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Tabela | Uszkodzenia w czasteczce DNA identyfikowane w testach bakteryjnych i eu-
kariotycznych

DNA damages identified in bacterial and eucaryotic tests
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Test na wykrywanie peknie¢ nici DNA

Pekniecia nici DNA moga powsta¢ w wyniku dziatania np. wolnych rodnikow.
Szczep E. coli MD332 posiada dwa rodzaje mutacji, jedng w genie dnaC, ktdra
zatrzymuje replikacje DNA oraz druga w genie uvrB, ktéra wplywa na system naprawy
przez wycinanie. W szczepie tym odpowiedz SOS jest indukowana w temperaturze
permisyjnej (30°C) przez réznego typu uszkodzenia DNA, podczas gdy w temperaturze
niepermisyjnej (42°C) odpowiedZz wywotywana jest jedynie przez pekniecia nici, pow-
state w wyniku dziatania wolnych rodnikéw. W szczepie E. coli MD332 dzigki fuzji
genoéw sfiA ilacZ mozna tatwo mierzy¢ odpowiedZ SOS przez prosty pomiar aktywnosci
p-galaktozydazy [55].

Test na wykrywanie uszkodzen prowadzgacych do otwarcia
pier$cienia imidazolowego puryn

Test ten pozwala okresli¢, czy badany zwigzek chemiczny moze modyfikowac puryny
w DNA poprzez otwarcie pierScieni imidazolowych w pozycji C8 i N9. Powstajg
wowczas 4,6-diamino-5- formamidopirymidyny (Fapy-adenina), 2,6-diamino-hydroksy-
5-formamidopirymidyny (Fapy-guanina) oraz 2,6-diamino-4-hydroksy-5N-metyl-for-
mamidopirymidyny (Fapy-7-metyloguanina). Wszystkie te pochodne moga powstawac
in vitro i in vivo pod wplywem promieniowania jonizujgcego, zwigzkéw alkilujacych,
utleniajacych np. mutagendw $rodowiskowych, lekéw przeciwnowotworowych. Pojawie-
nie sie w DNA Fapy-7-metyloguaniny powoduje zahamowanie replikacji i w rezultacie
efekt letalny.

Wykrywanie czynnikéw (fizycznych i chemicznych) uszkadzajacych bakteryjny DNA
polega na ocenie stopnia hamowania wzrostu szczepu E. coli z prawidtowym i uszko-
dzonym systemem naprawy przez wycinanie. Wykorzystuje sie pare szczepow izo-
genicznych - jeden z prawidtowg naprawa uszkodzen (AB1157), a drugi z uszkodzong
jedng lub kilkoma drogami naprawy np. BH20 lub BH190 [5].

Test z zastosowaniem pos$redniego gospodarza (Host-mediated
assay)

Procedura tgczy technike testu bakteryjnego z aktywacjg metaboliczng w ustroju (in
vivo) [13]. Wprowadzane do organizmu zwierzat laboratoryjnych (myszy, szczury)
bakterie S. typhimufAum czy E. coli w iniekcji dootrzewnowej narazone sg na dziatanie
zwigzku chemicznego podawanego zwierzgtom podskérnie, domiesniowo lub do-
zotagdkowo. Nastepnie bakterie (z ewentualnie powstatymi in vivo metabolitami) sg
pobierane z ptynem otrzewnowym i badane pod katem okre$lonych efektéw gene-
tycznych - np. w teScie Amesa lub w hodowlach komdérkowych. Duzg zaletg tej metody
jest mozliwos¢ okreslenia zdolnos$ci aktywacji metabolicznej (biotransformacji) zwigzku
chemicznego w organizmie ssakow.

Test CYPIA - Cytochrome P-450 Induction Assay

W procesach metabolicznej aktywacji zwigzkéw chemicznych uczestniczy szereg
enzymdw, m.in. monooksygenazy zalezne od cytochromu P-450, kt6re latwo reaguja
zmiang aktywnosci w odpowiedzi na pojawienie sie odpowiedniego substratu. Szczegolne
znaczenie w procesie biotransformacji majg ksenobiotyki indukujgce synteze roznych
form molekularnych cytochromu P-450.
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Ze wzgledu na rodzaj indukowanej formy cytochromu P-450 substancje egzogenne
zostaty podzielone na induktory typu fenobarbitalu (Pb) (indukcja cytochromu
P-4502B, wzrost procesow demetylacji), typu 3-metylocholantrenu (3-MC) (indukcja
cytochromu P-4502A (448), (wzrost szybko$ci proceséw hydroksylacji) oraz typu 16a-
karbonitrylu (indukcja innych form cytochromu niz P-450). Okres$lenie zdolnosci da-
nego zwigzku chemicznego do indukcji odpowiednich form molekularnych cytochromu
P-450 ma duze znaczenie dla oceny jego genotoksyczno$ci oraz jego szeroko pojmo-
wanej toksycznosci.

