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ZNACZENIE TESTÓW BAKTERYJNYCH W BADANIACH NAD WYKRYWANIEM 
KARCYNOGENNEGO I MUTAGENNEGO DZIAŁANIA METALI CIĘŻKICH

WSTĘP

Termin mutacja został wprowadzony do bio
logii przez de Vriesa w 1909 roku. Dzisiaj pod tym 
pojęciem rozumiemy nagłe, dziedziczące się zmia
ny w sekwencji zasad DNA, powodujące zaburze
nia w kodzie genetycznym. Zmiany mutacyjne 
mogą obejmować mutacje punktowe (które mogą 
polegać na zmianie jednej pary zasad na inną, na 
ubytku par zasad lub wstawieniu dodatkowych 
par), zmiany w strukturze chromosomu lub zmia
ny liczby chromosomów. U mikroorganizmów 
materiał genetyczny (genofor) stanowi pojedynczy 
chromosom, dlatego u bakterii rozpatrujemy 
głównie mutacje punktowe czyli zmiany sekwen
cji nukleotydów w nici DNA.

Mutacje są wynikiem działania czynników 
fizycznych i licznych związków chemicznych, 
które pośrednio lub bezpośrednio powodują 
zmiany w materiale genetycznym. Lista czynni
ków fizycznych wydaje się być ograniczona, 
natomiast liczba związków chemicznych o dzia
łaniu mutacyjnym jest długa i ciągle zwiększa 
się. Dopisywane są związki nowo powstałe, ale 
i takie które były powszechnie stosowane (np. 
oranż akrydyny był stosowany jako barwnik w 
przemyśle spożywczym).

O ile u organizmów jednokomórkowych 
zmiany genetyczne objawiają się poprzez zmia
ny cech morfologicznych lub fizjologicznych, to 
u organizmów wielokomórkowych mogą ujaw
nić się niekontrolowaną proliferacją komórek, 
w wyniku których obserwujemy powstanie no
wotworów. Mutacje i transformacje nowotworo
we, jak dzisiaj przyjmujemy, są ze sobą ściśle 
związane. Karcynogeny powodujące nowotwo
rowy wzrost komórek w zdecydowanej większo
ści przypadków są mutagenami (ale nie wszy
stkie mutageny są karcynogenami). W teście 
Amesa z użyciem Salmonella typhimurium uzy

skano pozytywną odpowiedź na pytanie, czy 
mutageny są również karcynogenami, ponieważ 
wśród związków wykazujących mutagenność 
było 72%-91% związków rakotwórczych w ba
daniach na zwierzętach, zaś te które nie wyka
zywały mutagenności w 74°/o-94% nie wywoły
wały nowotworów u zwierząt (Namieśnik i Jaś- 
kow sk i 1995 ). W teście Rec z użyciem szczepu 
Bacillus subtilis również uzyskano pozytywną 
(w 84%) odpowiedź, że mutagen może być kar- 
cynogenem, ponieważ na 25 badanych karcy- 
nogenów 21 dało wynik pozytywny (H iran o  i 
współaut. 1982). W testach z użyciem Escheri
chia coli na 100 badanych związków karcyno- 
gennych aż 91 dało wynik pozytywny (S c h le g e l  
1995).

Karcynogeny dzieli się na dwie kategorie: 
genotoksyczne i epigenetyczne. Określenie kar
cynogeny genotoksyczne jest związane z ich 
potencjalną możliwością zmieniania komórko
wego kodu genetycznego. Uszkodzenie polega 
na kowalencyjnym wiązaniu się aktywnej formy 
karcynogenu genotoksycznego z DNA (powstaje 
addukt). Najczęściej modyfikacji ulegają zasady 
azotowe. Powszechnie uważa się, że związek, 
który ma zdolność tworzenia adduktów, jest 
potencjalnym karcynogenem. Obecność addu- 
ktu zakłóca prawidłowe parowanie się komple
mentarnych zasad, co uniemożliwia prawidło
wy przebieg replikacji DNA. W wyniku replikacji 
uszkodzenie DNA spowodowane związkiem 
karcynogennym utrwala się jako mutacja. Kar
cynogeny epigenetyczne nie indukują mutacji, 
podstawą ich działania rakotwórczego są, na 
przykład, zaburzenia hormonalne, cy to toksycz
ność, immunosupresja i udział w generowaniu 
wolnych rodników tlenowych (Namieśnik i Jaś- 
kow ski 1995).
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METODY BADANIA MUTACJI

