 23 t

Merknader:		Ingen synlig vekst i rør tilsatt 5-fodUrd etter 1 døgn. Fikk vekst 			neste dag.





Kolonier på glukoseplatene:



Plate�10-5�10-6�10-7�10-8��G 104�261�294�42�39�0�5�0�1��G 104f�56�64�4�6�1�0�0�0��

Kolonier på laktoseplatene:



Plate��L 104�0�0�0�2��L 104f�3�3�3�3��

Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�Bakt./100 (l

(x108)�Plate�Mut./100 (l�Mut.frekvens

(x10-8)��G 104�0,36�L 104�0,5�  1,38��G 104f�0,057�L 104f�3�52,63���FORSØKSREKKE 2





Utført av:		FP

Bakteriestammer:	103, 104

Mutagenese:		0,1 mM 5-fodUrd

			Fra 08.08 til 09.08.  Totalt 26,1 t





Kolonier på glukoseplatene:



Plate�10-6�10-7�10-8��G 103a�++��++��124�94��G 103af�120�135�13�9�1�0��G 103b�++��84�98�7�16��G 103bf�93�92�13�8�1���G 104a�++��64�58�5�5��G 104af�85�85�103�10��0���G 104b�217�160�32�18�21�4��G 104bf�99�89�5�6����

Kolonier på laktoseplatene:



Plate��L 103a�1�1�2�2��L 103af�0�0�0�0��L 103b�5�1�0�0��L 103bf�0�0�0�0��L 104a�2�2�1�0��L 104af�7�1�2�4��L 104b�1�2�2�1��L 104bf�1�6�3�2���Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�Bakt./100 (l

(x108)�Plate�Mut./100 (l�Mut.frekvens

(x10-8)��G 103a�109�L 103a�1,5�0,014��G 103af�    1,22�L 103af�0�0��G 103b�    9,9�L 103b�1,5�0,15��G 103bf�    0,97�L 103bf�0�0��G 104a�    5,73�L 104a�1,25�0,22   ��G 104af�    0,93�L104af�3,5�3,76   ��G 104b�    2,19�L 104b�1,5�0,68   ��G 104bf�    0,81�L 104bf�3�3,7    ���FORSØKSREKKE 3



Utført av:		HÅ, FP

Bakteriestamme:	105

Overnattskultur:	Fra 28.08 kl.16.00 til 29.08 kl.09.30.  Totalt 17,5 t

Mutagenese: 		0,1 mM 5-fodUrd

			Fra 29.08 kl.13.00 til 30.08 kl.10.45.  Totalt 21,75 t

Platene v/37(C:	Fra 30.08 kl.16.45

Merknad:		Utført på mikrobiologi-laboratoriet (kurssal)



Kolonier på glukoseplatene (ble talt 01.09 kl.13.30; etter 1,86 døgn):



Plate�10-6�10-7�10-8��G 105a�88�84�13�4�1�2��G 105af�k�k�8�6�0�1��G 105b�67�65�k�7�2�0��G 105bf�++�++�72�73�8�7��G 105c�90�k�4�6�2�1��G 105cf�83�95�9�k�k�k��

Kolonier på laktoseplatene (ble talt 03.09 kl.12.00; etter 3,8 døgn):



Plate��L 105a�3�1�k�3��L 105af�2�4�5�1��L 105b�6�5�0�0��L 105bf�2�1�5�1��L 105c�8�11�6�5��L 105cf�1�9�7�1��

Beregnet bakterier/100 (l, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�Bakterier/100 (l (x108)�Plate�Mutanter/100 (l�Mutasjonsfrekvens (x10-8)��G 105a�0,86�L 105a�2,33�  2,72��G 105af�0,7�L 105af�3�  4,29��G 105b�0,66�L 105b�2,75�  4,17��G 105bf�7,33�L 105bf�2,25�  0,31��G 105c�0,7�L 105c�7,5�10,71��G 105cf�0,89�L 105cf�4,5�  5,04���FORSØKSREKKE 4





Utført av:		HÅ

Bakteriestamme:	105

Overnattskultur:	Fra 02.09 kl.14.30 til 03.09 kl.07.30.  Totalt 17 t

Mutagenese: 		0,1 mM 5-fodUrd

			Fra 03.09 kl.11.30 til 04.09 kl.08.45.  Totalt 21,25 t

Platene v/37(C:	Fra 04.09 kl.13.30

Merknad:		Lite vekst i 105cf





Kolonier på glukoseplatene (ble talt 06.09 kl.13.00; etter 1,98 døgn):



Plate�10-6�10-7�10-8��G 105a�96�95�12�9�1�4��G 105af�79�74�7�11�0�1��G 105b�148�150�18�16�4�1��G 105bf�93�139�17�10�0�0��G 105c�74�146�7�11�1�1��G 105cf�0�0�0�0�0�0��

Kolonier på laktoseplatene (ble talt 08.09 kl.13.30; etter 4 døgn):



Plate��L 105a�5�4�11�4��L 105af�1�4�4�7��L 105b�12�4�7�3��L 105bf�4�6�2�4��L 105c�5�7�5�7��L 105cf�1�2�3�1��

Beregnet bakterier/100 (l, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�Bakterier/100 (l (x108)�Plate�Mutanter/100 (l�Mutasjonsfrekvens (x10-8)��G 105a�0,99�L 105a�6�6,08��G 105af�0,81�L 105af�4�4,94��G 105b�1,6�L 105b�6,5�4,08��G 105bf�1,26�L 105bf�4�3,19��G 105c�1,37�L 105c�6�4,39��G 105cf�ib�L 105cf�1,75�ib���FORSØKSREKKE 5





Utført av:		SHS

Bakteriestammer:	102, 104

Mutagenese:		0,1 mM 5-fodUrd

			Fra 03.09 til 04.09.  Totalt 22,5 t

Merknad:		Platet ut på 4 skåler pr. fortynning





Kolonier på glukoseplatene:



Plate�10-6�10-7�10-8��G 102�111�110�25�11�1�2��G 102f�46�52�4�4�0�2��G 104�116

108�105

92�12

10�16

13�0

1�1

3��G 104f�96

80�91

111�6

8�15

8�0

2�2

2��

Kolonier på laktoseplatene:



Plate��L 102�9�3�������L 102f�8�3�1������L 104�6�6�3�4�����L 104f�7�5�3�3�3�3�1��

Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�Bakt./100 (l

(x108)�Plate�Mut./100 (l�Mut.frekvens (x10-8)��G 102�1,45�L 102�6�4,14��G 102f�0,46�L 102f�4�8,7��G 104�1,16�L 104�4,75�4,1��G 104f�0,94�L 104f�3,57�3,8���FORSØKSREKKE 6





Utført av:		HÅ

Bakteriestamme:	103

Overnattskultur:	Fra 08.09 kl.14.30 til 09.09 kl.08.15.  Totalt 17,75 t

Mutagenese: 		0,1 mM 5-fodUrd

			Fra 09.09 kl.11.45 til 10.09 kl.08.15.  Totalt 20,5 t

Platene v/37(C:	Fra 10.09 kl.12.15

Merknader:		Ingen vekst i rør 103a (overnattskulturen)

			5-fodUrd ikke helt opptint



Kolonier på glukoseplatene (ble talt 12.09 kl.08.30; etter 1,84 døgn):



Plate�10-6�10-7�10-8��G 103b�101�103�8�10�2�1��G 103bf�85�74�5�11�0�1��G 103c�129�122�11�1710�2�0��G 103cf�115�98�15�13�0�1��

Kolonier på laktoseplatene (ble talt 14.09 kl.13.30; etter 4,05 døgn):



Plate��L 103b�9�10�8�8��L 103bf�2�2�4�1��L 103c�4�9�3�9��L 103cf�2�4�8�14��

Beregnet bakterier/100 (l, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�Bakterier/100 (l (x108)�Plate�Mutanter/100 (l�Mutasjonsfrekvens (x10-8)��G 103b�0,98�L 103b�8,75�8,93��G 103bf�0,8�L 103bf�2,25�2,82��G 103c�1,33�L 103c�6,25�4,71��G 103cf�1,23�L 103cf�7�5,68���FORSØKSREKKE 7





Utført av:		SHS

Bakteriestamme:	104

Mutagenese:		0,1 mM 5-fodUrd

			Fra 20.09 til 21.09.  Totalt 24,25 t





Kolonier på glukoseplatene:



Plate�10-6�10-7�10-8��G 104�207�197�77�122�93�120��G 104f�301�108�30�28�5�5��

Kolonier på laktoseplatene:



Plate��L 104�0�2�0�3�0��L 104f�1�0�0�0���

Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�Bakt./100 (l

(x108)�Plate�Mut./100 (l�Mut.frekvens

(x10-8)��G 104�31,23�L 104�1�0,032��G 104f�  3,45�L 104f�0,25�0,072���FORSØKSREKKE 8





Utført av:		HÅ

Bakteriestamme:	101

Overnattskultur:	Fra 22.09 kl.14.45 til 23.09 kl.08.45.  Totalt 18 t

Mutagenese: 		0,1 mM 5-fodUrd

			Fra 23.09 kl.13.45 til 24.09 kl.10.30.  Totalt 20,75 t

Platene v/37(C:	Fra 24.09 kl.16.00





Kolonier på glukoseplatene (ble talt 26.09 kl.09.00; etter 1,71 døgn):



Plate�10-6�10-7�10-8��G 101a�170�196�24�22�3�0��G 101af�93�100�22�8�1�0��G 101b�20�16�0�1�0�1��G 101bf�109�122�10�17�3�2��G 101c�2�3�0�0�0�0��G 101cf�19�27�5�0�0�0��

Kolonier på laktoseplatene (ble talt 28.09 kl.14.00; etter 3,92 døgn):



Plate��L 101a�0�1�1�0��L 101af�4�2�1�3��L 101b�0�0�0�0��L 101bf�2�1�1�0��L 101c�0�1�0�0��L 101cf�0�0�0�0��

Beregnet bakterier/100 (l, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�Bakterier/100 (l (x108)�Plate�Mutanter/100 (l�Mutasjonsfrekvens (x10-8)��G 101a�2,07�L 101a�0,5�  0,24��G 101af�1,23�L 101af�2,5�  2,03��G 101b�0,18�L 101b�0�  0��G 101bf�1,25�L 101bf�1�  0,8��G 101c�0,025�L 101c�0,25�10��G 101cf�0,23�L 101cf�0�  0���FORSØKSREKKE 9





Utført av:		HÅ

Bakteriestamme:	101

Overnattskultur:	Fra 24.09 kl.16.00 til 25.09 kl.07.30.  Totalt 15,5 t

Mutagenese: 		0,1 mM 5-fodUrd

			Fra 25.09 kl.11.45 til 26.09 kl.11.00.  Totalt 23,25 t

Platene v/37(C:	Fra 26.09 kl.14.00

Merknad:		Ikke synlig vekst i rør 101af, 101b, 101bf og 101cf





Kolonier på glukoseplatene (ble talt 28.09 kl.14.00; etter 2 døgn):



Plate�10-6�10-7�10-8��G 101a�74�53�5�11�0�0��G 101c�114�100�++�14�18�1��

Plate�10-2�10-3�10-4��G 101af�0�0�0�0�0�0��G 101cf�0�0�0�0�0�0��

Kolonier på laktoseplatene (ble talt 30.09 kl.12.30; etter 3,94 døgn):



Plate��L 101a�1�0�0�1��L 101af�0�0�0�0��L 101c�1�0�2�0��L 10cf�0�0�0�0��

Beregnet bakterier/100 (l, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�Bakterier/100 (l (x108)�Plate�Mutanter/100 (l�Mutasjonsfrekvens (x10-8)��G 101a�0,47�L 101a�0,5�1,06��G 101af�0�L 101af�0�ib��G 101c�1,18�L 101c�0,75�0,64��G 101cf�0�L 101cf�0�ib���FORSØKSREKKE 10





Utført av:		HÅ

Bakteriestamme:	105

Overnattskultur:	Fra 13.10 kl.10.00 til 14.10 kl.07.30.  Totalt 21,5 t

Mutagenese:		0,1 mM 5-fodUrd

			Fra 14.10 kl.10.45 til 15.10 kl.08.45.  Totalt 22 t

Platene v/37(C:	Fra 15.10 kl.13.30

Merknad:		God vekst i alle rør





Kolonier på glukoseplatene (ble talt 17.10 kl.07.30; etter 1,75 døgn):



Plate�10-6�10-7�10-8��G 105a�195�206�17�15�3�3��G 105af�134�110�11�18�1�0��G 105b�207�169�23�20�0�3��G 105bf�117�123�8�12�0�3��G 105c�210�203�24�22�5�2��G 105cf�150�128�7�15�0�3��

Kolonier på laktoseplatene (ble talt 19.10 kl.15.45; etter 4,09 døgn):



Plate��L 105a�0�1�2�2��L 105af�0�1�1�2��L 105b�1�0�0�0��L 105bf�1�1�2�2��L 105c�1�2�0�1��L 105cf�1�1�0�0��

Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�Bakterier/100 µl (x108)�Plate�Mutanter/100 µl�Mutasjonsfrekvens (x10-8)��G 105a�1,8�L 105a�1,25�0,69��G 105af�1,34�L 105af�1�0,75��G 105b�2,02�L 105b�0,25�0,12��G 105bf�1,1�L 105bf�1,5�1,36��G 105c�2,18�L 105c�1�0,46��G 105cf�1,25�L 105cf�0,5�0,4���FORSØKSREKKE 11





Utført av:		HÅ

Bakteriestamme:	105

Overnattskultur:	Fra 14.10 kl.12.30 til 15.10 kl.07.30.  Totalt 19 t

Mutagenese:		0,1 mM 5-fodUrd

			Fra 15.10 kl.10.30 til 16.10 kl.08.15.  Totalt 21,75 t

Platene v/37(C:	Fra 16.10 kl.13.00

Merknad:		God vekst i alle rør





Kolonier på glukoseplatene (ble talt 18.10 kl.11.30; etter 1,94 døgn):



Plate�10-6�10-7�10-8��G 105a�175�168�21�21�2�2��G 105af�159�144�22�9�1�3��G 105b�180�171�24�32�5�1��G 105bf�156�110�6�12�3�0��G 105c�157�201�31�22�0�2��G 105cf�168�156�13�26�4�4��

Kolonier på laktoseplatene (ble talt 20.10 kl.17.00; etter 4,17 døgn):



Plate��L 105a�2�3�3�1��L 105af�2�1�0�1��L 105b�0�1�2�0��L 105bf�0�0�1�3��L 105c�0�0�1�1��L 105cf�0�2�1�1��

Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�Bakterier/100 µl (x108)�Plate�Mutanter/100 µl�Mutasjonsfrekvens (x10-8)��G 105a�1,91�L 105a�2,25�1,18��G 105af�1,53�L 105af�1�0,66��G 105b�2,28�L 105b�0,75�0,33��G 105bf�1,19�L 105bf�1�0,84��G 105c�2,22�L 105c�0,5�0,23��G 105cf�1,79�L 105cf�1�0,56���FORSØKSREKKE 12