Wysoce specyficzny podwojny test CYPIA pozwala na okre$lenie przynaleznosci
badanego zwigzku do jednego z dwéch gtéwnych typow induktoréw systemu monook-
sygenaz zaleznych od cytochromu P-450 (typu Pb lub typu 3-MC). Zasada testu CYPIA
oparta jest na szeroko rozpowszechnionej technice Amesa [37]. Po kilku dniach od
podania szczurom badanego zwiazku chemicznego izoluje sie jego watrobe, ktdra stuzy¢
bedzie jako zrédto enzymow mikrosomalnych (frakcja S9). Stosuje sie jg w teScie Amesa
w celu metabolicznej aktywacji bromku etydyny lub cyklofosfamidu (oba zwigzki sg
promutagenami, tzn. wymagajg do aktywacji obecno$ci enzyméw frakcji mikrosomal-
nej). Mutagenne metabolity obu promutagenéw, powstajace w wyniku dziatania mo-
nooksygenaz zaleznych od cytochromu P-450 zaindukowanych wg typu Pb lub 3-MC
wywotujg rewersje his w badanych szczepach bakteryjnych.

Testy bakteryjne, czesto okres$lane jako testy krotkoterminowe, stuzg jedynie do
wstepnej selekcji zwigzkéw chemicznych przed dalszymi badaniami w dtugookresowych
badaniach na komdrkach i zwierzetach.

Pozwalajg ocenia¢ efekty dziatania zwigzkéw chemicznych na poziomie DNA. Zaletg
tych testdw jest to, ze sg tanie i tatwe w wykonaniu, a indukowane zmiany genetyczne
mozna zaobserwowa¢ w ciggu kilku dni. Ujemng strong jest brak w komérkach bak-
teryjnych enzyméw biorgcych udziat w metabolizmie ksenobiotykow, dlatego tez
w testach bakteryjnych konieczne jest stosowanie frakcji watrobowych enzymoéw mik-
rosomalnych (frakcja S9).

TESTY NA ORGANIZMACH EUKARIOTYCZNYCH

Testy na grzybach

Szerokie zastosowanie w badaniach wiasciwosci genotoksycznych zwigzkéw che-
micznych znajdujg szczepy drozdzy Saccharomyces oraz plesni Neurospora crassa czy
Aspergillus nidulans. Pozwalajg okresli¢, czy dany zwigzek indukuje mutacje punktowe
w DNA jadrowym i mitochondrialnym, czy tez powoduje powstawanie aneuploidii
chromosomowych, badz rekombinacji w obrebie genéw i pomiedzy genami w wyniku
nieprawidtowej mitozy i mejozy.

W przypadku mutacji punktowych wykorzystuje sie rézne systemy indukcji w
komérkach drozdzy. NajczeSciej uzywany jest system oparty na indukcji alleli genéw
regulujgcych synteze adeniny. W systemach tych uzywane sg szczepy S. cerevisiae
posiadajgce mutacje adenina-1 i adenina-2 lub szczepy S. pombe z mutacjg adenina-6
i adenina-7. Obecno$¢ tych mutacji wyraza sie wytworzeniem czerwonych kolonii
S. cerevisiae i czerwonopurpurowych kolonii Schizosaccharomyces pombe, ktdre majg
zdolno$¢ ujawniania wewngtrzkomaérkowego pigmentu w przypadku mutacji adenina-2
[70].



324 H. Czeczot, |. Rahden-Staron

Proces rekombinacji w komérkach drozdzy zwigzany jest z podziatem mitotycznym
i mejotycznym. Drozdze mogg by¢ z duzym powodzeniem wykorzystane do badania
zardwno spontanicznych, jak i indukowanych rekombinacji mitotycznych i mejotycz-
nych. Zdecydowanie wieksze znaczenie w ocenie aktywnos$ci mutagennej zwigzkow
chemicznych majg uszkodzenia mitotyczne. Moga by¢ wykrywane zaréwno rekombi-
nacje pomiedzy genami (mitotyczny crosing-over) jak i w obrebie genu (konwersja
genowa).

Testy z zastosowaniem muszki owocowej Drosophila melanogaster

Komérki somatyczne i piciowe muszki owocowej znalazty zastosowanie w testach
wykrywajacych szeroki zakres mutacji: mutacje genowe (delecje), aberracje chromoso-
mowe i rekombinacje w tej samej populacji komérek (somatycznych i ptciowych) po-
ddanych dziataniu zwigzku chemicznego w warunkach in vivo. Obecnie stanowig one
testy uzupetniajgce testy bakteryjne. Nalezy podkresli¢, ze duzg ich zaletg jest fakt, iz
moga przyczyni¢ sie do istotnego ograniczenia stosowania ssakow do badan genotok-
sycznosci. Zdolno$¢ metabolizowania ksenobiotykéw przez organizm muszki owocowe;j
(obecnos$é¢ oksygenazy zaleznej od cytochromu P-450, hydroksylazy aryloweglowodoro-
wej i innych) stwarza potencjalne mozliwosci ekstrapolacji uzyskanych danych doswiad-
czalnych bezposrednio na ludzi [46].