Badanie działania mutagennego, jak i rako
twórczego związków chemicznych można prze
prowadzić:

1. Epidemiologicznie — przez stwierdzenie 
zależności między częstością występowania 
choroby a obecnością w środowisku substancji 
mutagennej (karcynogennej). Tradycyjną meto
dę, opartą na monitorowaniu i prowadzeniu 
kwestionariuszy, stosuje się obecnie rzadko, 
gdyż wyniki uzyskuje się post factum. Częściej 
stosuje się obecnie tak zwaną epidemiologię 
molekularną, polegającą na wykrywaniu mar
kerów molekularnych, które są wskaźnikiem 
uszkodzeń DNA powstałych na skutek działa
nia określonego karcynogenu. Addukt PAH- 
-DNA (PAH, policykliczne węglowodory aroma
tyczne) uważa się, że świadczy o podwyższonym 
ryzyku zachorowania na raka płuc.

2. Laboratoryjnie — jest to szereg testów, w 
których używa się zwierząt (badania długoter
minowe) lub mikroorganizmów i modeli biologi
cznych (linie komórkowe) — są to tak zwane 
badania krótkoterminowe.

Badania długoterminowe są wykonywane 
na szczurach, myszach lub chomikach syryj
skich. Każdy związek jest testowany na przynaj
mniej dwóch gatunkach i obydwóch płciach, a 
każdy test powinien obejmować przynajmniej 
50 zwierząt w każdej grupie eksperymentalnej i 
trwać 2 lata.

Badania krótkoterminowe obejmują testy 
wykorzystujące zjawiska zachodzące w komór
kach ssaków pod wpływem uszkodzeń DNA. 
Wymienia się tutaj badania polegające na okre
śleniu, czy zaszła wymiana odcinków pomiędzy 
chromatydami siostrzanymi (SCE sister-chro- 
matid exchange).

Krótkoterminowe testy z użyciem mikro
organizmów są oparte na założeniu, że DNA jest 
materiałem genetycznym wszystkich żywych 
komórek i substancje szkodliwe dla DNA ko
mórki bakteryjnej będą najprawdopodobniej 
szkodliwe dla ludzkiego DNA (Namieśnik i Jaś- 
kowski, 1995). Testy bakteryjne są zaliczane do 
trzech klas: wykrywające mutacje postępujące 
i wsteczne oraz wykrywające reperację uszko
dzeń DNA (Indu lsk i 1993).

Opracowano wiele testów umożliwiających 
wykrycie substancji mutagennych, w których 
używa się szczepów bakteryjnych.Testem po
wszechnie używanym jest test Amesa — bakte
riologiczna metoda wykrywania i określenia 
substancji niszczących strukturę DNA i przyj
mowanych z uzasadnionym prawdopodobień

stwem za rakotwórcze (S c h le g e l  1995). W te
ście tym używa się genetycznie zmienionych 
szczepów Salmonella typhimurium; zawierają 
one mutację (his-), to znaczy nie dokonują syn
tezy histydyny, gdyż nie są zdolne do produkcji 
enzymu uczestniczącego w tym procesie. Jest 
to mutacja typu pokarmowego. Czasami w celu 
podwyższenia wrażliwości szczepów stosowa
nych w tym teście dokonuje się w nich innych 
mutacji, na przykład uszkodzenie ściany ko
mórkowej, co powoduje większą jej przepusz
czalność dla substancji chemicznych lub 
zmniejszenia zdolności naprawy uszkodzeń 
DNA.

