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T e s t  na  w y k r y w a n i e  p ę k n i ę ć  n i c i  D N A

Pęknięcia nici D N A  mogą powstać w wyniku działania np. wolnych rodników. 
Szczep E. coli MD332 posiada dwa rodzaje mutacji, jedną w genie dnaC, która 
zatrzymuje replikacje DNA oraz drugą w genie uvrB, która wpływa na system naprawy 
przez wycinanie. W szczepie tym odpowiedź SOS jest indukowana w tem peraturze 
permisyjnej (30°C) przez różnego typu uszkodzenia DNA, podczas gdy w tem peraturze 
niepermisyjnej (42°C) odpowiedź wywoływana jest jedynie przez pęknięcia nici, pow­
stałe w wyniku działania wolnych rodników. W szczepie E. coli MD332 dzięki fuzji 
genów sfiA  i lacZ  można łatwo mierzyć odpowiedź SOS przez prosty pom iar aktywności 
p-galaktozydazy [55].

T e s t  na  w y k r y w a n i e  u s z k o d z e ń  p r o w a d z ą c y c h  do  o t w a r c i a  
p i e r ś c i e n i a  i m i d a z o l o w e g o  p u r y n

Test ten pozwala określić, czy badany związek chemiczny może modyfikować puryny 
w DNA poprzez otwarcie pierścieni imidazolowych w pozycji C8 i N9. Powstają 
wówczas 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 mogą powstawać 
in vitro i in vivo pod wpływem prom ieniowania jonizującego, związków alkilujących, 
utleniających np. mutagenów środowiskowych, leków przeciwnowotworowych. Pojawie­
nie się w D N A  Fapy-7-metyloguaniny powoduje zahamowanie replikacji i w rezultacie 
efekt letalny.

Wykrywanie czynników (fizycznych i chemicznych) uszkadzających bakteryjny DNA 
polega na ocenie stopnia hamowania wzrostu szczepu E. coli z prawidłowym i uszko­
dzonym system em  napraw y przez wycinanie. W ykorzystuje się parę  szczepów izo- 
genicznych -  jeden  z prawidłową naprawą uszkodzeń (AB1157), a drugi z uszkodzoną 
jedną lub kilkoma drogami naprawy np. BH20 lub BH190 [5].

T e s t  z z a s t o s o w a n i e m  p o ś r e d n i e g o  g o s p o d a r z a  ( H o s t - m e d i a t e d 
a s s a y )

Procedura łączy technikę testu bakteryjnego z aktywacją m etaboliczną w ustroju (in 
vivo) [13]. W prowadzane do organizmu zwierząt laboratoryjnych (myszy, szczury) 
bakterie S. typhim uńum  czy E. coli w iniekcji dootrzewnowej narażone są na działanie 
związku chemicznego podawanego zwierzętom podskórnie, domięśniowo lub do- 
żołądkowo. N astępnie bakterie (z ewentualnie powstałymi in vivo m etabolitam i) są 
pob ierane  z płynem  otrzewnowym i badane pod kątem  określonych efektów  gene­
tycznych -  np. w teście Am esa  lub w hodowlach komórkowych. Dużą zaletą tej metody 
jest możliwość określenia zdolności aktywacji metabolicznej (biotransform acji) związku 
chemicznego w organizmie ssaków.

T e s t  C Y P I A  -  C y t o c h r o m e  P - 4 5 0  I n d u c t i o n  A s s a y

W procesach metabolicznej aktywacji związków chemicznych uczestniczy szereg 
enzymów, m.in. monooksygenazy zależne od cytochromu P-450, które łatwo reagują 
zmianą aktywności w odpowiedzi na pojawienie się odpowiedniego substratu. Szczególne 
znaczenie w procesie biotransformacji mają ksenobiotyki indukujące syntezę różnych 
form molekularnych cytochromu P-450.

322 H. Czeczot, I. Rahden-Staroń Nr 4



Testy do oceny genotoksyczności 323

Ze względu na rodzaj indukowanej formy cytochromu P-450 substancje egzogenne 
zostały podzielone na induktory typu fenobarb ita lu  (Pb) (indukcja cytochrom u 
P-4502B, wzrost procesów demetylacji), typu 3-metylocholantrenu (3-MC) (indukcja 
cytochromu P-4502A (448), (wzrost szybkości procesów hydroksylacji) oraz typu 16a- 
karbonitrylu (indukcja innych form cytochromu niż P-450). Określenie zdolności da­
nego związku chemicznego do indukcji odpowiednich form molekularnych cytochromu 
P-450 ma duże znaczenie dla oceny jego genotoksyczności oraz jego szeroko pojm o­
wanej toksyczności.

