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WSTEP

Termin mutacja zostat wprowadzony do bio-
logii przez de Vriesaw 1909 roku. Dzisiaj pod tym
pojeciem rozumiemy nagte, dziedziczace sie zmia-
ny w sekwencji zasad DNA, powodujgce zaburze-
nia w kodzie genetycznym. Zmiany mutacyjne
moga obejmowaé mutacje punktowe (ktére moga
polega¢ na zmianiejednej pary zasad na inng, na
ubytku par zasad lub wstawieniu dodatkowych
par),zmianyw strukturze chromosomu lub zmia-
ny liczby chromosoméw. U mikroorganizméw
materiat genetyczny (genofor) stanowi pojedynczy
chromosom, dlatego u bakterii rozpatrujemy
gtéwnie mutacje punktowe czyli zmiany sekwen-
c¢ji nukleotyddw w nici DNA.

Mutacje sg wynikiem dziatania czynnikéw
fizycznych i licznych zwigzkéw chemicznych,
ktore posrednio lub bezposrednio powoduja
zmiany w materiale genetycznym. Lista czynni-
koéw fizycznych wydaje sie by¢ ograniczona,
natomiast liczba zwiazkéw chemicznych o dzia-
taniu mutacyjnym jest dtuga i ciggle zwieksza
sie. Dopisywane sg zwigzki nowo powstate, ale
i takie ktdre byty powszechnie stosowane (np.
oranz akrydyny byt stosowany jako barwnik w
przemysle spozywczym).

O ile u organizmoéw jednokomérkowych
zmiany genetyczne objawiajg sie poprzez zmia-
ny cech morfologicznych lub fizjologicznych, to
u organizmoéw wielokomérkowych moga ujaw-
ni¢ sie niekontrolowang proliferacjg komoérek,
w wyniku ktérych obserwujemy powstanie no-
wotworéw. Mutacje i transformacje nowotworo-
we, jak dzisiaj przyjmujemy, sa ze soba Scisle
zwigzane. Karcynogeny powodujgce nowotwo-
rowy wzrost komérek w zdecydowanej wiekszo-
Sci przypadkéw sa mutagenami (ale nie wszy-
stkie mutageny sa karcynogenami). W tescie
Amesa z uzyciem Salmonella typhimurium uzy-

skano pozytywna odpowiedZz na pytanie, czy
mutageny sg rowniez karcynogenami, poniewaz
wsérod zwiazkéw wykazujacych mutagennosé
bylto 72%-91% zwigzkdéw rakotwdérczych w ba-
daniach na zwierzetach, zas te ktére nie wyka-
zywaty mutagennosci w 74°/0-94% nie wywoty-
waty nowotwordw u zwierzat (Namiesnik i Jas-
kowski 1995 ). W teScie Rec z uzyciem szczepu
Bacillus subtilis réwniez uzyskano pozytywng
(w 84%) odpowiedz, ze mutagen moze byc¢ kar-
cynogenem, poniewaz na 25 badanych karcy-
nogenéw 21 dato wynik pozytywny (Hirano i
wspoétaut. 1982). W testach z uzyciem Escheri-
chia coli na 100 badanych zwigzkéw karcyno-
gennych az 91 dato wynik pozytywny (Schlegel
1995).

Karcynogeny dzieli sie na dwie kategorie:
genotoksyczne i epigenetyczne. Okreslenie kar-
cynogeny genotoksyczne jest zwigzane z ich
potencjalng mozliwoscig zmieniania komorko-
wego kodu genetycznego. Uszkodzenie polega
na kowalencyjnym wigzaniu sie aktywnej formy
karcynogenu genotoksycznego z DNA (powstaje
addukt). Najczesciej modyfikacji ulegajg zasady
azotowe. Powszechnie uwaza sie, ze zwigzek,
ktéory ma zdolnos$¢ tworzenia adduktéw, jest
potencjalnym karcynogenem. Obecno$¢ addu-
ktu zaktdéca prawidtowe parowanie sie komple-
mentarnych zasad, co uniemozliwia prawidio-
wy przebieg replikacji DNA. W wyniku replikacji
uszkodzenie DNA spowodowane zwigzkiem
karcynogennym utrwala sie jako mutacja. Kar-
cynogeny epigenetyczne nie indukujg mutacji,
podstawa ich dziatania rakotwdérczego sa, na
przykiad, zaburzenia hormonalne, cytotoksycz-
nos¢, immunosupresja i udziat w generowaniu
wolnych rodnikéw tlenowych (Namiesnik i Jas-
kowski 1995).
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METODY BADANIA MUTACJI