Test Amesa polega na pomiarze częstotliwo
ści mutacji powrotnych (wstecznych) do szcze
pu histydynoniezależnego pod wpływem bada
nego związku. Mutacje powrotne (rewersje) zda
rzają się znacznie częściej, gdy bakterie histy- 
dynozależne (his-) są narażone na działanie 
czynników mutagennych. Według przyjętych 
kryteriów testowana substancja jest uznawana 
za mutagenną, jeśli powoduje co najmniej dwu
krotny wzrost liczby kolonii rewertantów w po
równaniu do liczby kolonii rewertantów spon
tanicznych.

Przyczyną fałszywych negatywnych wyni
ków w teście Amesa może być brak systemu 
aktywującego, ponieważ pewne związki są mu
tagenne dopiero po aktywacji metabolicznej 
(nazywa się je promutagenami), aby uniknąć 
tego stosuje się metaboliczną aktywację przez 
enzymy zawarte w homogenacie wątroby szczu
rzej oznaczonego S-9. Próbowano stosować fra
kcję S-9 z innych tkanek i innych zwierząt (np. 
z szczurzego płuca lub ludzkiej wątroby) ale 
okazało się, że wątroba szczurza jest najbardziej 
dogodnym źródłem aktywnych enzymów (Ames 
i współaut. 1975). Obecność S-9 zafałszowała 
wyniki w przypadku badania mutagennego 
wpływu metali ciężkich. Znoszenie mutagenne
go i toksycznego wpływu metali zachodziło z 
powodu metaloprotein obecnych w S-9. Protei
ny wiążą metale, które nie mogą w tej formie 
działać na DNA (WONG 1988).

Można użyć innej metody aby określić czy 
dany związek jest mutagenny, która również 
wykorzystuje bakterie. Metoda ta opracowana 
przez Tsuneo Kada (często jest określana jako 
test Rec) wykorzystuje szczepy Bacillus subti
lis.Wyselekcjonował on mutanty z uszkodzo
nym genem rec45, które nie posiadają zdolności 
reperacji uszkodzonego DNA. Bakterie nie po
siadające zdolności naprawy są bardziej wrażli
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we na związki uszkadzające DNA niż dzikie 
szczepy . Szczep nazwany M45Rec~ nie posiada 
genu rec45 używany w tym teście w kombinacji 
ze szczepem H17Rec+, który jest dziki, czyli 
posiada własność rekombinacji DNA. Porównu
jąc rodzicielski szczep H17Rec+ ze szczepem 
M45Rec~, to ten ostatni ma mniejsze zdolności 
do transformacji, jest bardziej wrażliwy na pro
mieniowanie UV i gama (y) (Kada 1975).

Określenie za pomocą tego testu czy badany 
związek chemiczny jest mutagenny czy nie, po
lega na określeniu różnic w wielkości stref za
hamowania pomiędzy szczepami rec+ i rec-. 
Udoskonalenia tego testu polegają na użyciu 
kiełkujących przetrwalników w miejsce komó
rek wegetatywnych, umożliwia to 50-krotny 
wzrost wrażliwości. Kiełkujące przetrwalniki 
mają wyższą wrażliwość na związki powodujące 
uszkodzenia w DNA (Kada i W atanabe 1983, 
H iran o  i współaut. 1982). Również jak w teście 
Amesa stosuje się metaboliczną aktywację za 
pomocą frakcji S-9.

W testach na mutagenność związków che
micznych stosuje się czasami szczep Escheri
chia coli WP2 [tyr). Dokonano w nich mutacji 
pokarmowej, nie są one zdolne do wytwarzania 
tiyptofanu. Stosuje się czasami szczep o zwię
kszonej wrażliwości na promieniowanie UV 
(her), w których zdolność do naprawy zniszczo
nego DNA jest znacznie obniżona. Potwierdze
niem wpływu mutagennego związku jest indu
kcja mutacji powrotnej tnf  — > try+ (Kada 1973).