Badanie recesywnych mutacji letalnych zwigzanych z picig u
Drosophila melanogaster - SLRL (sex-linked recessive lethals)
Test na obecnos$¢ recesywnych mutacji letalnych stuzy do wykrywania indukcji zmian
w duzej czeSci genomu. Jest to jedna z czulszych metod wykrywajacych resesywne
mutacje zwigzane z chromosomem X u Drosophila melanogaster. Do stwierdzenia tego
faktu wymagane sg dwa pokolenia, ktore majg mutacje w okoto 20% wyjSciowego
genomu. Badany zwigzek chemiczny moze by¢ podawany droga pokarmowag lub drogg
inhalacyjng (zastosowanie aerozoli). Do doswiadczen uzywa sie dorostych samcoéw,
poniewaz samice czeSciej ulegajg sterylizacji pod wplywem dziatania badanych
zwigzkéw chemicznych, a ponadto sg bardziej oporne na indukcje zmian genetycznych
[67].
Test SMART (Somatic Mutation And Recombination Test)

Testy wykorzystujace komorki somatyczne (SMART) pozwalajg stwierdzi¢ mito-
tyczng rekombinacje, jak réwniez konwersje genow [61, 93]. Tym samym uzupetniajg
wyniki testu SLRL, gdzie stwierdza sie mutacje genowe, delecje i pewne rodzaje
aberracji chromosomowych. W badaniach wykorzystuje sie komérki imaginalnych dy-
skow oczu lub skrzydet. W tym ostatnim teScie stosowany szczep D. melanogaster jest
transheterozygotyczny dla mutacji zwielokrotnionych witoskow na skrzydtach (mwh) i
wioskow o ksztatcie pecherzykowym (flr). Efekty rekombinacji somatycznych, zacho-
dzacych podczas przeksztatcania sie larw w muszki, obserwuje sie na skrzydtach muszki
jako ,,plamki” o podwojnym fenotypie mwh iflr lub pojedynczym mwh, w zaleznosci
od miejsca, w ktorym miata miejsce rekombinacja [66].

BADANIA CYTOGENETYCZNE

Wsrod szeregu metod stuzacych do identyfikacji substancji mutagennych/kancero-
gennych wazng role odgrywajg testy cytogenetyczne [52]. Wynikiem dziatania wiek-
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sz6sci mutagendéw/kancerogenéw chemicznych sg uszkodzenia DNA prowadzace do
ré6znego rodzaju anomalii chromosomowych wykrywanych metodami cytogenetycznymi.
Czutym wskaznikiem uszkodzen chromosomoéw jest wymiana chromatyd siostrzanych
(SCE), test na wykrywanie aberracji strukturalnych chromosoméw (CA) oraz test
mikrojagdrowy. Testy te sg wykonywane na réznych rodzajach komérek izolowanych z
organizméw (uktady dosSwiadczalne in vitro) lub bezpo$rednio na ssakach (uktad
doswiadczalny in vivo). Wykorzystuje sie najczesciej komaérki posiadajgce zdolno$¢ do
proliferacji in vivo (np. szpik kostny, komdrki nabtonkowe, komérki piciowe) lub
komorki, ktére poza organizmem moga sie dzieli¢ i namnazaé¢ (limfocyty krwi obwo-
dowej, fibroblasty, komorki nabtonkowe zarodkéw chomika chinskiego - CHO, komoérki
nabtonkowe ptuc chomika chinskiego - V79, komérki nowotworéw mysich - L5178Y
i inne).

W rutynowych badaniach os6b narazonych zawodowo na dziatanie czynnikéw ge-
notoksycznych wykorzystuje sie limfocyty krwi obwodowej. Sg to komorki tatwe do
pobrania i hodowli w warunkach in vitro.

Test aberracji chromosomowych (Chromosome Aberrations - CA)

Test aberracji chromosomowych jest testem cytogenetycznym in vitro, przeznaczo-
nym do wykrywania aberracji chromosomowych (ztamania, translokacje, delecje, pow-
stanie fragmentéw acentrycznych, chromosomoéw policentrycznych) i badania mecha-
nizmoéw ich powstawania [52, 56]. Zwigzki indukujace te zmiany nazywane sg klasto-
genami. Procedura testu obejmuje zazwyczaj ocene komdrek w stadium metafazy,
DNA wystepuje w postaci skondensowanej z wyraznie widocznymi w mikroskopie
Swietlnym chromosomami utozonymi w ptaszczyZnie rownikowej wrzeciona podziato-
wego. Wzrost liczby uszkodzen w chromosomach $wiadczy o aktywnosci genotoksycz-
nej zwigzku chemicznego. Do najbardziej charakterystycznych aberracji zaliczane sg
ztamania chromatydowe, przerwy oraz fragmenty acentryczne [52, 56].

Istnieje wiele technik wybarwiania chromosoméw w badanych komérkach, np.
technika wybidrczego barwienia chromosomow czy technika hybrydyzacji (fluorescence
in situ hybridization) in situ, w ktérych uzyskuje sie wybawienia catych chromosoméw.
Wybarwione chromosomy pozwalajg na ocene iloSciowg wystepowania aberracji.
Doktadniejszag analize aberracji chromosomoéw mozna uzyska¢ stosujac techniki
prazkowego barwienia chromosoméw (technika pragzkow G). Tego typu barwienie daje
charakterystyczny dla kazdej pary chromosoméw wzér naprzemiennie utozonych
prazkéw jasnych i ciemnych, co pozwala na bardzo doktadne okreslenie lokalizacji
aberracji. Nalezy jednak podkres$li¢, ze jest to technika, ktéra wymaga duzego naktadu
pracy i obecnie jest zastepowana metodg hybrydyzacji in situ. Ta ostatnia jest bowiem
szybka i doktadniej ocenia wybrane do analizy chromosomy.