Badanie dziatania mutagennego, jak i rako-
twoérczego zwigzkéw chemicznych mozna prze-
prowadzi¢:

1 Epidemiologicznie — przez stwierdzenie
zaleznosci miedzy czestoscig wystepowania
choroby a obecnoscia w srodowisku substancji
mutagennej (karcynogennej). Tradycyjna meto-
de, oparta na monitorowaniu i prowadzeniu
kwestionariuszy, stosuje sie obecnie rzadko,
gdyz wyniki uzyskuje sie postfactum. CzesSciej
stosuje sie obecnie tak zwang epidemiologie
molekularna, polegajaca na wykrywaniu mar-
keréw molekularnych, ktére sa wskaznikiem
uszkodzern DNA powstatych na skutek dziala-
nia okreslonego karcynogenu. Addukt PAH-
-DNA (PAH, policykliczne weglowodory aroma-
tyczne) uwaza sie, ze Swiadczy o podwyzszonym
ryzyku zachorowania na raka ptuc.

2. Laboratoryjnie — jest to szereg testow, w
ktérych uzywa sie zwierzat (badania dtugoter-
minowe) lub mikroorganizmow i modeli biologi-
cznych (linie komoérkowe) — sg to tak zwane
badania krétkoterminowe.

Badania diugoterminowe sg wykonywane
na szczurach, myszach lub chomikach syryj-
skich. Kazdy zwigzek jest testowany na przynaj-
mniej dwoch gatunkach i obydwdch piciach, a
kazdy test powinien obejmowac przynajmniej
50 zwierzat w kazdej grupie eksperymentalnej i
trwac 2 lata.

Badania krotkoterminowe obejmujg testy
wykorzystujace zjawiska zachodzace w komor-
kach ssakéw pod wplywem uszkodzern DNA.
Wymienia sie tutaj badania polegajace na okre-
Sleniu, czy zaszta wymiana odcinkéw pomiedzy
chromatydami siostrzanymi (SCE sister-chro-
matid exchange).

Krétkoterminowe testy z uzyciem mikro-
organizméw sa oparte na zatozeniu, ze DNAjest
materialem genetycznym wszystkich zywych
komorek i substancje szkodliwe dla DNA ko-
morki bakteryjnej beda najprawdopodobniej
szkodliwe dla ludzkiego DNA (Namies$nik i Jas-
kowski, 1995). Testy bakteryjne sgzaliczane do
trzech klas: wykrywajace mutacje postepujace
i wsteczne oraz wykrywajgce reperacje uszko-
dzenrn DNA (Indulski 1993).

Opracowano wiele testow umozliwiajgcych
wykrycie substancji mutagennych, w ktorych
uzywa sie szczepOw bakteryjnych.Testem po-
wszechnie uzywanym jest test Amesa — bakte-
riologiczna metoda wykrywania i okres$lenia
substancji niszczacych strukture DNA i przyj-
mowanych z uzasadnionym prawdopodobien-

stwem za rakotworcze (Schlegel 1995). W te-
scie tym uzywa sie genetycznie zmienionych
szczep6bw Salmonella typhimurium; zawierajg
one mutacje (his-), to znaczy nie dokonujg syn-
tezy histydyny, gdyz nie sg zdolne do produkcji
enzymu uczestniczacego w tym procesie. Jest
to mutacja typu pokarmowego. Czasami w celu
podwyzszenia wrazliwosci szczepéw stosowa-
nych w tym tescie dokonuje sie w nich innych
mutacji, na przyklad uszkodzenie Sciany ko-
moérkowej, co powoduje wiekszg jej przepusz-
czalnos¢ dla substancji chemicznych lub
zmniejszenia zdolnosci naprawy uszkodzen
DNA.