Wysoce specyficzny podwójny test CYPIA pozwala na określenie przynależności 
badanego związku do jednego z dwóch głównych typów induktorów systemu m onook- 
sygenaz zależnych od cytochromu P-450 (typu Pb lub typu 3-MC). Zasada testu CYPIA 
oparta jest na szeroko rozpowszechnionej technice Am esa  [37]. Po kilku dniach od 
podania szczurom badanego związku chemicznego izoluje się jego w ątrobę, która służyć 
będzie jako źródło enzymów mikrosomalnych (frakcja S9). Stosuje się ją  w teście Am esa  
w celu m etabolicznej aktywacji bromku etydyny lub cyklofosfamidu (oba związki są 
promutagenami, tzn. wymagają do aktywacji obecności enzymów frakcji mikrosomal- 
nej). M utagenne m etabolity obu promutagenów, powstające w wyniku działania mo- 
nooksygenaz zależnych od cytochromu P-450 zaindukowanych wg typu Pb lub 3-MC 
wywołują rewersje his w badanych szczepach bakteryjnych.

Testy bakteryjne, często określane jako testy krótkoterm inowe, służą jedynie do 
wstępnej selekcji związków chemicznych przed dalszymi badaniam i w długookresowych 
badaniach na kom órkach i zwierzętach.

Pozwalają oceniać efekty działania związków chemicznych na poziomie DNA. Zaletą 
tych testów jest to, że są tanie i łatwe w wykonaniu, a indukowane zmiany genetyczne 
można zaobserwować w ciągu kilku dni. U jem ną stroną jest brak w kom órkach bak­
teryjnych enzymów biorących udział w m etabolizm ie ksenobiotyków , d latego też 
w testach bakteryjnych konieczne jest stosowanie frakcji wątrobowych enzymów mik­
rosomalnych (frakcja S9).

TESTY NA ORGANIZMACH EUKARIOTYCZNYCH

T e s t y  na  g r z y b a c h
Szerokie zastosow anie w badaniach właściwości genotoksycznych związków che­

micznych znajdują szczepy drożdży Saccharomyces oraz pleśni Neurospora crassa czy 
Aspergillus nidulans. Pozwalają określić, czy dany związek indukuje mutacje punktowe 
w DNA jądrowym i mitochondrialnym, czy też powoduje powstawanie aneuploidii 
chromosomowych, bądź rekombinacji w obrębie genów i pomiędzy genami w wyniku 
nieprawidłowej mitozy i mejozy.

W przypadku m utacji punktowych wykorzystuje się różne systemy indukcji w 
kom órkach drożdży. Najczęściej używany jest system oparty na indukcji alleli genów 
regulujących syntezę adeniny. W systemach tych używane są szczepy S. cerevisiae 
posiadające m utację adenina-1 i adenina-2 lub szczepy S. pom be  z m utacją adenina-6 
i adenina-7. O becność tych m utacji wyraża się wytworzeniem  czerwonych kolonii 
S. cerevisiae i czerwonopurpurowych kolonii Schizosaccharomyces pom be, które mają 
zdolność ujawniania wewnątrzkomórkowego pigmentu w przypadku mutacji adenina-2 
[70].
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Proces rekombinacji w komórkach drożdży związany jest z podziałem  mitotycznym 
i mejotycznym. Drożdże mogą być z dużym powodzeniem wykorzystane do badania 
zarówno spontanicznych, jak i indukowanych rekombinacji mitotycznych i mejotycz- 
nych. Zdecydowanie większe znaczenie w ocenie aktywności m utagennej związków 
chemicznych m ają uszkodzenia mitotyczne. Mogą być wykrywane zarówno rekombi­
nacje pomiędzy genami (mitotyczny crosing-over) jak i w obrębie genu (konwersja 
genowa).

T e s t y  z z a s t o s o w a n i e m  m u s z k i  o w o c o w e j  D r o s o p h i l a  m e l a n o g a s t e r
Komórki somatyczne i płciowe muszki owocowej znalazły zastosowanie w testach 

wykrywających szeroki zakres mutacji: mutacje genowe (delecje), aberracje chrom oso­
mowe i rekom binacje w tej samej populacji kom órek (somatycznych i płciowych) po­
ddanych działaniu związku chemicznego w warunkach in vivo. O becnie stanowią one 
testy uzupełniające testy bakteryjne. Należy podkreślić, że dużą ich zaletą jest fakt, iż 
mogą przyczynić się do istotnego ograniczenia stosowania ssaków do badań genotok- 
syczności. Zdolność metabolizowania ksenobiotyków przez organizm muszki owocowej 
(obecność oksygenazy zależnej od cytochromu P-450, hydroksylazy arylowęglowodoro- 
wej i innych) stwarza potencjalne możliwości ekstrapolacji uzyskanych danych doświad­
czalnych bezpośrednio na ludzi [46].

B a d a n i e  r e c e s y w n y c h  m u t a c j i  l e t a l n y c h  z w i ą z a n y c h  z p ł c i ą  u 
D r o s o p h i l a  m e l a n o g a s t e r  -  S L R L  ( s e x - l i n k e d  r e c e s s i v e  l e t h a l s )

Test na obecność recesywnych mutacji letalnych służy do wykrywania indukcji zmian 
w dużej części genomu. Jest to jedna z czulszych m etod wykrywających resesywne 
mutacje związane z chrom osom em  X u Drosophila melanogaster. D o stwierdzenia tego 
faktu wymagane są dwa pokolenia, które mają mutację w około 20% wyjściowego 
genomu. Badany związek chemiczny może być podawany drogą pokarm ową lub drogą 
inhalacyjną (zastosowanie aerozoli). Do doświadczeń używa się dorosłych samców, 
ponieważ samice częściej ulegają sterylizacji pod wpływem działania badanych 
związków chemicznych, a ponadto są bardziej oporne na indukcję zmian genetycznych 
[67].