Oprócz podstawowych testów stosowanych 
od wielu lat i które są uznawane za standardy, 
w ostatnich latach pojawiło się dużo nowych 
testów, które również przeprowadza się na mi- 
kroorganizmch.

Mutatox (TM ) jest to test wykorzystujący 
morską, bioluminescencyjną bakterię Photo- 
bacterium phosphoreum Zdolność substancji 
do uszkodzenia DNA określa się na podstawie 
przejścia luminescencyjnych bakterii w formy 
nieświecące (ciemne). John son  (1992) porów
nuje Mutatox z testem Amesa i twierdzi, że jest 
on łatwiejszy, szybszy i tańszy. Inni badacze 
(C o te  i współaut. 1996 ) połączyli obydwie te 
metody. Do szczepu Salmonella typhimurium 
TA98 introdukowano geny lux odpowiedzialne 
za emitowanie światła w procesie biolumine- 
scencji.

Do nowszych testów na genotoksyczność, 
pozwalających na ilościową ocenę indukcji po
szczególnych genów uczestniczących w proce
sach uruchomianych w komórce bakteryjnej po 
uszkodzeniu DNA jest grupa testów, które są 
szybkie, proste, mierzone kolorymetrycznie, po
legające na indukcji transkrypcji genów regulo-

nu SOS. Są to testy: SOS chromotest, Umu test 
i RecA test.

W systemie naprawy SOS dwa geny odgry
wają kluczową rolę: lexA kodujący represor dla 
wszystkich genów systemu naprawczego i recA 
kodujący białko zdolne do rozkładania represo- 
ra LexA. Monitorowanie uruchamiania systemu 
naprawczego SOS może polegać na obserwacji 
aktywacji białka RecA, rozszczepiania represo- 
ra LexA lub ekspresji innego genu z systemu 
SOS. Wzmożona transkrypcja genu recA zaczy
na się na skutek uszkodzenia DNA, białko RecA 
w kompleksie z jednoniciowym DNA nabiera 
właściwości proteolitycznych i jest w stanie ina- 
ktywować represor LexA. Aby ułatwić monito
rowanie indukcji systemu SOS dokonano fuzji 
jednego genu z tego systemu z genem lacZ 
(strukturalny gen kodujący enzym (3-galaktozy- 
dazę), (M u l le r  i Janz 1992, Q u il la r d e t  i H o f-  
nung 1993). Standardowym szczepem w SOS 
chromotest jest szczep Escherichia coli PQ37— 
ma on fuzję genów sfiA::lacZ; dokonano u tego 
szczepu również delecji normalnego regionu 
lac-, dlatego aktywność j3 galaktozydazy jest 
ściśle zależna od ekspresji genu sjiA. Konstytu
tywna synteza fosfatazy zasadowej, enzymu 
niezależnego od kontroli SOS, stanowi kontrolę 
w tym modelu badań (Q u il la r d e t  i H o fn u n g
1993). Używa się też szczepu PQ300, który ma 
dodatkową mutację w genie oxyR (kluczowy gen 
w obronie przed związkami utleniającymi), 
przez co staje się wrażliwszy w wykrywaniu 
utleniających związków genotoksycznyeh (M u l
l e r  i Janz 1993, Q u il la r d e t  i H o fn u n g  1993).

W testach Umu i RecA bada się indukcję 
genów umuC lub recA, które poddano fuzji z 
genem lacZ-umuC::lacZ 1 ub recA::lacZ. Wykorzy
stuj e się w tych testach szczepy Salmonella 
typhimurium TA I535. Tak jak w SOS chromo
test badanie polega na określeniu aktywności 
enzymu (3-galaktozydazy, który odzwierciedla 
indukcję genu umuC lub recA (Nunoshiba i 
N ish ioka 1991, R e if fe r s c h e id  i współaut. 
1992, O da i współaut. 1992, P a l i współaut.
1992).