Wymiana siostrzanych chromatyd (Sister Chromatid Exchange -
SCE)

Test wymiany siostrzanych chromatyd (SCE) pozwala okre$li¢ czy badany zwigzek
chemiczny powoduje zmiany w strukturze chromosomdéw, polegajace na wzajemnym
przemieszczaniu homologicznych odcinkdw DNA pomiedzy siostrzanymi chromatyda-
mi. Wymiany chromatyd siostrzanych zachodzg w miejscach rozpoczecia replikacji
DNA lub w ich poblizu. Moga by¢ zatem indukowane przez zwigzki mutagenne,
wigzgce sie kowalencyjnie z DNA i zaburzajgce proces replikacji [35].
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muszg by¢ w warunkach in vitro stymulowane przez dodanie enzymdéw mikrosomalnych
(frakcja S9). Dlatego tez negatywne wyniki uzyskiwane w warunkach in vivo sg
pewniejsze od wynikéw pozytywnych w warunkach in vitro.

Test mikrojadrowy jest ciggle modyfikowany, dotyczy to najczesciej juz samych
technik barwienia powstatych mikrojgder. | tak barwienie kinetochoréw czy centro-
merdw technikg np. hybrydyzacji in situ pozwala okresli¢, czy mikrojadro powstato z
acentrycznego fragmentu, czy z catego chromosomu oraz ktéry z chromosomoéw utwo-
rzyt mikrojadro.

Test mikrojgdrowy in vivo w szpiku myszy, obok testu Amesa, jest wymagany w
Polsce do oceny potencjalnych wiasciwosci genotoksycznych wszystkich nowo wprowa-
dzanych do $rodowiska zwigzkéw chemicznych. Wymoég ten do dnia dzisiejszego nie
ma jednak regulacji prawnej. Do tej pory, duzym naktadem pracy Zaktadu Kancero-
genezy Instytutu Medycyny Pracy w todzi i innych o$rodkéw naukowych, w tym
Zaktadu Toksykologii Srodowiskowej Pafistwowego Zakladu Higieny w Warszawie,
ujednolicono metodyki: testu Amesa, testu mikrojadrowego in vivo i testu wymiany
chromatyd siostrzanych in vitro i in vivo.

Testy na badanie czestosci mutacji w hodowlach komorek in
vitro

Testy te pozwalajg na okre$lenie czesto$ci wystepowania mutacji punktowych w
okre$lonych genach w réznych komodrkach ssakdéw. Powszechnie stosowane sg linie
komoérek V79 i CHO pochodzgce z chomika chinskiego lub L5178 chioniaka myszy.
Najczesciej w tych komorkach bada sie czestos¢ mutacji w loci kinazy tymidynowej
(TK), transferazy hipoksantyno-guanino-fosforybozylowej (HPRT) i ATP-azy Na+/K+
[10, 29]. Systemy identyfikujagce mutacje TK i HPRT pozwalajg wykrywaé mutacje typu
zmiany zasady, zmiany ramki odczytu oraz mate delecje. Natomiast system ATP-azy
Na+/K+ pozwala identyfikowaé¢ tylko mutacje typu zmiany zasady. W testach tych
wykorzystuje sie hodowle komérek rosnacych na podtozach selekcjonujgcych mutanty.
Podioza te zawierajg zwigzek toksyczny lub antymetabolit (nazywany czynnikiem se-
lekcjonujacym), dziatajacy toksycznie na wszystkie komarki, poza mutantami. W konco-
wym efekcie nieliczne zmutowane komorki moga kontynuowaé wzrost i tworzy¢ kolo-
nie. Komoérki z niedoborem HPRT selekcjonuje sie dzieki opornosci na 6-tioguanine
(TG), a komérki ze zmieniong ATP-azag Na+/K+ dzieki opornosci na oubaine.

W testach tych istotng role odgrywajg enzymy mikrosomalne, ktére moga byé
dostarczone przez:

a) zastosowanie preparatéw z watroby szczura - frakcji S9.

b) wykorzystanie metabolizmu wewngtrzkomérkowego. W tym wypadku komorki
wskaznikowe np. L5178 czy V79 sg hodowane z komdrkami posiadajgcymi
zdolno$¢ metabolizowania np. $wiezo wyizolowanymi hepatocytami szczura lub
komorkami chomika. Promutageny lub prokancerogeny ulegajg przeksztatceniu
w aktywne zwigzki przy udziale enzyméw mikrosomalnych, ktérych zrodtem sg
dodane komorki. Powstate reaktywne metabolity wnikajg do komaérek wskazni-
kowych, gdzie reagujg z DNA.

c) zastosowanie metody posredniego gospodarza (Hosted-Mediated Assay).
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Testy na wykrywanie dominujgcych mutacji letalnych (Dominant
Lethal Assay)

Dominujagce mutacje letalne obejmuja wszystkie zmiany genetyczne w gametach
(jaju lub plemniku), jakie wptywajag na ich zywotno$¢ i powoduja, ze staja sie one
niezdolne do zaptodnienia. Mechanizm powstawania tych mutacji zwigzany jest z peka-
niem chromosomoéw w czasie podziatu mejotycznego komorki, w wyniku czego nastepu-
je czeSciowa lub catkowita utrata chromosomow. Czesto zdarza sig, ze zaptodnione
jajo ginie przed implantacjg. Ostatecznie zmiany te prowadzg do $mierci embrionu lub
ptodu na réznych etapach ich rozwoju (wczesna lub p6zna $mier¢ ptodu) [20].