T e s t  S M A R T  ( S o m a t i c  M u t a t i o n  A n d  R e c o m b i n a t i o n  T e s t )

Testy wykorzystujące komórki somatyczne (SM ART) pozwalają stwierdzić mito- 
tyczną rekombinację, jak również konwersję genów [61, 93]. Tym samym uzupełniają 
wyniki testu SLRL, gdzie stwierdza się mutacje genowe, delecje i pewne rodzaje 
aberracji chromosomowych. W badaniach wykorzystuje się komórki imaginalnych dy­
sków oczu lub skrzydeł. W tym ostatnim teście stosowany szczep D. melanogaster jest 
transheterozygotyczny dla mutacji zwielokrotnionych włosków na skrzydłach (m wh) i 
włosków o kształcie pęcherzykowym (flr). Efekty rekombinacji somatycznych, zacho­
dzących podczas przekształcania się larw w muszki, obserwuje się na skrzydłach muszki 
jako „plamki” o podwójnym fenotypie mwh i flr  lub pojedynczym m wh, w zależności 
od miejsca, w którym miała miejsce rekom binacja [66].

BADANIA CYTOGENETYCZNE

W śród szeregu m etod służących do identyfikacji substancji m utagennych/kancero­
gennych ważną rolę odgrywają testy cytogenetyczne [52]. Wynikiem działania więk-
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szóści m utagenów/kancerogenów chemicznych są uszkodzenia DNA prowadzące do 
różnego rodzaju anomalii chromosomowych wykrywanych m etodam i cytogenetycznymi. 
Czułym wskaźnikiem uszkodzeń chromosomów jest wymiana chromatyd siostrzanych 
(SCE), test na wykrywanie aberracji strukturalnych chromosomów (CA) oraz test 
mikrojądrowy. Testy te są wykonywane na różnych rodzajach kom órek izolowanych z 
organizmów (układy doświadczalne in vitro) lub bezpośrednio na ssakach (układ 
doświadczalny in vivo). Wykorzystuje się najczęściej komórki posiadające zdolność do 
proliferacji in vivo (np. szpik kostny, komórki nabłonkowe, komórki płciowe) lub 
komórki, które poza organizmem mogą się dzielić i nam nażać (limfocyty krwi obwo­
dowej, fibroblasty, komórki nabłonkowe zarodków chomika chińskiego -  CH O , komórki 
nabłonkowe płuc chomika chińskiego -  V79, komórki nowotworów mysich -  L5178Y 
i inne).

W rutynowych badaniach osób narażonych zawodowo na działanie czynników ge- 
notoksycznych wykorzystuje się limfocyty krwi obwodowej. Są to komórki łatwe do 
pobrania i hodowli w warunkach in vitro.

T e s t  a b e r r a c j i  c h r o m o s o m o w y c h  ( C h r o m o s o m e  A b e r r a t i o n s  -  C A )
Test aberracji chromosomowych jest testem cytogenetycznym in vitro, przeznaczo­

nym do wykrywania aberracji chromosomowych (złamania, translokacje, delecje, pow­
stanie fragmentów acentrycznych, chromosomów policentrycznych) i badania m echa­
nizmów ich powstawania [52, 56]. Związki indukujące te zmiany nazywane są klasto- 
genami. Procedura testu obejmuje zazwyczaj ocenę kom órek w stadium  metafazy, 
DNA występuje w postaci skondensowanej z wyraźnie widocznymi w m ikroskopie 
świetlnym chrom osom am i ułożonymi w płaszczyźnie równikowej wrzeciona podziało­
wego. W zrost liczby uszkodzeń w chromosomach świadczy o aktywności genotoksycz- 
nej związku chemicznego. Do najbardziej charakterystycznych aberracji zaliczane są 
złamania chromatydowe, przerwy oraz fragmenty acentryczne [52, 56].

Istnieje wiele technik wybarwiania chromosomów w badanych kom órkach, np. 
technika wybiórczego barwienia chromosomów czy technika hybrydyzacji (fluorescence 
in situ hybridization) in situ, w których uzyskuje się w ybaw ienia całych chromosomów. 
W ybarwione chrom osom y pozwalają na ocenę ilościową występow ania aberracji. 
D okładniejszą analizę aberracji chromosomów można uzyskać stosując techniki 
prążkowego barwienia chromosomów (technika prążków G). Tego typu barwienie daje 
charakterystyczny dla każdej pary chromosomów wzór naprzem iennie ułożonych 
prążków jasnych i ciemnych, co pozwala na bardzo dokładne określenie lokalizacji 
aberracji. Należy jednak podkreślić, że jest to technika, która wymaga dużego nakładu 
pracy i obecnie jest zastępow ana m etodą hybrydyzacji in situ. Ta ostatnia jest bowiem 
szybka i dokładniej ocenia wybrane do analizy chromosomy.