Test Amesa polega na pomiarze czestotliwo-
Sci mutacji powrotnych (wstecznych) do szcze-
pu histydynoniezaleznego pod wplywem bada-
nego zwigzku. Mutacje powrotne (rewersje) zda-
rzaja sie znacznie czesciej, gdy bakterie histy-
dynozalezne (his-) sg narazone na dziatanie
czynnikéw mutagennych. Wedtug przyjetych
kryteridw testowana substancja jest uznawana
za mutagenna, jesli powoduje co najmniej dwu-
krotny wzrost liczby kolonii rewertantéw w po-
réwnaniu do liczby kolonii rewertantéw spon-
tanicznych.

Przyczyng fatszywych negatywnych wyni-
kéw w teScie Amesa moze by¢ brak systemu
aktywujacego, poniewaz pewne zwiazki sg mu-
tagenne dopiero po aktywacji metabolicznej
(nazywa sie je promutagenami), aby unikna¢
tego stosuje sie metaboliczng aktywacje przez
enzymy zawarte w homogenacie watroby szczu-
rzej oznaczonego S-9. Prébowano stosowac fra-
kcje S-9 z innych tkanek i innych zwierzat (np.
z szczurzego ptuca lub ludzkiej watroby) ale
okazato sie, ze watroba szczurzajest najbardziej
dogodnym zrodtem aktywnych enzymow (Ames
i wspotaut. 1975). Obecnos$¢ S-9 zafalszowata
wyniki w przypadku badania mutagennego
wptywu metali ciezkich. Znoszenie mutagenne-
go i toksycznego wptywu metali zachodzito z
powodu metaloprotein obecnych w S-9. Protei-
ny wigzg metale, ktére nie mogg w tej formie
dziata¢ na DNA (WONG 1988).

Mozna uzy¢ innej metody aby okresli¢ czy
dany zwiazek jest mutagenny, ktéra réwniez
wykorzystuje bakterie. Metoda ta opracowana
przez Tsuneo Kada (czesto jest okreslana jako
test Rec) wykorzystuje szczepy Bacillus subti-
lis.Wyselekcjonowatl on mutanty z uszkodzo-
nym genem rec45, ktére nie posiadajg zdolnosci
reperacji uszkodzonego DNA. Bakterie nie po-
siadajgce zdolnosci naprawy sa bardziej wrazli-
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we na zwigzki uszkadzajgce DNA niz dzikie
szczepy . Szczep nazwany M45Rec~ nie posiada
genu rec45 uzywany w tym tescie w kombinacji
ze szczepem HI17Rec+, ktéry jest dziki, czyli
posiada wlasnos¢ rekombinacji DNA. Poréwnu-
jac rodzicielski szczep H17Rec+ ze szczepem
M45Rec~, to ten ostatni ma mniejsze zdolnosci
do transformacji, jest bardziej wrazliwy na pro-
mieniowanie UV i gama () (Kada 1975).

Okreslenie za pomocg tego testu czy badany
zwigzek chemicznyjest mutagenny czy nie, po-
lega na okresleniu réznic w wielkosci stref za-
hamowania pomiedzy szczepami rec+ i rec-.
Udoskonalenia tego testu polegaja na uzyciu
kietkujacych przetrwalnikédw w miejsce komo-
rek wegetatywnych, umozliwia to 50-krotny
wzrost wrazliwosci. Kietkujgce przetrwalniki
majg wyzszg wrazliwos¢ na zwigzki powodujgce
uszkodzenia w DNA (Kada i Watanabe 1983,
Hirano i wspétaut. 1982). Réwniezjak w tescie
Amesa stosuje sie metaboliczng aktywacje za
pomocg frakcji S-9.