Utført av:		HÅ

Bakteriestamme:	105

Overnattskultur:	Fra 19.10 kl.16.30 til 20.10 kl.16.00.  Totalt 23,5 t

Mutagenese:		0,1 og 0,13 mM 5-fodUrd

			Fra 20.10 kl.18.15 til 21.10 kl.15.45.  Totalt 21,5 t

Platene v/37(C:	Fra 21.10 kl.19.00

Merknad:		Mindre vekst i rør 105cf





Kolonier på glukoseplatene (ble talt 23.10 kl.08.30; etter 1,56 døgn):



Plate�5-fodUrd (mM)�10-6�10-7��G 105a�0�147�145�11�10��G 105af�0,1�153�146�10�21��G 105b�0�129�134�12�14��G 105bf�0,13�151�157�14�24��G 105c�0�++�++�206�233��G 105cf�0,13�603�648�67�60��

Kolonier på laktoseplatene (ble talt 25.10 kl.08.45; etter 3,57 døgn):



Plate�5-fodUrd (mM)��L 105a�0�0�1�2�0��L 105af�0,1�4�0�1�0��L 105b�0�0�1�0�3��L 105bf�0,13�0�1�0�2��L 105c�0�0�0�1�2��L 105cf�0,13�2�0�0�0��

Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�5-fodUrd (mM)�Bakt./100 µl (x108)�Plate�Mut./100 µl�Mut.frekvens (x10-8)��G 105a�0�  1,32�L 105a�0,75�0,57��G 105af�0,1�  1,51�L 105af�1,25�0,83��G 105b�0�  1,31�L 105b�1�0,76��G 105bf�0,13�  1,66�L 105bf�0,75�0,45��G 105c�0�21,95�L 105c�0,75�0,034��G 105cf�0,13�  6,3�L 105cf�0,5�0,079���FORSØKSREKKE 13





Utført av:		SHS

Bakteriestammer:	103, 105

Mutagenese:		0,05 og 0,1 mM 5-fodUrd

			Fra 23.10 til 24.10.  Totalt 22,5 t





Kolonier på glukoseplatene (ble talt 26.10):



Plate�5-fodUrd (mM)�10-6�10-7�10-8��G 103�0�190�171�20�20�2�5��G 103f�0,05�275�290�55�28�4�6��G 105�0�214�246�23�25�9�3��G 105f�0,1�227�202�16�10�4�2��

Kolonier på laktoseplatene (ble talt 28.10):



Plate�5-fodUrd (mM)��L 103�0�7�5�4�2��L 103f�0,05�0�7�3�3��L 105�0�2�1�1�1��L 105f�0,1�2�1�1�0��

Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�5-fodUrd (mM)�Bakt./100 (l

(x108)�Plate�Mut./100 (l�Mut.frekvens

(x10-8)��G 103�0�2,22�L 103�4,5�2,03��G 103f�0,05�3,79�L 103f�3,25�0,86��G 105�0�2,35�L 105�1,25�0,53��G 105f�0,1�1,72�L 105f�1�0,58���FORSØKSREKKE 14





Utført av:		HÅ

Bakteriestamme:	105

Overnattskultur:	Fra 27.10 kl.18.15 til 28.10 kl.07.30.  Totalt 13,25 t

Mutagenese:		0,17 og 0,2 mM 5-fodUrd

			Fra 28.10 kl.11.00 til 29.10 kl.09.00.  Totalt 22 t

Platene v/37(C:	Fra 29.10 kl.13.00

Merknad:		Liten vekst i rør 105bf





Kolonier på glukoseplatene (ble talt 31.10 kl.09.30; etter 1,85 døgn):



Plate�5-fodUrd (mM)�10-6�10-7��G 105a�0�182�167�19�19��G 105af�0,17�122�103�9�7��G 105b�0�197�196�19�19��G 105bf�0,17�128�114�19�11��G 105c�0�184�181�28�22��G 105cf�0,2�98�108�9�5��

Kolonier på laktoseplatene (ble talt 02.10 kl.10.30; etter 3,9 døgn):



Plate�5-fodUrd (mM)��L 105a�0�1�0�0�1��L 105af�0,17�0�1�0�0��L 105b�0�0�1�0�0��L 105bf�0,17�0�2�1�1��L 105c�0�0�0�3�1��L 105cf�0,2�1�0�2�0��

Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�5-fodUrd (mM)�Bakt./100 µl (x108)�Plate�Mut./100 µl�Mut.frekvens (x10-8)��G 105a�0�1,75�L 105a�0,5�0,29��G 105af�0,17�1,13�L 105af�0,25�0,22��G 105b�0�1,97�L 10b�0,25�0,13��G 105bf�0,17�1,21�L 105bf�1�0,83��G 105c�0�1,83�L 105c�1�0,55��G 105cf�0,2�1,03�L 105cf�0,75�0,73���FORSØKSREKKE 15





Utført av:		SHS

Bakteriestammer:	101, 104

Mutagenese:		0,17 mM 5-fodUrd

			Fra 28.10 til 29.10.  Totalt 22,5 t

Merknad:		Mindre vekst i rør tilsatt 5-fodUrd





Kolonier på glukoseplatene:



Plate�10-6�10-7��G 101a�152�151�14�20��G 101af�66�67�9�7��G 101b�131�118�12�9��G 101bf�43�81�8�9��G 101c�181�192�19�17��G 101cf�62�62�8�4��G 104a�77�86�2�11��G 104af�54�54�7�3��G 104b�71�68�8�11��G 104bf�59�64�6�6��G 104c�95�86�9�11��G 104cf�54�52�8�4��

Kolonier på laktoseplatene:



Plate��L 101a�1�0�0�0��L 101af�1�0�0���L 101b�1�1�1�0��L 101bf�1�0�0�0��L 101c�4�0�0�0��L 101cf�2�0�0���L 104a�1�4�4�3��L 104af�4�5�6�1��L 104b�1�1�6�5��L 104bf�0�1�4�0��L 104c�2�2�1�0��L 104cf�1�2�2�2���Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�Bakt./100 (l

(x108)�Plate�Mut./100 (l�Mut.frekvens

(x10-8)��G 101a�1,58�L 101a�0,25�0,16��G 101af�0,71�L 101af�0,33�0,47��G 101b �1,18�L 101b�0,75�0,64��G 101bf�0,7�L 101bf�0,25�0,36��G 101c�1,84�L 101c�1�0,54��G 101cf�0,61�L 101cf�0,67�1,09��G 104a�0,91�L 104a�3�3,3��G 104af�0,53�L 104af�4�7,55��G 104b�0,78�L 104b�3,25�4,17��G 104bf�0,61�L 104bf�1,25�2,05��G 104c�0,94�L 104c�1,25�1,33��G 104cf�0,55�L 104cf�1,75�3,18���FORSØKSREKKE 16





Utført av:		HÅ

Bakteriestamme:	105

Overnattskultur:	Fra 28.10 kl.14.00 til 29.10 kl.07.30.  Totalt 17,5 t

Mutagenese:		0,23, 0,29 og 0,33 mM 5-fodUrd

			Fra 29.10 kl.11.00 til 30.10 kl.08.30.  Totalt 21,5 t

Platene v/37(C:	Fra 30.10 kl.12.30

Merknad:		Liten vekst i rør tilsatt 5-fodUrd





Kolonier på glukoseplatene (ble talt 01.11 kl.08.00; etter 1,81 døgn):



Plate�5-fodUrd (mM)�10-6�10-7��G 105a�0�200�202�18�26��G 105af�0,23�113�91�8�12��G 105b�0�175�205�16�23��G 105bf�0,29�103�98�9�14��G 105c�0�182�195�15�18��G 105cf�0,33�80�78�7�4��

Kolonier på laktoseplatene (ble talt 03.11 kl.16.30; etter 4,13 døgn):



Plate�5-fodUrd (mM)��L 105a�0�1�0�1�2��L 105af�0,23�1�3�2�1��L 105b�0�1�3�2�1��L 105bf�0,29�2�1�1�1��L 105c�0�1�1�1�0��L 105cf�0,33�0�1�1�2��

Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�5-fodUrd (mM)�bakt./100 µl (x108)�Plate�Mut./100 µl�Mut.frekvens (x10-8)��G 105a�0�2,01�L 105a�1�0,5��G 105af�0,23�1,02�L 105af�1,75�1,72��G 105b�0�1,9�L 105b�1,75�0,92��G 105bf�0,29�1,01�L 105bf�1,25�1,24��G 105c�0�1,86�L 105c�0,75�0,4��G 105cf�0,33�0,79�L 105cf�1�1,27���FORSØKSREKKE 17





Utført av:		SHS

Bakteriestammer:	101, 104

Mutagenese:		0,13 og 0,17 mM 5-fodUrd

			Fra 30.10 til 31.10.  Totalt 22,5 t

Merknad:		Tydelig mindre vekst i rør tilsatt 5-fodUrd





Kolonier på glukoseplatene:



Plate�5-fodUrd (mM)�10-6�10-7�10-8��G 101a�0�146�103�13�12�0�1��G 101af�0,13�85�72�7�9�3�2��G 101b�0�112�102�11�11�2�0��G 101bf�0,17�8�11�1�1�0�0��G 104a�0�44�56�15�4�0�0��G 104af�0,13�45�58�5�6�1�0��G 104b�0�100�88�7�8�1�0��G 104bf�0,17�38�60�3�6�7�1�0��

Kolonier på laktoseplatene:



Plate�5-fodUrd (mM)��L 101a�0�1�0�0�0��L 101af�0,13�1�0�0�0��L 101b�0�1�0�0�0��L 101bf�0,17�3�1�0�0��L 104a�0�4�1�4�1��L 104af�0,13�5�1�1�0��L 104b�0�8�1�1�1��L 104bf�0,17�1�2�2�1���Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�5-fodUrd (mM)�Bakt./100 (l

(x108)�Plate�Mut./100 (l�Mut.frekvens

(x10-8)��G 101a�0�1,25�L 101a�0,25�  0,2��G 101af�0,13�0,79�L 101af�0,25�  0,32��G 101b�0�1,09�L 101b�0,25�  0,23��G 101bf�0,17�0,095�L 101bf�1�10,53��G 104a�0�0,5�L 104a�2,5�  5��G 104af�0,13�0,53�L 104af�1,75�  3,3��G 104b�0�0,88�L 104b�2,75�  3,13��G 104bf�0,17�0,5�L 104bf�1,5�  3���FORSØKSREKKE 18