W y m i a n a  s i o s t r z a n y c h  c h r o m a t y d  ( S i s t e r  C h r o m a t i d  E x c h a n g e  -  
S C E )

Test wymiany siostrzanych chromatyd (SCE) pozwala określić czy badany związek 
chemiczny powoduje zmiany w strukturze chromosomów, polegające na wzajemnym 
przemieszczaniu homologicznych odcinków DNA pomiędzy siostrzanymi chrom atyda- 
mi. Wymiany chromatyd siostrzanych zachodzą w miejscach rozpoczęcia replikacji 
DNA lub w ich pobliżu. Mogą być zatem indukowane przez związki m utagenne, 
wiążące się kowalencyjnie z DNA i zaburzające proces replikacji [35].
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muszą być w warunkach in vitro stymulowane przez dodanie enzymów mikrosomalnych 
(frakcja S9). D latego też negatywne wyniki uzyskiwane w warunkach in vivo są 
pewniejsze od wyników pozytywnych w warunkach in vitro.

Test mikrojądrowy jest ciągle modyfikowany, dotyczy to najczęściej już samych 
technik barwienia powstałych mikrojąder. I tak barwienie kinetochorów czy centro- 
merów techniką np. hybrydyzacji in situ pozwala określić, czy m ikrojądro powstało z 
acentrycznego fragm entu, czy z całego chromosomu oraz który z chromosomów utwo­
rzył mikrojądro.

Test mikrojądrowy in vivo w szpiku myszy, obok testu Am esa, jest wymagany w 
Polsce do oceny potencjalnych właściwości genotoksycznych wszystkich nowo wprowa­
dzanych do środowiska związków chemicznych. Wymóg ten do dnia dzisiejszego nie 
ma jednak regulacji prawnej. Do tej pory, dużym nakładem pracy Zakładu Kancero- 
genezy Instytutu Medycyny Pracy w Łodzi i innych ośrodków naukowych, w tym 
Zakładu Toksykologii Środowiskowej Państwowego Zakładu Higieny w W arszawie, 
ujednolicono metodyki: testu Am esa, testu mikrojądrowego in vivo i testu wymiany 
chromatyd siostrzanych in vitro i in vivo.

T e s t y  na  b a d a n i e  c z ę s t o ś c i  m u t a c j i  w h o d o w l a c h  k o m ó r e k  in  
v i t ro

Testy te  pozwalają na określenie częstości występowania mutacji punktowych w 
określonych genach w różnych komórkach ssaków. Powszechnie stosowane są linie 
komórek V79 i C H O  pochodzące z chomika chińskiego lub L5178 chłoniaka myszy. 
Najczęściej w tych kom órkach bada się częstość mutacji w loci kinazy tymidynowej 
(TK), transferazy hipoksantyno-guanino-fosforybozylowej (H PR T) i ATP-azy N a+ /K +  
[10, 29]. Systemy identyfikujące mutacje TK i H PR T  pozwalają wykrywać m utacje typu 
zmiany zasady, zmiany ramki odczytu oraz małe delecje. N atom iast system ATP-azy 
N a+ /K +  pozwala identyfikować tylko mutacje typu zmiany zasady. W testach tych 
wykorzystuje się hodowle kom órek rosnących na podłożach selekcjonujących mutanty. 
Podłoża te zawierają związek toksyczny lub antym etabolit (nazywany czynnikiem se­
lekcjonującym), działający toksycznie na wszystkie komórki, poza m utantam i. W końco­
wym efekcie nieliczne zm utowane komórki mogą kontynuować wzrost i tworzyć kolo­
nie. Komórki z niedoborem  H PR T selekcjonuje się dzięki oporności na 6-tioguaninę 
(TG), a kom órki ze zm ienioną ATP-azą N a+ /K +  dzięki oporności na oubainę.

W testach tych istotną rolę odgrywają enzymy mikrosomalne, które mogą być 
dostarczone przez:

a) zastosowanie preparatów  z wątroby szczura -  frakcji S9.
b) wykorzystanie metabolizmu wewnątrzkomórkowego. W tym wypadku komórki

wskaźnikowe np. L5178 czy V79 są hodowane z komórkami posiadającymi
zdolność metabolizowania np. świeżo wyizolowanymi hepatocytam i szczura lub
komórkam i chomika. Promutageny lub prokancerogeny ulegają przekształceniu
w aktywne związki przy udziale enzymów mikrosomalnych, których źródłem  są
dodane komórki. Powstałe reaktywne metabolity wnikają do kom órek wskaźni­
kowych, gdzie reagują z DNA.

c) zastosowanie m etody pośredniego gospodarza (H osted-M ediated Assay).