W testach na mutagennos¢ zwiazkéw che-
micznych stosuje sie czasami szczep Escheri-
chia coli WP2 [tyr). Dokonano w nich mutacji
pokarmowej, nie sg one zdolne do wytwarzania
tiyptofanu. Stosuje sie czasami szczep 0 zwie-
kszonej wrazliwosci na promieniowanie UV
(her), w ktérych zdolnos¢ do naprawy zniszczo-
nego DNA jest znacznie obnizona. Potwierdze-
niem wplywu mutagennego zwigzku jest indu-
kcja mutacji powrotnej tnf —. try+(kada 1973).

Oprécz podstawowych testéw stosowanych
od wielu lat i ktére sg uznawane za standardy,
w ostatnich latach pojawito sie duzo nowych
testéw, ktore rowniez przeprowadza sie na mi-
kroorganizmch.

Mutatox (TM ) jest to test wykorzystujacy
morska, bioluminescencyjna bakterie Photo-
bacterium phosphoreum Zdolnos¢ substancji
do uszkodzenia DNA okresla sie na podstawie
przejscia luminescencyjnych bakterii w formy
nieSwiecace (ciemne). Johnson (1992) poréw-
nuje Mutatox z testem Amesa i twierdzi, ze jest
on fatwiejszy, szybszy i tanszy. Inni badacze
(Cote | wspotaut. 1996 ) potaczyli obydwie te
metody. Do szczepu Salmonella typhimurium
TA98 introdukowano geny lux odpowiedzialne
za emitowanie Swiatta w procesie biolumine-
scencji.

Do nowszych testéw na genotoksycznosé,
pozwalajacych na ilosciowg ocene indukcji po-
szczegoblnych gendw uczestniczacych w proce-
sach uruchomianych w komorce bakteryjnej po
uszkodzeniu DNA jest grupa testow, ktére sg
szybkie, proste, mierzone kolorymetrycznie, po-
legajace na indukcji transkrypcji genéw regulo-
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nu SOS. Sa to testy: SOS chromotest, Umu test
i RecA test.

W systemie naprawy SOS dwa geny odgry-
waja kluczowsa role: lexA kodujacy represor dla
wszystkich gendw systemu naprawczego i recA
kodujacy biatko zdolne do rozktadania represo-
ra LexA. Monitorowanie uruchamiania systemu
naprawczego SOS moze polega¢ na obserwacji
aktywacji biatka RecA, rozszczepiania represo-
ra LexA lub ekspresji innego genu z systemu
SOS. Wzmozona transkrypcja genu recA zaczy-
na sie na skutek uszkodzenia DNA, biatko RecA
w kompleksie z jednoniciowym DNA nabiera
wiasciwosci proteolitycznych ijest w stanie ina-
ktywowac represor LexA. Aby ulatwi¢ monito-
rowanie indukcji systemu SOS dokonano fuzji
jednego genu z tego systemu z genem lacZ
(strukturalny gen kodujgcy enzym (3-galaktozy-
daze), (Muller i Janz 1992, Quillardet i Hof-
nung 1993). Standardowym szczepem w SOS
chromotest jest szczep Escherichia coli PQ37—
ma on fuzje gendw sfiA::lacZ; dokonano u tego
szczepu rowniez delecji normalnego regionu
lac-, dlatego aktywnos$¢ |3 galaktozydazy jest
Scisle zalezna od ekspresji genu sjiA. Konstytu-
tywna synteza fosfatazy zasadowej, enzymu
niezaleznego od kontroli SOS, stanowi kontrole
w tym modelu badan (Quillardet i Hofnung
1993). Uzywa sie tez szczepu PQ300, ktéry ma
dodatkowg mutacje w genie oxyR (kluczowy gen
w obronie przed zwigzkami utleniajgcymi),
przez co staje sie wrazliwszy w wykrywaniu
utleniajgcych zwigzkéw genotoksycznyeh (M ul-
ler iJanz 1993, Quillardet i Hofnung 1993).