Do dadań nad mutagennością różnych 
związków używa się również drożdży (Saccharo- 
my ces cerevisie) uważając, że jako organizmy 
eukariotyczne są bardziej odpowiednie do ba
dań związków potencjalnie rakotwórczych 
(K u n go lo s  i Aoyam a 1993).

Ponieważ znaczna część związków chemicz
nych wykazuje działanie genotoksyczne dopiero 
po przemianach metabolicznych, dlatego poda
je się frakcję mikrosomalną homogenatu wątro
by szczurzej w celu ich aktywacji. Badania Bu- 
CHOLZAi współpracowników (1992) wykazały, że
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dwa zrekombinowane szczepy Streptomyces gri- 
seus umożliwiają przemiany promutagenów, to 
znaczy że są zdolne do aktywacji związków pro- 
mutagennych i wykrycia ich jako metabolity 
mutagenne bez egzogennego źródła aktywacji.

Testy z bakteriami zostały opracowane w 
daleko większych szczegółach niż inne metody 
używane obecnie w toksykologii genetycznej, 
ale wrażliwość tych testów jest różna i końcowy 
efekt jest mieszaniną pozytywnych i negatyw
nych wyników z prób. Na przykład badając 
mutagenny wpływ jonów metali ciężkich (ostat
nio zwraca się coraz większą uwagę na możli
wość mutagennego, a i w konsekwencji kar- 
cynogennego oddziaływania niektórych jonów 
metali) okazało się, że ten sam metal może być 
niemutagenny dla jednego szczepu a mutagen
ny dla innego. Na przykład badania nad muta
gennym działaniem metali wykazały mniejszą 
niż 30% zgodność metody Bacillus subtilis Ree

i metody z wykorzystaniem rewersji (testy z 
Salmonella typhimurium i Escherichia coli), po
nieważ na 14 metali dających efekt pozytywny 
w teście Bacillus subtilis Rec (As, Cd, Co, Cr, Cs, 
Hg, Ir, Pt, Rh, Se, Sb, Te, Tl, V) tylko 4 induko
wały rewersje powrotne (Rh, Pt, Te, Cr ) u 
Salmonella typhimurium i Escherichia coli (Ka- 
nematsu i współaut. 1980).

Spośród 10 badanych metali: As, Be, Cd, 
Co, Cr, Ni, Mn, Pb, Sb, Zn tylko jeden (chrom) 
dał jednoznacznie pozytywny wynik w stan
dardowych krótkoterminowych badaniach (M a
g o s  1991).

Próbuje się to wytłumaczyć różnym podło
żem i specyficzną dla każdego szczepu prze
puszczalnością błony lub różną metaboliczną 
modyfikacją metalu. Okazało się również, że 
badacze niezależnie pomiędzy sobą uzyskiwali 
różne wyniki stosując ten sam test.

MUTAGENNOŚĆ METALI

Potencjalna mutagenność jonów metali za
leży od wielu czynników, zwłaszcza od tych 
które przyczyniają się do łatwiejszego pobiera
nia metalu przez komórkę. Innymi faktorami 
wpływającymi na mutagenność metali są ich 
właściwości fizyko-chemiczne, na przykład sto
pień utlenienia (np. Cr(III) nie jest rakotwórczy, 
a Cr(VI) ma zdolność do penetrowania przez 
błonę komórkową, oddziaływania na strukturę 
DNA i metabolizm komórkowy), reagowanie z 
ligandami oraz obecność innych metali. Są me
tale, które same nie są rakotwórcze ale mogą 
wzmagać tę zdolność innego metalu (Chang i 
C ockerham  1994) lub wzmagać genotoksyczne 
działanie takich czynników, jak promieniowa
nie UV lub związków alkilujących (Beyersm ann
1994). H a r tw ig  (1995) podaje, że dominują dwa 
modele oddziaływania metalu z DNA: jeden na 
zasadzie utleniacza — przykładem są związki 
chromu — i drugi polegający na interakcji me
talu z procesem naprawczym DNA.