T e s t y  na  w y k r y w a n i e  d o m i n u j ą c y c h  m u t a c j i  l e t a l n y c h  ( D o m i n a n t  
L e t h a l  A s s a y )

Dominujące mutacje letalne obejm ują wszystkie zmiany genetyczne w gametach 
(jaju lub plem niku), jakie wpływają na ich żywotność i powodują, że stają się one 
niezdolne do zapłodnienia. M echanizm powstawania tych mutacji związany jest z pęka­
niem chromosomów w czasie podziału mejotycznego komórki, w wyniku czego następu­
je częściowa lub całkowita u trata chromosomów. Często zdarza się, że zapłodnione 
jajo ginie przed implantacją. O statecznie zmiany te prowadzą do śmierci em brionu lub 
płodu na różnych etapach ich rozwoju (wczesna lub późna śmierć płodu) [20].

M etoda polega na kolejnym kojarzeniu samców myszy, poddanych i nie poddanych 
działaniu związku chemicznego, z samicami nie narażonymi na działanie związku. Po 
17 dniach od m om entu połączenia z samcami, samice są zabijane i analizowana jest 
zawartość macic. Analiza dotyczy całkowitej liczby implantacji oraz liczby żywych 
i martwych płodów.

Indukcję dominujących mutacji letalnych określa się przez oznaczenia liczby (%) 
strat zygot przed- i poimplantacyjnych w grupie badanych zwierząt, w porównaniu 
z kontrolą (grupa zwierząt nie poddawanych działaniu tego związku).

T e s t  n i e p l a n o w a n e j  s y n t e z y  D N A  ( U n s c h e d u l e d  D N A  S y n t h e s i s  -  
U D S )

Test nieplanowanej syntezy D N A  pozwala wykazać, czy kom órki ssaków są zdolne 
do usuwania uszkodzeń indukowanych w DNA. W teście UDS używane są najczęściej 
fibroblasty ludzkie, komórki CH O  lub linie transformowanych kom órek ludzkich 
(H eLa). Stosowane są również hodowle kom órek śledziony, trzustki szczura, limfo­
cytów szczurzych i ludzkich, nabłonka tchawicy czy jelita grubego. W adą tej metody 
jest brak enzymów metabolizujących związki w warunkach in vitro, stąd niezbędne jest 
stosowanie enzymów mikrosomalnych (frakcja S9). Zdecydowanie najlepsze wyniki są 
uzyskiwane przy stosowaniu hodowli hepatocytów szczura [65].

M echanizm usuwania uszkodzeń w UDS polega na tym, że w kom órkach może być 
wycięty fragment DNA z jednej nici podwójnej helisy, a następnie zastąpiony nukleo- 
tydami nie uszkodzonego DNA, dzięki możliwości użycia przeciwległych nici jako 
matrycy i włączenia nowo utworzonego fragm entu do poprzednio istniejącej nici. 
Proces ten nazwano reperacją wyciętego miejsca i odbudową oryginalnych całych 
cząsteczek DNA. Nieplanowana synteza DNA różni się od semikonserwatywnej repli­
kacji DNA w fazie S cyklu komórkowego Eucaryota. Jest to bowiem synteza DNA 
mająca miejsce jedynie podczas reperacji uszkodzonego odcinka i zachodzi w całym 
genomie niezależnie od syntezy DNA przed podziałem komórkowym. W procesie tym 
dochodzi do tworzenia adduktów DNA -  badany związek lub ewentualny metabolit. 
Endonukleaza wycina uszkodzone fragmenty DNA, a polimerazy uzupełniają wycięte 
fragmenty. Poziom syntezy reperacyjnej jest różny dla różnych związków. Zależy od 
typu wprowadzonego uszkodzenia, czy też wielkości reperowanego odcinka.

UDS w wybranych komórkach ssaków można oznaczać m etodą autoradiografii lub 
scyntylacyjną. Dokładnie znana i opisana jest naprawcza synteza DNA w hepatocytach 
szczura in vitro [57]. M etodyka testu UDS jest skomplikowana i dokładnie opisana w 
wielu pracach [47, 65].
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Test alkalicznej elucji służy do wykrywania pojedynczych pęknięć w nici DNA. Może 
być wykorzystany w badaniach in vitro (hodowle komórkowe) i in vivo (kom órki 
pobrane z narządów zwierząt). Dobrym m ateriałem  są hepatocyty, w których zachodzi 
aktywacja m etaboliczna badanego związku chemicznego i jego ewentualne oddziaływa­
nie z DNA. Test opiera się na obserwacji szybkości elucji pojedynczych łańcuchów 
DNA w odpowiednim  środowisku. Szybkość, z jaką pojedyncze łańcuchy D N A  prze­
chodzą przez m em branę filtru podczas alkalicznej elucji zależy od ich długości. Im 
bardziej uszkodzone jest D N A  w komórkach przez badany związek, tym szybsze jest 
tempo elucji.

Procedura testu obejm uje lizę kom órek w silnie alkalicznym roztworze i proces 
elucji. Stężenie DNA w wyeluowanych frakcjach mierzone jest m etodą fluorymetryczną 
lub scyntylacyjną. Uzyskane wyniki porównuje się z wynikami kontroli (kom órki nie 
poddawane działaniu badanego związku chemicznego) [60].