W testach Umu i RecA bada sie indukcje
genow umuC lub recA, ktére poddano fuzji z
genem lacZ-umuC::lacZ lub recA::lacZ. Wykorzy-
stuje sie w tych testach szczepy Salmonella
typhimurium TAI1535. Tak jak w SOS chromo-
test badanie polega na okresleniu aktywnosci
enzymu (3galaktozydazy, ktéry odzwierciedla
indukcje genu umuC lub recA (Nunoshiba i
Nishioka 1991, Reifferscheid 1 wspotaut.
1992, Ooda i wspétaut. 1992, Pal i wspoétaut.
1992).

Do dadan nad mutagennoscia réznych
zwigzkow uzywa sie rowniez drozdzy (Saccharo-
myces cerevisie) uwazajac, ze jako organizmy
eukariotyczne sg bardziej odpowiednie do ba-
dan zwigzkéw potencjalnie rakotwérczych
(Kungolos i Aoyama 1993).

Poniewaz znaczna czes¢ zwigzkoéw chemicz-
nych wykazuje dziatanie genotoksyczne dopiero
po przemianach metabolicznych, dlatego poda-
je sie frakcje mikrosomalng homogenatu watro-
by szczurzej w celu ich aktywacji. Badania Bu-
cHoLzai wspotpracownikéw (1992) wykazaty, ze



272

dwa zrekombinowane szczepy Streptomyces gri-
seus umozliwiajg przemiany promutagenéw, to
znaczy ze sg zdolne do aktywacji zwigzkéw pro-
mutagennych i wykrycia ich jako metabolity
mutagenne bez egzogennego zrodta aktywaciji.
Testy z bakteriami zostaly opracowane w
daleko wiekszych szczegétach niz inne metody
uzywane obecnie w toksykologii genetycznej,
ale wrazliwosc tych testéwjest r6zna i koncowy
efekt jest mieszaning pozytywnych i negatyw-
nych wynikéw z préb. Na przyklad badajac
mutagenny wptyw jonéw metali ciezkich (ostat-
nio zwraca sie coraz wiekszg uwage na mozli-
wos$¢ mutagennego, a i w konsekwencji kar-
cynogennego oddziatywania niektérych jonow
metali) okazato sie, ze ten sam metal moze by¢
niemutagenny dlajednego szczepu a mutagen-
ny dla innego. Na przykiad badania nad muta-
gennym dziataniem metali wykazaty mniejszg
niz 30% zgodnos$¢ metody Bacillus subtilis Ree
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i metody z wykorzystaniem rewersji (testy z
Salmonella typhimurium i Escherichia coli), po-
niewaz na 14 metali dajacych efekt pozytywny
w tescie Bacillus subtilis Rec (As, Cd, Co, Cr, Cs,
Hg, Ir, Pt, Rh, Se, Sb, Te, Tl, V) tylko 4 induko-
waty rewersje powrotne (Rh, Pt, Te, Cr ) u
Salmonella typhimurium i Escherichia coli (Ka-
nematsu i wspotaut. 1980).

Sposréd 10 badanych metali: As, Be, Cd,
Co, Cr, Ni, Mn, Pb, Sb, Zn tylko jeden (chrom)
dat jednoznacznie pozytywny wynik w stan-
dardowych krétkoterminowych badaniach (Ma-
gos 1991).

Probuje sie to wyttumaczy¢ réznym podto-
zem i specyficzng dla kazdego szczepu prze-
puszczalnoscig btony lub rézng metaboliczng
modyfikacja metalu. Okazato sie réwniez, ze
badacze niezaleznie pomiedzy sobg uzyskiwali
rézne wyniki stosujac ten sam test.