Utført av:		SHS

Bakteriestammer:	101, 102

Mutagenese:		0,13 og 0,23 mM 5-fodUrd

			Fra 05.11 til 06.11.  Totalt 22,5 t





Kolonier på glukoseplatene:



Plate�5-fodUrd (mM)�10-6�10-7��G 101�0�121�92�11�9��G 101f�0,23�84�68�5�6��G 102a�0�126�113�16�13��G 102af�0,13�100�94�6�11�7��G 102b�0�85�86�12�5��G 102bf�0,23�36�23�2�3��

Kolonier på laktoseplatene:



Plate�5-fodUrd (mM)��L 101�0�2�1�3�2��L 101f�0,23�1�1�1�2��L 102a�0�2�2�2�0��L 102af�0,13�1�0�0�0��L 102b�0�1�0�1�1��L 102bf�0,23�0�0�0�0��

Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�5-fodUrd (mM)�Bakt./100 (l

(x108)�Plate�Mut./100 (l�Mut.frekvens

(x10-8)��G 101�0�1,04�L 101�2�1,92��G 101f�0,23�0,69�L 101f�1,25�1,81��G 102a�0�1,28�L 102a�1,5�1,17��G 102af�0,13�0,91�L 102af�0,25�0,28��G 102b�0�0,85�L 102b�0,75�0,88��G 102bf�0,23�0,28�L 102bf�0�0���FORSØKSREKKE 19





Utført av:		HÅ, FP

Bakteriestamme:	105

Overnattskultur:	Fra 06.11 kl.15.00 til 07.11 kl.07.30.  Totalt 16,5 t

Mutagenese:		0,34 og 0,38 mM 5-fodUrd

			Fra 07.11 kl.11.00 til 08.11 kl.07.00.  Totalt 20 t

Platene v/37(C:	Fra 08.11 kl.12.15

Merknad:		Liten vekst i rør tilsatt 5-fodUrd





Kolonier på glukoseplatene (ble talt 10.11 kl.16.00; etter 2,16 døgn):



Plate�5-fodUrd (mM)�10-5�10-6�10-7��G 105a�0���224�227�23�21��G 105af�0,34�284�259�37�33�8�4��G 105b�0���205�175�13�16��G 105bf�0,34�341�305�52�32�5�4��G 105c�0���184�161�19�18��G 105cf�0,38�54�60�4�9�0�1��G 105d�0���184�161�24�20��G 105df�0,38�99�103�9�11�0�1��

Kolonier på laktoseplatene (ble talt 12.11 kl.07.15; etter 3,79 døgn):



Plate�5-fodUrd (mM)��L 105a�0�0�0�0�0��L 105af�0,34�2�0�0�1��L 105b�0�0�0�0�0��L 105bf�0,34�0�1�2�1��L 105c�0�0�0�0�0��L 105cf�0,38�4�0�0�2��L 105d�0�0�0�1�1��L 105df�0,38�1�0�0�0���Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�5-fodUrd (mM)�Bakt./100 µl (x108)�Plate�Mut./100 µl�Mut.frekvens (x10-8)��G 105a�0�2,26�L 105a�0�  0��G 105af�0,34�0,31�L 105af�0,75�  2,41��G 105b�0�1,9�L 105b�0�  0��G 105bf�0,34�0,36�L 105bf�1�  2,81��G 105c�0�1,73�L 105c�0�  0��G 105cf�0,38�0,057�L 105cf�1,5�26,32��G 105d�0�1,73�L 105d�0,5�  0,29��G 105df�0,38�0,1�L 105df�0,25�  2,48���FORSØKSREKKE 20





Utført av:		HÅ

Bakteriestammer:	102, 105

Overnattskultur:	Fra 10.11 kl.17.30 til 11.11 kl.07.45.  Totalt 14,25 t

Mutagenese:		0,3 og 0,4 mM 5-fodUrd

			Fra 11.11 kl.11.30 til 12.11 kl.07.45.  Totalt 20,25 t

Platene v/37(C:	Fra 12.11 kl.11.45

Merknad:		Ingen synlig vekst i rør 105bf og 102cf





Kolonier på glukoseplatene (ble talt 14.11 kl.08.30; etter 1,86 døgn):



Plate�5-fodUrd (mM)�10-5�10-6�10-7��G 105�0���184�202�16�18��G 105f�0,4�530�492�42�69�8�11��G 102�0���78�77�4�6��G 102f�0,3�509�464�45�59�5�6��

Kolonier på laktoseplatene (ble talt 16.11 kl.13.45; etter 4,08 døgn):



Plate�5-fodUrd (mM)��L 105�0�0�0�0�0��L 105f�0,4�1�0�0�2��L 102�0�1�0�0�3��L 102f�0,3�1�4�2�2��

Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�5-fodUrd (mM)�Bakt./100 µl (x108)�Plate�Mut./100 µl�Mut.frekvens (x10-8)��G 105�0�1,93�L 105�0�0��G 105f�0,4�0,53�L 105f�0,75�1,43��G 102�0�0,78�L 102�1�1,29��G 102f�0,3�0,5�L 102f�2,25�4,52���FORSØKSREKKE 21