Te s t  na  w y k r y w a n i e  a d d u k t ó w  w D N A

Test ten pozwala wykryć i ilościowo oznaczyć addukty powstające w szeregu 
związków chemicznych z D N A  lub białkami (in vitro i in vivo) [64].

Oznaczenia powstałych adduktów przeprowadza się zazwyczaj po hydrolizie kwaśnej 
lub enzymatycznej zmodyfikowanego DNA (lub też kombinacji obu), a następnie 
rozdziela się powstałe produkty przy pomocy HPLC. D o detekcji wykorzystuje się UV, 
jak również fluorescencję powstałych adduktów.

Zastosowanie m etody znakowania 32P w pozycji 5’,3’-nukleotydów (ang. 32P- postla- 
beling) uzyskanych po enzymatycznej hydrolizie badanego D N A  w połączeniu z roz­
działem m etodą H PLC pozwala na wykrycie pojedynczych adduktów/107-108 nukleoty- 
dów w 10(ig próbce DNA.

Znacznym postępem  w określaniu i ilościowym oznaczaniu adduktów było zastoso­
wanie przeciwciał monoklonalnych.

Elektrofilowe związki chemiczne wiążą się kowalencyjnie nie tylko z DNA, ale 
również z białkami. Podstawowym założeniem omawianej metody jest to, że kowalen­
cyjne oddziaływanie związku chemicznego lub jednego z metabolitów z białkiem jest 
ilościowym odbiciem jego kowalencyjnego oddziaływania z DNA. Równocześnie z 
analizą adduktów z białkami powinna być wykonywana analiza chromosomów.

Jak dotąd testy te nie są zbyt powszechnie stosowane, dlatego też nie mogą być 
użyte jako źródło danych ilościowych przy określaniu ryzyka wywoływania nowotworów 
przez związki chemiczne.

E l e k t r o f o r e z a  p o j e d y n c z y c h  k o m ó r e k  ( S i n g l e  Ge l  
E l e c t r o p h o r e s i s  -  C o m e t  A s s a y )

Elektroforeza pojedynczych kom órek jest niezwykle czułą i szybką techniką ilościo­
wej analizy uszkodzeń D N A  jedno- i dwunici naprawy w komórkach eukariotycznych 
[11, 42]. Najczęściej do badań wykorzystywane są limfocyty krwi obwodowej.

Procedura testu polega na umieszczeniu badanych kom órek w agarozie na 
szkiełkach mikroskopowych, lizie z użyciem soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS) lub 
lizie alkalicznej w obecności wysokich stężeń NaCl i Tritonu, elektroferezie i barwieniu 
żelu (brom ek etydyny, oranż akrydyny).
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Stopień uszkodzenia DNA, którem u towarzyszy jego fragmentacja, ocenia się w wy- 
barwionych preparatach poprzez analizę obrazów w mikroskopie fluorescencyjnym. Są 
to charakterystyczne obrazy „kom et” z wyodrębnionymi w nich „głowami” i „ogona­
m i”. „Głowy kom et” odpowiadają miejscom, w których przed lizą znajdowały się 
komórki. Komórki z nieuszkodzonym DNA nie mają widocznego po elektroferezie 
„ogona”. „Ogony” pojawiają się bowiem tylko wtedy, gdy w D N A  komórkowym wys­
tąpiły uszkodzenia w postaci pęknięć. Analiza wizualna polega na liczeniu „komet” 
podzielonych na odpowiednie kategorie. Klasyfikacja dokonywana jest na podstawie 
m orfologii „kom et” tj. długości „ogona”, wielkości „głowy”. Szybkość i łatwość wyko­
nania testu, jego czułość i możliwość stosowania dowolnych kom órek eukariotycznych 
oraz nieinwazyjność sprawiają, że może być wykorzystany do wstępnego badania 
właściwości genotoksycznych czynników fizycznych i chemicznych. Nie jest to  jednak 
szeroko stosowany test, wymaga bowiem opracowania jednolitej procedury stosowanej 
we wszystkich laboratoriach na całym świecie, co pozwoli na porównywanie wyników 
według jednakowych parametrów.

T e s t  na  w y k r y w a n i e  k r y p t  a b e r r a c y j  n y c h  w j e l i c i e  g r u b y m  
s z c z u r ó w  i my s z y