Metoda polega na kolejnym kojarzeniu samcoéw myszy, poddanych i nie poddanych
dziataniu zwigzku chemicznego, z samicami nie narazonymi na dziatanie zwigzku. Po
17 dniach od momentu potgczenia z samcami, samice sg zabijane i analizowana jest
zawarto$¢ macic. Analiza dotyczy catkowitej liczby implantacji oraz liczby zywych
i martwych ptodow.

Indukcje dominujacych mutacji letalnych okresla sie przez oznaczenia liczby (%)
strat zygot przed- i poimplantacyjnych w grupie badanych zwierzat, w poréwnaniu
z kontrolg (grupa zwierzat nie poddawanych dziataniu tego zwigzku).

Test nieplanowanej syntezy DNA (Unscheduled DNA Synthesis -
UDS)

Test nieplanowanej syntezy DNA pozwala wykaza¢, czy komérki ssakéw sa zdolne
do usuwania uszkodzen indukowanych w DNA. W tescie UDS uzywane sg najczesciej
fibroblasty ludzkie, komo6rki CHO lub linie transformowanych komodrek ludzkich
(HeLa). Stosowane sg réwniez hodowle komorek $ledziony, trzustki szczura, limfo-
cytéw szczurzych i ludzkich, nabtonka tchawicy czy jelita grubego. Wadg tej metody
jest brak enzymoéw metabolizujgcych zwiazki w warunkach in vitro, stad niezbedne jest
stosowanie enzyméw mikrosomalnych (frakcja S9). Zdecydowanie najlepsze wyniki sg
uzyskiwane przy stosowaniu hodowli hepatocytéw szczura [65].

Mechanizm usuwania uszkodzen w UDS polega na tym, ze w komérkach moze by¢
wyciety fragment DNA z jednej nici podwdjnej helisy, a nastepnie zastgpiony nukleo-
tydami nie uszkodzonego DNA, dzieki mozliwosci uzycia przeciwlegtych nici jako
matrycy i wigczenia nowo utworzonego fragmentu do poprzednio istniejgcej nici.
Proces ten nazwano reperacjg wycietego miejsca i odbudowa oryginalnych catych
czasteczek DNA. Nieplanowana synteza DNA ro6zni sie od semikonserwatywnej repli-
kacji DNA w fazie S cyklu komoérkowego Eucaryota. Jest to bowiem synteza DNA
majgca miejsce jedynie podczas reperacji uszkodzonego odcinka i zachodzi w catym
genomie niezaleznie od syntezy DNA przed podziatem komérkowym. W procesie tym
dochodzi do tworzenia adduktow DNA - badany zwigzek lub ewentualny metabolit.
Endonukleaza wycina uszkodzone fragmenty DNA, a polimerazy uzupetniajg wyciete
fragmenty. Poziom syntezy reperacyjnej jest rézny dla réznych zwigzkéw. Zalezy od
typu wprowadzonego uszkodzenia, czy tez wielkosci reperowanego odcinka.

UDS w wybranych komoérkach ssakéw mozna oznacza¢ metodg autoradiografii lub
scyntylacyjng. Doktadnie znana i opisana jest naprawcza synteza DNA w hepatocytach
szczura in vitro [57]. Metodyka testu UDS jest skomplikowana i doktadnie opisana w
wielu pracach [47, 65].



Nr 4 Testy do oceny genotoksycznosci 329

Test alkalicznej elucji DNA (Alkaline Elution Assay)

Test alkalicznej elucji stuzy do wykrywania pojedynczych peknie¢ w nici DNA. Moze
by¢ wykorzystany w badaniach in vitro (hodowle komadrkowe) i in vivo (komorki
pobrane z narzadéw zwierzat). Dobrym materiatem sg hepatocyty, w ktérych zachodzi
aktywacja metaboliczna badanego zwigzku chemicznego ijego ewentualne oddziatywa-
nie z DNA. Test opiera sie na obserwacji szybkosci elucji pojedynczych tancuchow
DNA w odpowiednim S$rodowisku. Szybko$¢, z jakg pojedyncze tancuchy DNA prze-
chodzg przez membrane filtru podczas alkalicznej elucji zalezy od ich diugosci. Im
bardziej uszkodzone jest DNA w komorkach przez badany zwigzek, tym szybsze jest
tempo elucji.

Procedura testu obejmuje lize komdérek w silnie alkalicznym roztworze i proces
elucji. Stezenie DNA w wyeluowanych frakcjach mierzone jest metoda fluorymetryczng
lub scyntylacyjng. Uzyskane wyniki pordwnuje sie z wynikami kontroli (komorki nie
poddawane dziataniu badanego zwigzku chemicznego) [60].

Test na wykrywanie adduktéw w DNA

Test ten pozwala wykry¢ i ilosciowo oznaczy¢ addukty powstajagce w szeregu
zwigzkow chemicznych z DNA lub biatkami (in vitro i in vivo) [64].