MUTAGENNOSC METALI

Potencjalna mutagennosc¢ jonéw metali za-
lezy od wielu czynnikéw, zwlaszcza od tych
ktdre przyczyniaja sie do tatwiejszego pobiera-
nia metalu przez komoérke. Innymi faktorami
wplywajacymi na mutagennos$¢ metali sg ich
wiasciwosci fizyko-chemiczne, na przykitad sto-
pien utlenienia (np. Cr(lll) niejest rakotworczy,
a Cr(Vl) ma zdolno$¢ do penetrowania przez
btone komérkowa, oddziatywania na strukture
DNA i metabolizm komorkowy), reagowanie z
ligandami oraz obecnos¢ innych metali. Sg me-
tale, ktore same nie sg rakotworcze ale moga
wzmagaé te zdolnos¢ innego metalu (Chang |
Cockerham 1994) lub wzmagac¢ genotoksyczne
dziatanie takich czynnikéw, jak promieniowa-
nie UV lub zwigzkdw alkilujgcych (Beyersmann
1994). Hartwig (1995) podaje, ze dominujg dwa
modele oddziatywania metalu z DNA: jeden na
zasadzie utleniacza — przykladem sg zwigzki
chromu — i drugi polegajacy na interakcji me-
talu z procesem naprawczym DNA.

Istniejg réwniez inne czynniki, na ktére nie
zZwraca sie uwagi, a moga one wywiera¢ wpltyw
na fakt wystgpienia mutacji badz jej brak. Do
tego tupu czynnikéw wydajg sie naleze¢: rodzaj
uzytego podioza, wiek stosowanej do badan
hodowli a takze obecnos$¢ dodatkowych zwigz-
kéw w Srodowisku doswiadczalnym. Podtoza o
bogatym skladzie, a zwlaszcza zawierajgce do-
datkowe Zrédta biatka w postaci peptonu lub
wyciggu miesnego, moga w znacznym stopniu
zafatszowaé obraz dziatania badanego metalu.
Metale znajduja sie w podtozu w postaci zwig-
zanej, tylko bardzo niewielki procentjest obec-

ny w postaci jonowej. Jon metalu w postaci
zwigzane] moze by¢ niedostepny dla komorki
lub by¢ wlasnie w tej postaci transportowany w
poprzek btony. Prawdopodobnie te czynniki, jak
i jeszcze wiele innych zwigzanych z rodzajem
uzytej do badan metody, majg wptyw na roz-
bieznosci w uzyskiwanych wynikach. Na pod-
stawie wybranych metali przedstawie, jak réz-
nie moga one oddziatywac w zaleznosci od uzy-
tej metody.

| tak na przyktad zwigzki arsenu nie byty
mutagenne dla Salmonella typhimurium w te-
Scie Arnesa i w tescie z uzyciem szczepu Esche-
richia coli WP2. Natomiast w tescie Bacillus
subtilis Rec uzyskano silnie pozytywny efekt
mutagenny ze zwiazkami arsenu: AS20s,
AS203, ASCI3, Na2HAsO4. Takze badania
epidemiologiczne wskazaly, ze metal ten jest
karcynogenny (Costa i wspétaut. 1984).

Kuroda i wspotpracownicy (1991) badajac
trzy zwigzki antymonu: SbCI3, SbCls i Sb2o3
stwierdzili, ze sg mutagenne w tescie Bacillus
subtilis Rec, a brak takiego wplywu w tescie
Amesa. Zwigzki SbCI3 i Sb2C=3 silnie wptywaty
na indukcje wymiany odcinkéw pomiedzy chro-
matydami siostrzanymi (SCE) (Costa i wspot-
aut. 1984). Te same zwigzki badane przez Ka-
nematsu | Wspotpracownikéw (1980) w tescie
Rec pokazaly, ze Sb (VI) jest silniejszym muta-
genem od Sb (IlI).

Badania epidemiologiczne wykazaty karcy-
nogenny wptyw berylu. W badaniach z uzyciem
bakteri uzyskano sprzeczne wyniki, to znaczy w
tescie Bacillus subtilis Rec beryl wykazat muta-
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genny wplyw, zas w tescie Amesa i w tescie z
uzyciem Escherichia coli beryl nie powodowat
indukcji rewersji wstecznych. Podobne wyniki
uzyskali Kuroda i wspétpracownicy (1991), to
znaczy zwigzki BeCfy i Be(No3)2 byty mutagen-
ne w tescie Rec, a w tescie Amesa daty wynik
ujemny.