Test wykrywający zaberrowane krypty pozwala ocenić zdolność badanego związku 
chemicznego do wywoływania zmian preneoplastycznych w nabłonku jelita grubego 
szczurów lub myszy [4]. Błona śluzowa jelita grubego pokryta jest nabłonkiem  two­
rzącym zagłębienia zwane kryptami. Zaberrow ane krypty są morfologicznie zmienio­
nymi kryptami w nabłonku jelita grubego zwierząt i ludzi. Pojawiają się jako preneop- 
lastyczne uszkodzenia w jelicie grubym w 2 tygodnie po podaniu zwierzętom (myszom 
i szczurom) chemicznych kancerogenów, niezależnie od drogi podania. Mogą powsta­
wać jako pojedyncze zm ienione (atypowe), nawet dysplastyczne krypty lub dwie, trzy, 
cztery krypty zebrane w grona. Zaberrow ane krypty są indukowane tylko przez związki 
zaliczane do kancerogenów jelita grubego. Liczba powstających zmienionych krypt 
w jelicie grubym zależy od dawki podawanego związku i sposobu podania (per os lub 
per rectum). Analiza zaberrowanych krypt w jelicie po wybarwieniu błękitem metyle­
nowym dokonywana jest w mikroskopie świetlnym. Istnieje ścisła korelacja pomiędzy 
właściwościami kancerogennymi związków chemicznych, a ich zdolnością do indukcji 
zaberrowanych krypt w jelicie grubym [44].

M etoda badania tych krypt, prosta i łatwa w wykonaniu, wydaje się być bardzo 
dobrym m odelem  doświadczalnym do badania procesów zachodzących w jelicie grubym 
pod wpływem wielu związków chemicznych. Może być z powodzeniem wykorzystywana 
w celach diagnostycznych do badania początkowych zmian nowotworowych w jelicie 
grubym.

T e s t  p l e m n i k o w y
Test plemnikowy pozwala na oszacowanie uszkodzeń plemników w ejakulacie. 

Anom alie plemnikowe są wskaźnikiem indukcji efektu antysperm atogenicznego. Zdol­
ność związków do uszkodzeń plemników u myszy jest związana z ich zdolnością do 
indukcji mutacji w komórkach rozrodczych, np. dominujących mutacji letalnych, dzie­
dzicznych translokacji lub mutacji określonych loci [34, 61, 68]. Należy jednak pamiętać, 
że indukcja anomalii plemnikowych może być wynikiem nie tylko uszkodzeń DNA, ale 
także czynników epigenetycznych, takich jak zaburzenia horm onalne, dieta i inne.
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Test przeprowadza się na samcach myszy, które po narażeniu przez 35 dni na badane 
związki są zabijane i z ich najądrzy preparuje się plemniki. Po utrwaleniu i wybarwieniu 
rozmazów przeprowadza się analizę 1000 plemników. Określa się odsetek plemników
o zmienionej morfologii, tj. plemniki pozbawione haczyka, z bananokształtną główką, 
z podwiniętą główką, am orficzne oraz posiadające dwie wici.

T r a n s g e n i c z n e  m o d e l e  z w i e r z ę c e  d l a  w y k r y w a n i a  m u t a c j i  in  v i v o
Transgeniczne m odele wykrywania mutacji wprowadzono po raz pierwszy u myszy, 

ale mają zastosowanie w każdym gatunku, w którym można uzyskać transgeniczne 
zwierzęta. M odel taki stanowi doskonałe narzędzie pozwalające wykryć mutacje tkan- 
kowo-specyficzne powstałe in vivo po potraktowaniu zwierzęcia testowanymi związkami 
chemicznymi [3, 17, 18, 23].

M odel transgeniczny oparty jest na wprowadzeniu do genom u gryzonia, najczęściej 
myszy, genu lacl (kodującego represor Lac) -  [Big Blue] lub genu LacZ/G alE  (kodu­
jącego białko P-galaktozydazy) -  [M uta Mouse] z kom órek Escherichia coli [18]. 
Skonstruowano również model pozwalający na badanie mutacji w genie czynnika IX 
wprowadzonego do kom órek płciowych myszy (jak dotychczas tylko w plemnikach). 
W prowadzone geny są docelowymi genami, na które oddziałują w warunkach in vivo 
substancje chemiczne. Po wyizolowaniu genomowego DNA z konkretnych tkanek 
zwierzęcia uzyskuje się z niego gen docelowy. Preparat DNA zawierający dużą liczbę 
badanego transgenu analizuje się pod kątem liczby zaindukowanych w nim mutacji.

Zw ierzęta transgeniczne ułatwiają równoczesne badanie indukcji uszkodzeń DNA 
oraz ich naprawy, tym samym aktywność m utagenną i działanie kancerogenne w 
jednym systemie badawczym. Używając transgenicznych myszy [M uta Mouse] m ożna 
połączyć test mikrojądrowy (leukocyty krwi obwodowej zwierzęcia) z transgenicznym 
testem, umożliwiającym wykrycie mutacji punktowych i indukcji m ikrojąder in vivo, 
równocześnie w tym samym zwierzęciu [17, 45].

Istniejące m odele eksperym entalne pozwolą w przyszłości określić podstawowy ob­
raz mutacji spontanicznych dla wielu ludzkich genów, jak również umożliwią poznanie 
podobieństw i różnic procesów mutacyjnych u ludzi i zwierząt.

Istotną cechą stosowania zwierząt transgenicznych jest ich jakościowa powtarzalność, 
jak również zdolność do przewidzenia dziedzicznych efektów niewyjaśnionych do chwili 
obecnej lub kancerogenności badanego związku chemicznego. Problem em  w rozpow­
szechnieniu tej metody są jednak wysokie koszty i duży nakład pracy przy izolowaniu 
zmutowanych genów.