Oznaczenia powstatych adduktdw przeprowadza sie zazwyczaj po hydrolizie kwasnej
lub enzymatycznej zmodyfikowanego DNA (lub tez kombinacji obu), a nastepnie
rozdziela sie powstate produkty przy pomocy HPLC. Do detekcji wykorzystuje sie UV,
jak réwniez fluorescencje powstatych adduktow.

Zastosowanie metody znakowania 3P w pozycji 5’,3-nukleotydéw (ang. 3P- postla-
beling) uzyskanych po enzymatycznej hydrolizie badanego DNA w potgczeniu z roz-
dziatem metodg HPLC pozwala na wykrycie pojedynczych adduktow/107-108 nukleoty-
déw w 10(ig prébce DNA.

Znacznym postepem w okres$laniu i ilosSciowym oznaczaniu adduktow byto zastoso-
wanie przeciwciat monoklonalnych.

Elektrofilowe zwigzki chemiczne wigzg sie kowalencyjnie nie tylko z DNA, ale
réwniez z biatkami. Podstawowym zatozeniem omawianej metody jest to, ze kowalen-
cyjne oddziatywanie zwigzku chemicznego lub jednego z metabolitow z biatkiem jest
iloSciowym odbiciem jego kowalencyjnego oddziatywania z DNA. Réwnoczes$nie z
analiza adduktow z biatkami powinna by¢ wykonywana analiza chromosomdéw.

Jak dotad testy te nie sg zbyt powszechnie stosowane, dlatego tez nie moga by¢
uzyte jako zrodto danych iloSciowych przy okres$laniu ryzyka wywotywania nowotworéw
przez zwiagzki chemiczne.

Elektroforeza pojedynczych komérek (Single Gel
Electrophoresis - Comet Assay)

Elektroforeza pojedynczych komarek jest niezwykle czutg i szybkg technikg iloscio-
wej analizy uszkodzern DNA jedno- i dwunici naprawy w komorkach eukariotycznych
[11, 42]. Najczesciej do badan wykorzystywane sg limfocyty krwi obwodowej.

Procedura testu polega na umieszczeniu badanych komérek w agarozie na
szkietkach mikroskopowych, lizie z uzyciem soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS) lub
lizie alkalicznej w obecnos$ci wysokich stezen NaCl i Tritonu, elektroferezie i barwieniu
zelu (bromek etydyny, oranz akrydyny).
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Stopien uszkodzenia DNA, ktéremu towarzyszy jego fragmentacja, ocenia sie¢ w wy-
barwionych preparatach poprzez analize obrazéw w mikroskopie fluorescencyjnym. Sg
to charakterystyczne obrazy ,.komet” z wyodrebnionymi w nich ,,gtowami” i ,,ogona-
mi”. ,,Glowy komet” odpowiadajg miejscom, w ktérych przed liza znajdowaly sie
komorki. Komorki z nieuszkodzonym DNA nie majg widocznego po elektroferezie
»,ogona”. ,Ogony” pojawiajg sie bowiem tylko wtedy, gdy w DNA komorkowym wys-
tapity uszkodzenia w postaci peknieé. Analiza wizualna polega na liczeniu , komet”
podzielonych na odpowiednie kategorie. Klasyfikacja dokonywana jest na podstawie
morfologii ,,komet” tj. dlugosci ,,ogona”, wielkosci ,,gtowy”. Szybkos$¢ i tatwos¢ wyko-
nania testu, jego czuto$¢ i mozliwos$é stosowania dowolnych komérek eukariotycznych
oraz nieinwazyjno$¢ sprawiajg, ze moze by¢é wykorzystany do wstepnego badania
wiasciwosci genotoksycznych czynnikéw fizycznych i chemicznych. Nie jest to jednak
szeroko stosowany test, wymaga bowiem opracowania jednolitej procedury stosowanej
we wszystkich laboratoriach na catym $wiecie, co pozwoli na poréwnywanie wynikow
wedtug jednakowych parametrow.

Test na wykrywanie krypt aberracyj nych w jelicie grubym
szczur6w i myszy

Test wykrywajacy zaberrowane krypty pozwala oceni¢ zdolno$¢ badanego zwigzku
chemicznego do wywotywania zmian preneoplastycznych w nabtonku jelita grubego
szczurow lub myszy [4]. Btona $luzowa jelita grubego pokryta jest nabtonkiem two-
rzagcym zagtebienia zwane kryptami. Zaberrowane krypty sa morfologicznie zmienio-
nymi kryptami w nabtonku jelita grubego zwierzat i ludzi. Pojawiajg sie jako preneop-
lastyczne uszkodzenia w jelicie grubym w 2 tygodnie po podaniu zwierzetom (myszom
i szczurom) chemicznych kancerogenow, niezaleznie od drogi podania. Moga powsta-
wac jako pojedyncze zmienione (atypowe), nawet dysplastyczne krypty lub dwie, trzy,
cztery krypty zebrane w grona. Zaberrowane krypty sg indukowane tylko przez zwiazki
zaliczane do kancerogenow jelita grubego. Liczba powstajagcych zmienionych krypt
w jelicie grubym zalezy od dawki podawanego zwigzku i sposobu podania (per os lub
per rectum). Analiza zaberrowanych krypt w jelicie po wybarwieniu biekitem metyle-
nowym dokonywana jest w mikroskopie Swietlnym. Istnieje $cista korelacja pomiedzy
wiasciwosciami kancerogennymi zwigzkdw chemicznych, a ich zdolnoscig do indukcji
zaberrowanych krypt w jelicie grubym [44].