Utført av:		HÅ

Bakteriestammer:	101, 104, 105

Overnattskultur:	Fra 17.11 kl.14.30 til 18.11 kl.07.30.  Totalt 17 t

Mutagenese:		0,2, 0,3 og 0,4 mM 5-fodUrd

			Fra 18.11 kl.11.00 til 19.11 kl.08.30.  Totalt 21,5 t

Platene v/37(C:	Fra 19.11 kl.12.15

Merknader:		Ingen synlig vekst i rør 105bf og 104ef. Minimal vekst i de 			andre rørene tilsatt 5-fodUrd. Delte G 104f- og G 101df-platene 			i sektorer for å telle koloniene.





Kolonier på glukoseplatene (ble talt 21.11 kl.08.30; etter 1,84 døgn):



Plate�5-fodUrd (mM)�10-2�10-3�10-5�10-6�10-7��G 105�0�������84�83�8�5��G 105f�0,4���945�787��������G 101c�0�������116�115�11�13��G 101cf�0,2�����382�364�27�27����G 101d�0�������106�116�16�11��G 101df�0,3���4768�5056��������G 104�0�������167�155�26�16��G 104f�0,3�5500�7648����������

Kolonier på laktoseplatene (ble talt 23.11 kl.14.15; etter 4,08 døgn):



Plate�5-fodUrd (mM)��L 105�0�0�0�1��L 105f�0,4�0�0�0��L 101c�0�0�2�1��L 101cf�0,2�0�1�0��L 101d�0�0�0�0��L 101df�0,3�1�0�0��L 104�0�2�0�4��L 104f�0,3�3�2�4��

�Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�5-fodUrd (mM)�Bakt./100 µl (x108)�Plate�Mut./100 µl�Mut.frekvens (x10-8)��G 105�0�0,84�L 105�0,33�    0,4��G 105f�0,4�0,0087�L 105f�0�    0��G 101c�0�1,16�L 101c�1�    0,87��G 101cf�0,2�0,32�L 101cf�0,33�    1,04��G 101d�0�1,11�L 101d�0�    0��G 101df�0,3�0,049�L 101df�0,33�    6,79��G 104�0�1,61�L 104�2�    1,24��G 104f�0,3�0,0066�L 104f�3�456,34���FORSØKSREKKE 22





Utført av:		HÅ

Bakteriestammer:	101, 102, 103

Overnattskultur:	Fra 24.11 kl.14.30 til 25.11 kl.07.30.  Totalt 17 t

Mutagenese:		0,15, 0,2 og 0,3 mM 5-fodUrd

			Fra 25.11 kl.10.45 til 26.11 kl.08.00.  Totalt 21,25 t

Platene v/37(C:	Fra 26.11 kl.12.30

Merknad:		Ikke synlig vekst i rør 101f, minimal vekst i rør 103af og 103bf





Kolonier på glukoseplatene (ble talt 28.11 kl.09.00; etter 1,85 døgn):



Plate�5-fodUrd (mM)�10-3�10-4�10-5�10-6�10-7��G 101�0�������161�161�19�22��G 101f�0,3�69�60�10�9�1�0�0�0����G 102a�0�������131�142�11�14��G 102af�0,15�����518�453�60�40����G 102b�0�������164�175�21�13��G 102bf�0,2�����314�284�22�34�3�2��G 103a�0�������185�199�23�32�21��G 103af�0,15�121�134�24�15�1�1�0�0����G 103b�0�������167�200�30�23��G 103bf�0,2���689�710�85�69�10�11����

Kolonier på laktoseplatene (ble talt 30.11 kl.13.30; etter 4,04 døgn):



Plate�5-fodUrd (mM)��L 101�0�0�1�0�0��L 101f�0,3�0�0�0�0��L 102a�0�8�4�8�6��L 102af�0,15�2�0�3�3��L 102b�0�6�4�5�3��L 102bf�0,2�5�3�2�1��L 103a�0�0�0�0�0��L 103af�0,15�0�0�0�0��L 103b�0�0�0�0�0��L 103bf�0,2�0�0�0�0���Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�5-fodUrd (mM)�Bakt./100 (l

(x108)�Plate�Mut./100 (l�Mut.frekvens (x10-8)��G 101�0�1,76�L 101�0,25�0,14��G 101f�0,3�0,00065�L 101f�0�0��G 102a�0�1,37�L 102a�6,5�4,76��G 102af�0,15�0,49�L 102af�2�4,06��G 102b�0�1,7�L 102b�4,5�2,65��G 102bf�0,2�0,29�L 102bf�2,75�9,5��G 103a�0�2,12�L 103a�0�0��G 103af�0,15�0,0015�L 103af�0�0��G 103b�0�2,11�L 103b�0�0��G 103bf�0,2�0,073�L 103bf�0�0���FORSØKSREKKE 23