Istnieją również inne czynniki, na które nie 
zwraca się uwagi, a mogą one wywierać wpływ 
na fakt wystąpienia mutacji bądź jej brak. Do 
tego tupu czynników wydają się należeć: rodzaj 
użytego podłoża, wiek stosowanej do badań 
hodowli a także obecność dodatkowych związ
ków w środowisku doświadczalnym. Podłoża o 
bogatym składzie, a zwłaszcza zawierające do
datkowe źródła białka w postaci peptonu lub 
wyciągu mięsnego, mogą w znacznym stopniu 
zafałszować obraz działania badanego metalu. 
Metale znajdują się w podłożu w postaci zwią
zanej, tylko bardzo niewielki procent jest obec

ny w postaci jonowej. Jon metalu w postaci 
związanej może być niedostępny dla komórki 
lub być właśnie w tej postaci transportowany w 
poprzek błony. Prawdopodobnie te czynniki, jak 
i jeszcze wiele innych związanych z rodzajem 
użytej do badań metody, mają wpływ na roz
bieżności w uzyskiwanych wynikach. Na pod
stawie wybranych metali przedstawię, jak róż
nie mogą one oddziaływać w zależności od uży
tej metody.

I tak na przykład związki arsenu nie były 
mutagenne dla Salmonella typhimurium w te
ście Arnesa i w teście z użyciem szczepu Esche
richia coli WP2. Natomiast w teście Bacillus 
subtilis Rec uzyskano silnie pozytywny efekt 
mutagenny ze związkami arsenu: AS2O5 , 
AS2O3 , ASCI3 , Na2HAs04. Także badania 
epidemiologiczne wskazały, że metal ten jest 
karcynogenny (C o s ta  i współaut. 1984).

K u ro d a  i współpracownicy (1991) badając 
trzy związki antymonu: SbCl3, SbCls i Sb2 0 3  

stwierdzili, że są mutagenne w teście Bacillus 
subtilis Rec, a brak takiego wpływu w teście 
Amesa. Związki SbCl3 i Sb2C>3 silnie wpływały 
na indukcję wymiany odcinków pomiędzy chro- 
matydami siostrzanymi (SCE) (C o s ta  i współ
aut. 1984). Te same związki badane przez Ka- 
n e m a t s u  i współpracowników (1980) w teście 
Rec pokazały, że Sb (VI) jest silniejszym muta- 
genem od Sb (III).

Badania epidemiologiczne wykazały karcy
nogenny wpływ berylu. W badaniach z użyciem 
bakteri uzyskano sprzeczne wyniki, to znaczy w 
teście Bacillus subtilis Rec beryl wykazał muta
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genny wpływ, zaś w teście Amesa i w teście z 
użyciem Escherichia coli beryl nie powodował 
indukcji rewersji wstecznych. Podobne wyniki 
uzyskali K u ro d a  i współpracownicy (1991), to 
znaczy związki BeCfy i Be(N0 3 )2  były mutagen
ne w teście Rec, a w teście Amesa dały wynik 
ujemny.