Metoda badania tych krypt, prosta i tatwa w wykonaniu, wydaje sie by¢ bardzo
dobrym modelem do$wiadczalnym do badania proceséw zachodzacych w jelicie grubym
pod wplywem wielu zwigzkéw chemicznych. Moze byé z powodzeniem wykorzystywana
w celach diagnostycznych do badania poczgtkowych zmian nowotworowych w jelicie
grubym.

Test plemnikowy

Test plemnikowy pozwala na oszacowanie uszkodzen plemnikéw w ejakulacie.
Anomalie plemnikowe sg wskaznikiem indukcji efektu antyspermatogenicznego. Zdol-
no$¢ zwiazkéw do uszkodzehd plemnikéw u myszy jest zwigzana z ich zdolnoscig do
indukcji mutacji w komorkach rozrodczych, np. dominujgcych mutacji letalnych, dzie-
dzicznych translokacji lub mutacji okreslonych loci [34, 61, 68]. Nalezy jednak pamietac,
ze indukcja anomalii plemnikowych moze by¢ wynikiem nie tylko uszkodzeh DNA, ale
takze czynnikdéw epigenetycznych, takich jak zaburzenia hormonalne, dieta i inne.
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Test przeprowadza sie na samcach myszy, ktére po narazeniu przez 35 dni na badane
zwigzki sg zabijane i z ich najadrzy preparuje sie plemniki. Po utrwaleniu i wybarwieniu
rozmazéw przeprowadza sie analize 1000 plemnikéw. Okresla sie odsetek plemnikéw
o0 zmienionej morfologii, tj. plemniki pozbawione haczyka, z bananoksztattng gtdwka,
z podwinieta gtowka, amorficzne oraz posiadajace dwie wici.

Transgeniczne modele zwierzece dla wykrywania mutacji in vivo

Transgeniczne modele wykrywania mutacji wprowadzono po raz pierwszy u myszy,
ale majg zastosowanie w kazdym gatunku, w ktdrym mozna uzyska¢ transgeniczne
zwierzeta. Model taki stanowi doskonate narzedzie pozwalajgce wykry¢ mutacje tkan-
kowo-specyficzne powstate in vivo po potraktowaniu zwierzecia testowanymi zwigzkami
chemicznymi [3, 17, 18, 23].

Model transgeniczny oparty jest na wprowadzeniu do genomu gryzonia, najczesciej
myszy, genu lacl (kodujacego represor Lac) - [Big Blue] lub genu LacZ/GalE (kodu-
jacego biatko P-galaktozydazy) - [Muta Mouse] z komorek Escherichia coli [18].
Skonstruowano réwniez model pozwalajgcy na badanie mutacji w genie czynnika IX
wprowadzonego do komoérek piciowych myszy (jak dotychczas tylko w plemnikach).
Wprowadzone geny sg docelowymi genami, na ktoére oddziatuja w warunkach in vivo
substancje chemiczne. Po wyizolowaniu genomowego DNA z konkretnych tkanek
zwierzecia uzyskuje sie z niego gen docelowy. Preparat DNA zawierajacy duzg liczbe
badanego transgenu analizuje sie pod katem liczby zaindukowanych w nim mutacji.

Zwierzeta transgeniczne ufatwiajg rdwnoczesne badanie indukcji uszkodzen DNA
oraz ich naprawy, tym samym aktywno$¢ mutagenng i dziatanie kancerogenne w
jednym systemie badawczym. Uzywajgc transgenicznych myszy [Muta Mouse] mozna
potaczy¢ test mikrojadrowy (leukocyty krwi obwodowej zwierzecia) z transgenicznym
testem, umozliwiajgcym wykrycie mutacji punktowych i indukcji mikrojgder in vivo,
réwnoczesnie w tym samym zwierzeciu [17, 45].

Istniejagce modele eksperymentalne pozwolg w przysztosci okre$li¢ podstawowy ob-
raz mutacji spontanicznych dla wielu ludzkich genéw, jak rowniez umozliwig poznanie
podobienstw i réznic proceséw mutacyjnych u ludzi i zwierzat.

Istotng cechg stosowania zwierzat transgenicznych jest ich jakoSciowa powtarzalnos¢,
jak réwniez zdolIno$¢ do przewidzenia dziedzicznych efektdw niewyjasnionych do chwili
obecnej lub kancerogennos$ci badanego zwigzku chemicznego. Problemem w rozpow-
szechnieniu tej metody sg jednak wysokie koszty i duzy naktad pracy przy izolowaniu
zmutowanych genow.

Zastosowanie ro$lin wyzszych w testowaniu aktywnosci
mutagennej zwigzkéw chemicznych

Rosliny stanowig doskonaty materiat do badania aktywnosci mutagennej zwigzkdow.
Najczesciej wykorzystuje sie do oceny koncowych efektow dziatania zwigzkéw che-
micznych obecnych w glebie, wodzie i powietrzu atmosferycznym gatunki roslin wyz-
szych. Pozwalajg one na obserwacje strukturalnych uszkodzen chromosoméw, wymiane
siostrzanych chromatyd, oddziatywanie na segregacje chromosoméw i ogdlne funkcje
mitotyczne [19].