Utført av:		HÅ, ÅØ

Bakteriestamme:	103

Overnattskultur:	Fra 09.12 kl.12.30 til 10.12 kl.08.45.  Totalt 20,25 t

Mutagenese: 		0,1 mM 5-fodUrd

			Fra 10.12 kl.13.00 til 11.12 kl.11.00.  Totalt 22 t

Platene v/37(C:	Fra 11.12 kl.15.30

Merknad:		Lite vekst i rør 103bf, 103e og 103ef





Kolonier på glukoseplatene (ble talt 13.12 kl.09.30; etter 1,75 døgn):



Plate�10-4�10-5�10-6�10-7��G 103b�����0�0�0�0��G 103bf�16�4�2�1�0�1����G 103c�����204�195�26�14��G 103cf���++�++�194�236�19���G 103d�����255�231�36�22��G 103df���++�++�192�174�20�14��G 103e�192�197�21�22�2�2�1�0��G 103ef�13�7�1�1�0�1����G 103f�����243�296�34�44��G 103ff���++�++�255�266�25�28��

Kolonier på laktoseplatene (ble talt 15.12 kl.13.30; etter 3,92 døgn):



Plate��L 103b�0�0�0�0��L 103bf�0�0�0�0��L 103c�1�0�0�0��L 103cf�0�0�0�0��L 103d�0�0�0�0��L 103df�0�0�0�0��L 103e�0�0�0�0��L 103ef�0�0�0�0��L 103f�0�0�0�0��L 103ff�1�0�0�0���Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�Bakt./100 (l (x108)�Plate�Mut./100 (l�Mut.frekvens (x10-8)��G 103b�0�L 103b�0�0��G 103bf�0,001�L 103bf�0�0��G 103c�2�L 103c�0,25�0,13��G 103cf�2,07�L 103cf�0�0��G 103d�2,67�L 103d�0�0��G 103df�1,77�L 103df�0�0��G 103e�0,02�L 103e�0�0��G 103ef�0,001�L 103ef�0�0��G 103f�3,3�L 103f�0�0��G 103ff�2,63�L 103ff�0,25�0,095���FORSØKSREKKE 24





Utført av:		SHS

Bakteriestamme:	103

Mutagenese: 		0,125, 0,15 og 0,2 mM 5-fodUrd

			Fra 17.12 til 18.12.  Totalt 23 t





Kolonier på glukoseplatene:



Plate�5-fodUrd (mM)�10-6�10-7��G 103a�0�120�144�15�15��G 103af�0,125�104�87�9�11��G 103b�0�120�115�11�8��G 103bf�0,125�98�90�19�16��G 103c�0�70�80�9�6��G 103cf�0,15�15�8�2�2��G 103d�0�123�162�15�26��G 103df�0,2�94�86�8�9��

Kolonier på laktoseplatene:



Plate�5-fodUrd (mM)��L 103a�0�0�0�0�0��L 103af�0,125�0�0�0�0��L 103b�0�0�0�0�0��L 103bf�0,125�0�0�0�0��L 103c�0�0�0�0�0��L 103cf�0,15�0�0�0�0��L 103d�0�0�0�0�0��L 103df�0,2�0�0�0�0��

Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�5-fodUrd (mM)�Bakt./100 (l (x108)�Plate�Mut./100 (l�Mut.frekvens (x10-8)��G 103a�0�1,41�L 103a�0�0��G 103af�0,125�0,98�L 103af�0�0��G 103b�0�1,06�L 103b�0�0��G 103bf�0,125�1,35�L 103bf�0�0��G 103c�0�0,75�L 103c�0�0��G 103cf�0,15�0,16�L 103cf�0�0��G 103d�0�1,74�L 103d�0�0��G 103df�0,2�0,88�L 103df�0�0���FORSØKSREKKE 25





Utført av:		ÅØ, HÅ

Bakteriestamme:	103

Overnattskultur:	Fra 17.12 kl.14.00 til 18.12 kl.09.15.  Totalt 19,25 t

Mutagenese:		0,1 mM 5-fodUrd

			Fra 18.12 kl.12.30 til 19.12 kl.10.30.  Totalt 22 t

Platene v/37(C:	Fra 19.12 kl.13.45





Kolonier på glukoseplatene (ble talt 21.12 kl.14.15; etter 2,02 døgn):



Plate�10-6�10-7��G 103a�245�258�34�35��G 103af�183�185�24�19��G 103b�239�190�28�32��G 103bf�188�160�15�26��G 103c�200�181�24�36��G 103cf�118�144�15�13��

Kolonier på laktoseplatene (ble talt 23.12 kl.08.15; etter 3,77 døgn):



Plate��L 103a�0�0�0�0��L 103af�0�0�0�0��L 103b�0�0�0�0��L 103bf�1�0�0�0��L 103c�0�0�0�0��L 103cf�0�0�0�0��

Beregnet bakterier/100 µl, mutanter/100 µl og mutasjonsfrekvens:



Plate�Bakt./100 (l (x108)�Plate�Mut./100 (l�Mut.frekvens (x10-8)��G 103a�2,98�L 103a�0�0��G 103af�1,2�L 103af�0�0��G 103b�2,57�L 103b�0�0��G 103bf�1,9�L 103bf�0,25�0,13��G 103c�2,45�L 103c�0�0��G 103cf�1,36�L 103cf�0�0��

Mutagenisitet av 5-formyldeoksyuridin
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