Chromjest obecny w Srodowisku gtéwnie w
postaci zredukowanej Cr(lll) oraz jako Cr(VT)-
-chromian. Chromian jest biologicznie bardzo
aktywny, a bedac tetraedrycznym oksoanionem
jest strukturalnym analogiem HPO4 2 i SO4 2,
ktore sg aktywnie transportowane przez btone
komoérkowg (watterhahn i Hamilton 1989).
Wewnatrzkomdérkowo Cr(VI) jest redukowany
poprzez stabo aktywne posrednie produkty re-
dukgcji do statej formy Cr(lll). Jego toksycznos¢
zalezy wiasnie od stanu utlenienia. Jako pier-
Wwsi Venitt i Levy (1974, za Indulski 1992)
wykazali, ze szeSciowartosciowy a nie trojwar-
tosciowy jest mutagenny dla bakterii. Badania
wielu badaczy wykazaty brak dziatania Cr(lll)
na komorki ssakow, zas Cr(VI) dawat pozytywne
wyniki (Leonard i Lauwerys 1980, W atterhahn
i Hamilton 1989). Réznice w oddziatywaniu po-
miedzy zwigzkami chromowymi i chromianowy-
mi sg zwigzane z mozliwoscig penetracji mem-
brany komorkowej przez chrom (VI) a brakiem
tej mozliwosci przez chrom (lll) (Magos
1991).Toksyczny i mutagenny efektjest spowo-
dowany przez zmiany w materiale genetycznym
i zmiany reakcji metabolicznych i fizjologicz-
nych (Losi i wspotaut. 1994). Wszystkie mikro-
organizmy uzyte w testach wykazaly mutagen-
nos¢ chromu (VI).

Badane zwigzki galu (GaCl3 i Ga(N03)3) po-
siadaja zdolnos¢ uszkadzania DNA bakterii Bacil-
lus subtilis w tescie Rec ale brak takiego wptywu
na Salmonella typhimurium w tescie Amesa i w
tescie SCE (Kuroda iwspotaut. 1991).

Badania z uzyciem Salmonella typhimu-
rium, Escherichia coli i drozdzy nie daty roztrzy-
gajacych wynikéw z chlorkiem kadmu; CdCfy
byt stabo mutagenny i silnie cytotoksyczny w
badaniach ze szczepem Salmonella; zas takie
zwiazki kadmu, jak azotan, siarczan i chlorek
dziataty stabo mutagennie na Bacillus subtilis
(Kanematsu iwspoétaut. 1980, Costa i wspétaut.
1984, Magos 1991).

Kobalt byt okreslany jako stabo mutagenny
w tescie Rec, aw tescie z Salmonella typhimu-
rium i z Escherichia coli nie indukowat wcale
mutacji (Costa i wspétaut. 1984, Magos 1991).
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Wyniki badan z uzyciem miedzi i organi-
zmow prokariotycznych sg takze dwuznaczne.
Test Rec i Amesa daty wyniki ujemne, jedynie
w badaniach z Escherichia coli miedz wykazy-
wata whasciwosci mutagenne (Syracuse Re-
search Corporation 1990).

Zwiazki niklu okreslonojako niemutagenne
w testach z Bacillus subtilis, z Salmonella typhi-
murium oraz Escherichia coli WP2 (Costa i
wspoétaut. 1984). Inni badacze stosujac Esche-
richia coli stwierdzili, ze mutagennos¢ niklu
zalezy od formy zwigzku (Lee i wspotaut. 1993).