Testy na roslinach pozwalajg ocenic:

1) mitotyczne uszkodzenia chromosoméw i wymiane siostrzanych chromatyd (wy-

korzystuje sie komérki stozkéw wzrostu korzeni fasoli, cebuli, trzykrotki
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ijeczmienia). Powszechnie stosowany jest test cytogenetyczny z Viciafaba, Vicia
minor, Arabidopsis thaliana,Alium cepa, Hordeum vulgare, Zea mays [15, 19, 30].
2) aberracje w chromosomach mejotycznych (wykorzystuje sie pytek kwiatowy
fasoli, jeczmienia);
3) mutacje genowe w specyficznych lub w wielu specyficznych loci:

— mutacja w ziarnach pytku kwiatowego kukutydzy;
— mutacja objawiajgca sie brakiem chlorofilu w komérkach jeczmienia;

—indukcja plamek o kontrastowej barwie na lisciach sadzonek soi (mozaicyzm
somatyczny i mejotyczny);

— somatyczne mutacje genowe w Tradescantia. Test polega na obserwacji zmiany
barwy kwiatkdw z niebieskiej na r6zowa. Jest szczegdlnie przydatny do badania
substancji mutagennych znajdujgcych sie w powietrzu atmosferycznym [39].
Tradescantia moze by¢ réwniez uzywana do badania in vitro i in vivo indukcji
aberracji chromosomowych czy mikrojgder przez zanieczyszczenia chemiczne
obecne w $rodowisku cztowieka [19, 39].

Testy te sa proste w wykonaniu, nie wymagajg duzych naktadéw finansowych. Wyniki
sg uzyskiwane w bardzo krdétkim czasie (juz po 48 godzinach). Trudno jednak poréwny-
wac wyniki badan prowadzonych réwnolegle na roslinach i ssakach, istniejg bowiem
istotne roznice w budowie komadrek ro$linnych i zwierzecych. Obecno$¢ Sciany komar-
kowej u rosdlin ma wptyw na przenikanie zwigzkéw chemicznych, nie znany jest rowniez
wplyw substancji badanych na metabolizm komoérkowy.

UWAGI KONCOWE

Zwiazki chemiczne rzadko kiedy wywotujg jeden rodzaj uszkodzen w czasteczce
DNA. Zwykle wykazujg szeroki zakres dziatania, bedacy wynikiem réznego rodzaju
oddziatywan (modyfikacja zasad, fosforylacja reszt cukrowych, pekniecia nici DNA, jak
réwniez wtorne efekty wywolywane nieprawidtowa naprawg DNA oraz replikacjg). Jesli
w komdrce majg miejsce ww. zmiany to nalezy sie liczy¢, ze badany zwigzek moze by¢
potencjalnym czynnikiem kancerogennym.

Ten sam mutagen moze indukowac r6znego typu mutacje i w réznym stopniu moze
by¢ zaangazowany w procesie powstawania nowotworéw. Dlatego tez do monitorowa-
nia réznorodnych zmian genotypowych i fenotypowych konieczne jest réwnolegte
stosowanie wielu metod badawczych i prawidtowej analizy uzyskanych wynikow.

Uzyskiwane w laboratoriach catego S$wiata wyniki badan zwigzkéw chemicznych
réznymi testami bakteryjnymi i na organizmach eukariotycznych sa zbierane, opraco-
wywane i publikowane przez Gene-Tox Program of the US Environmental Protection
Agency. Jednym z wielu zalozen Gene-Tox Program jest to, ze wyniki uzyskane w
okre$lonym teScie dla réznych zwigzkdw chemicznych powinny by¢ poréwnywalne na
podstawie 3 parametréw: czutosci, specyficznosci i doktadnosci. Z danych zebranych
przez Environmental Protection Agency wynika, ze nie istnieje jedyna, idealna metoda
testowania wasciwosci mutagennych/kancerogennych zwigzkéw chemicznych obecnych
w $rodowisku cztowieka [14, 32]. Konieczne jest wiec stosowanie wielu czutych technik
monitorowania narazenia ludzi na zwigzki genotoksyczne. Dobor tych technik musi by¢
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dobrze przemys$lany i uzgodniony z wieloma o$rodkami zajmujacymi sie badaniami
odlegtych skutkow oddziatywania substancji chemicznych na zdrowie cztowieka.

H. Czeczot, |I. Rahden-Staron

CERTAIN SHORT-TERM BACTERIAL AND EUKARYOTIC TESTS FOR
DETECTION OF GENOTOXICITY OF ENVIRONMENTAL CHEMICAL
CONTAMINANTS

Summary

During the last years human exposure to environmental chemical contaminants (mutage-
nic/carcinogenic agents) has greatly increased. Evaluation of the biological effect of human
exposure to mutagenic/carcinogenic agents in short-term tests is very important. In present
paper the bacterial and eukaryotic tests for detection of genotoxic effect of environmental
chemical contaminants have been described.
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