Chrom jest obecny w środowisku głównie w 
postaci zredukowanej Cr(III) oraz jako Cr(VT)- 
-chromian. Chromian jest biologicznie bardzo 
aktywny, a będąc tetraedrycznym oksoanionem 
jest strukturalnym analogiem HPO4 2 i SO4 2, 
które są aktywnie transportowane przez błonę 
komórkową (W a tte rh a h n  i H am ilton  1989). 
Wewnątrzkomórkowo Cr(VI) jest redukowany 
poprzez słabo aktywne pośrednie produkty re
dukcji do stałej formy Cr(III). Jego toksyczność 
zależy właśnie od stanu utlenienia. Jako pier
wsi V e n it t  i L evy  (1974, za Indu lsk i 1992) 
wykazali, że sześciowartościowy a nie trójwar
tościowy jest mutagenny dla bakterii. Badania 
wielu badaczy wykazały brak działania Cr(III) 
na komórki ssaków, zaś Cr(VI) dawał pozytywne 
wyniki (L eon a rd  i L au w erys  1980, W atte rh a h n  
i H am ilton  1989). Różnice w oddziaływaniu po
między związkami chromowymi i chromianowy
mi są związane z możliwością penetracji mem
brany komórkowej przez chrom (VI) a brakiem 
tej możliwości przez chrom (III) (M a go s  
1991).Toksyczny i mutagenny efekt jest spowo
dowany przez zmiany w materiale genetycznym 
i zmiany reakcji metabolicznych i fizjologicz
nych (Losi i współaut. 1994). Wszystkie mikro
organizmy użyte w testach wykazały mutagen
ność chromu (VI).

Badane związki galu (GaCl3 i Ga(N03)3) po
siadają zdolność uszkadzania DNA bakterii Bacil
lus subtilis w teście Rec ale brak takiego wpływu 
na Salmonella typhimurium w teście Amesa i w 
teście SCE (K u rod a  i współaut. 1991).

Badania z użyciem Salmonella typhimu
rium, Escherichia coli i drożdży nie dały roztrzy- 
gających wyników z chlorkiem kadmu; CdCfy 
był słabo mutagenny i silnie cytotoksyczny w 
badaniach ze szczepem Salmonella; zaś takie 
związki kadmu, jak azotan, siarczan i chlorek 
działały słabo mutagennie na Bacillus subtilis 
(Kanematsu i współaut. 1980, C o s ta  i współaut. 
1984, M a go s  1991).

Kobalt był określany jako słabo mutagenny 
w teście Rec, a w teście z Salmonella typhimu
rium i z Escherichia coli nie indukował wcale 
mutacji ( C o s ta  i współaut. 1984, M a go s  1991).

Wyniki badań z użyciem miedzi i organi
zmów prokariotycznych są także dwuznaczne. 
Test Rec i Amesa dały wyniki ujemne, jedynie 
w badaniach z Escherichia coli miedź wykazy
wała właściwości mutagenne (Syracuse Re
search Corporation 1990).

Związki niklu określono jako niemutagenne 
w testach z Bacillus subtilis, z Salmonella typhi
murium oraz Escherichia coli WP2 (C o s ta  i 
współaut. 1984). Inni badacze stosując Esche
richia coli stwierdzili, że mutagenność niklu 
zależy od formy związku (L ee  i współaut. 1993).

Ołów jest uważany za jeden z metali, którego 
stężenie w środowisku najbardziej wzrosło pod 
wpływem ludzkiej cywilizacji. Ten wzrost stęże
nia jest wynikiem rozległego użycia Pb przez 
człowieka oraz rozprzestrzenienie emisji prze
mysłowych zawierających ten metal. Ołów ze 
względu na duże podobieństwo chemiczne (po
dobny promień jonowy, sposób pobierania) jest 
biochemicznym analogiem wapnia i dlatego tak 
łatwo jest włączany w łańcuch troficzny i meta
boliczny w miejsce Ca (Chang i C ockerham
1994). Pierwsze dane, że Pb może być genoto- 
ksyczny podali w latach 60-tych M u ro  i G o y e r  
(1969 wg W in d e r  i Bonin 1993). Dalsze badania 
z użyciem różnych metod dały sprzeczne rezul
taty. Wyniki uzyskane w różnych testach z uży
ciem Escherichia coli, Bacillus subtilis, Salmo
nella typhimurium były ujemne (W in d er i Bonin
1993). H a r tw ig  i współautorzy (1990) sugerują, 
że Pb reaguje z enzymami naprawczymi, takimi 
jak ligazy lub polimerazy. R oy  i Rossm an (1992) 
podaje, że niskie, niemutagenne stężenie octa
nu ołowiu podnosi mutagenny wpływ światła 
UV.