Z a s t o s o w a n i e  r o ś l i n  wy ż s z y c h  w t e s t o w a n i u  a k t y w n o ś c i  
m u t a g e n n e j  z w i ą z k ó w  c h e m i c z n y c h

Rośliny stanowią doskonały m ateriał do badania aktywności m utagennej związków. 
Najczęściej wykorzystuje się do oceny końcowych efektów  działania związków ch e­
micznych obecnych w glebie, wodzie i powietrzu atmosferycznym gatunki roślin wyż­
szych. Pozwalają one na obserwację strukturalnych uszkodzeń chromosomów, wymianę 
siostrzanych chromatyd, oddziaływanie na segregację chromosomów i ogólne funkcje 
mitotyczne [19].

Testy na roślinach pozwalają ocenić:
1) mitotyczne uszkodzenia chromosomów i wymianę siostrzanych chromatyd (wy­

korzystuje się komórki stożków wzrostu korzeni fasoli, cebuli, trzykrotki



332 H. Czeczot, I. Rahden-Staroń

i jęczm ienia). Powszechnie stosowany jest test cytogenetyczny z Viciafaba, Vicia 
minor, Arabidopsis thaliana,A lium  cepa, Hordeum vulgare, Zea mays [15, 19, 30].

2) aberracje w chrom osom ach mejotycznych (wykorzystuje się pyłek kwiatowy 
fasoli, jęczm ienia);

3) mutacje genowe w specyficznych lub w wielu specyficznych loci:

— mutacja w ziarnach pyłku kwiatowego kukutydzy;

— m utacja objawiająca się brakiem chlorofilu w komórkach jęczmienia;

— indukcja plam ek o kontrastowej barwie na liściach sadzonek soi (mozaicyzm 
somatyczny i mejotyczny);

— somatyczne mutacje genowe w Tradescantia. Test polega na obserwacji zmiany 
barwy kwiatków z niebieskiej na różową. Jest szczególnie przydatny do badania 
substancji mutagennych znajdujących się w powietrzu atmosferycznym [39]. 
Tradescantia może być również używana do badania in vitro i in vivo indukcji 
aberracji chromosomowych czy m ikrojąder przez zanieczyszczenia chemiczne 
obecne w środowisku człowieka [19, 39].

Testy te są proste w wykonaniu, nie wymagają dużych nakładów finansowych. Wyniki 
są uzyskiwane w bardzo krótkim  czasie (już po 48 godzinach). T rudno jednak porówny­
wać wyniki badań prowadzonych równolegle na roślinach i ssakach, istnieją bowiem 
istotne różnice w budowie kom órek roślinnych i zwierzęcych. Obecność ściany kom ór­
kowej u roślin ma wpływ na przenikanie związków chemicznych, nie znany jest również 
wpływ substancji badanych na metabolizm komórkowy.

UWAGI KOŃCOWE

Związki chemiczne rzadko kiedy wywołują jeden rodzaj uszkodzeń w cząsteczce 
DNA. Zwykle wykazują szeroki zakres działania, będący wynikiem różnego rodzaju 
oddziaływań (modyfikacja zasad, fosforylacja reszt cukrowych, pęknięcia nici DNA, jak 
również w tórne efekty wywoływane nieprawidłową naprawą D N A  oraz replikacją). Jeśli 
w kom órce mają miejsce ww. zmiany to należy się liczyć, że badany związek może być 
potencjalnym czynnikiem kancerogennym.

Ten sam m utagen może indukować różnego typu mutacje i w różnym stopniu może 
być zaangażowany w procesie powstawania nowotworów. Dlatego też do m onitorowa­
nia różnorodnych zmian genotypowych i fenotypowych konieczne jest równoległe 
stosowanie wielu m etod badawczych i prawidłowej analizy uzyskanych wyników.

Uzyskiwane w laboratoriach całego świata wyniki badań związków chemicznych 
różnymi testam i bakteryjnymi i na organizmach eukariotycznych są zbierane, opraco­
wywane i publikowane przez G ene-Тох Program  of the US Environm ental Protection 
Agency. Jednym  z wielu założeń G ene-Тох Program  jest to, że wyniki uzyskane w 
określonym teście dla różnych związków chemicznych powinny być porównywalne na 
podstawie 3 parametrów: czułości, specyficzności i dokładności. Z  danych zebranych 
przez Environm ental Protection Agency wynika, że nie istnieje jedyna, idealna m etoda 
testowania właściwości m utagennych/kancerogennych związków chemicznych obecnych 
w środowisku człowieka [14, 32]. Konieczne jest więc stosowanie wielu czułych technik 
m onitorow ania narażenia ludzi na związki genotoksyczne. D obór tych technik musi być
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dobrze przemyślany i uzgodniony z wieloma ośrodkam i zajmującymi się badaniam i 
odległych skutków oddziaływania substancji chemicznych na zdrowie człowieka.

H . C z e c z o t ,  I .  R a h d e n - S t a r o ń

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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