Otéwjest uwazany zajeden z metali, ktérego
stezenie w $rodowisku najbardziej wzrosto pod
wptywem ludzkiej cywilizacji. Ten wzrost steze-
nia jest wynikiem rozlegtego uzycia Pb przez
cztowieka oraz rozprzestrzenienie emisji prze-
mystowych zawierajgcych ten metal. Oléw ze
wzgledu na duze podobienstwo chemiczne (po-
dobny promien jonowy, sposéb pobierania) jest
biochemicznym analogiem wapnia i dlatego tak
tatwo jest wlgczany w tancuch troficzny i meta-
boliczny w miejsce Ca (Chang i Cockerham
1994). Pierwsze dane, ze Pb moze by¢ genoto-
ksyczny podali w latach 60-tych Muro i Goyer
(1969 wgw inder i Bonin 1993). Dalsze badania
z uzyciem réznych metod daty sprzeczne rezul-
taty. Wyniki uzyskane w réznych testach z uzy-
ciem Escherichia coli, Bacillus subtilis, Salmo-
nella typhimurium byly ujemne (Winder i Bonin
1993). Hartwig iwspotautorzy (1990) sugeruja,
ze Pb reaguje z enzymami naprawczymi, takimi
jak ligazy lub polimerazy. Roy i Rossman (1992)
podaje, ze niskie, niemutagenne stezenie octa-
nu otowiu podnosi mutagenny wpityw Swiatta
UV.

Rtec jest najstarszym toksycznym metalem
znanym cztowiekowi. Jest silnie toksyczna dla
cztowieka, zwierzet, roslin i mikroorganizmow.
W komoérkach wystepuje onjako rte¢ metylowa-
na (CHsHg). Jego olbrzymia toksycznos¢ jest
zwigzana z predyspozycja do ligandéw sulfhy-
drylowych (-SH). Kompleksy CHsHg-cysteina
zaburzajg synteze biatka. Zwiazki rteci sg stabo
mutagenne dla szczepu Bacillus subtilis i Sal-
monella typhimurium 1537.

Selenian byt mutagenny dla szczepu Salmo-
nella typhimurium, a Se02 byt silnie mutagenny
dla szczepu Bacillus subtilisw tescie Rec, w tym
teScie selenian byt mniej aktywny niz selenin
(Magos 1991).
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PODSUMOWANIE

Pomimo uzyskiwanych rozbieznosci testy
bakteryjne sa bardzo przydatnejako szybki test
skriningowy stuzgacy do oceny potencjalnie mu-
tagennego i rakotwdrczego dziatania zwigzkoéw
chemicznych.

Kryteria prowadzenia badan oraz szczeg6ty
techniczne musza zosta¢ ujednolicone, aby
unikng¢ rozbieznosci w uzyskiwanych wyni-
kach, dlatego nalezy uzy¢ tego samego testu i
zwigzku, oraz watpliwosci co do ich niezawod-
nosci. Na przykitad badania w itcox i wspotpra-
cownikéw (1992) wykazuja, ze wrazliwosé
szczepu Salmonella typhimwium na testowane
zwiazki zalezy od zastosowanego agaru do ze-
stalenia podtoza. Wazny jest kazdy aspekt me-
todyki, najdrobniejsze niedociagniecia moga
zagrozi¢ catemu badaniu (Induiski 1993, 1994).

THE USE OF BACTERIA

W 1985 roku zostat opracowany raport oce-
niajacy testy krotkoterminowe pod patronatem
Programu Srodowiskowego Organizacji Naro-
déw Zjednoczonych, Miedzynarodowej Organi-
zacji Pracy i Swiatowej Organizacji Zdrowia, w
ktéiym znajdujemy, ze preferowanym bada-
niem jest test Amesa a komplementarnym dla
niego — badania aberracji chromosomalnych.
Uwaza sie, ze sg one wystarczajgce do okresle-
nia genotoksycznos$ci zwigzku chemicznego na
poziomie skriningu.

Podsumowujac, badania z uzyciem organi-
zmoéw prokariotycznych sg najszybszymi bada-
niami skriningowymi i moga stanowi¢ punkt
wyjscia do dalszych badan z uzyciem organi-
zmoéw wyzszych.

IN EVALUATION OF CARCINOGENECITY AND MUTAGENECITY

OF HEAVY METALS

Summary

Almost all DNA damaging and carcinogenic substances
may be (but need not be) mutagenic. Many new compounds
are produced per annum. Itis 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 ofmutagens. The Salmonella/microsome mut-
agenicity (Ames) testis the mostwidely 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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