Rtęć jest najstarszym toksycznym metalem 
znanym człowiekowi. Jest silnie toksyczna dla 
człowieka, zwierzęt, roślin i mikroorganizmów. 
W komórkach występuje on jako rtęć metylowa- 
na (CHsHg). Jego olbrzymia toksyczność jest 
związana z predyspozycją do ligandów sulfhy- 
drylowych (-SH). Kompleksy CH3Hg-cysteina 
zaburzają syntezę białka. Związki rtęci są słabo 
mutagenne dla szczepu Bacillus subtilis i Sal
monella typhimurium 1537.

Selenian był mutagenny dla szczepu Salmo
nella typhimurium, a Se02 był silnie mutagenny 
dla szczepu Bacillus subtilis w teście Rec, w tym 
teście selenian był mniej aktywny niż selenin 
(M agos  1991).
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PODSUMOWANIE

Pomimo uzyskiwanych rozbieżności testy 
bakteryjne są bardzo przydatne jako szybki test 
skriningowy służący do oceny potencjalnie mu
tagennego i rakotwórczego działania związków 
chemicznych.

Kryteria prowadzenia badań oraz szczegóły 
techniczne muszą zostać ujednolicone, aby 
uniknąć rozbieżności w uzyskiwanych wyni
kach, dlatego należy użyć tego samego testu i 
związku, oraz wątpliwości co do ich niezawod
ności. Na przykład badania W il c o x  i współpra
cowników (1992) wykazują, że wrażliwość 
szczepu Salmonella typhimwium na testowane 
związki zależy od zastosowanego agaru do ze
stalenia podłoża. Ważny jest każdy aspekt me
todyki, najdrobniejsze niedociągnięcia mogą 
zagrozić całemu badaniu (In d u l s k i 1993, 1994).

W 1985 roku został opracowany raport oce
niający testy krótkoterminowe pod patronatem 
Programu Środowiskowego Organizacji Naro
dów Zjednoczonych, Międzynarodowej Organi
zacji Pracy i Światowej Organizacji Zdrowia, w 
któiym znajdujemy, że preferowanym bada
niem jest test Amesa a komplementarnym dla 
niego — badania aberracji chromosomalnych. 
Uważa się, że są one wystarczające do określe
nia genotoksyczności związku chemicznego na 
poziomie skriningu.

Podsumowując, badania z użyciem organi
zmów prokariotycznych są najszybszymi bada
niami skriningowymi i mogą stanowić punkt 
wyjścia do dalszych badań z użyciem organi
zmów wyższych.

THE USE OF BACTERIA IN EVALUATION OF CARCINOGENECITY AND MUTAGENECITY
OF HEAVY METALS

S u m m ary

Almost all DNA damaging and carcinogenic substances 
may be (but need not be) mutagenic. Many new compounds 
are produced per annum. It is difficult to identify those that 
could be carcinogenic because many factors affect carci
nogenicity, and time-consuming animal tests are needed to 
gain a degree of certainty. Microbial test systems for stu
dying the genotoxic potential of chemical agents have been 
developed. The reason for using short-term mutagenesis 
tests with bacteria or cultured cells to detect potential 
carcinogens is the association between their mutagenic 
activity and carcinogenicity. Many bacterial tests exist now

for detection of mutagens. The Salmonella/microsome mut
agenicity (A m e s ) test is the most widely and commonly used. 
Several metal compounds are considered to be carcinogens 
and/or mutagens. The metals that so far have been recog
nized as potentially carcinogenic are limited to Cr(VI), Cd, 
Ni, As and Be). Also short-term tests are used to survey 
mutagenic effects of metal compounds, but metal ions 
cause sometimes trouble and the test results are often 
unclear. Mutagenic effect of metals depends on enviromen- 
tal conditions and physicochemical properties of the me
tals.
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