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W pracy omówiono ogólnie systemy naprawy DNA i metody oceny efektów ge­
notoksycznych. Spośród metod stoso~anych do oceny pierwotnych uszkodzeń 
DNA szerzej opisano techniki pozwaJaj~ce oszicować wielkoś? syntezy nie­
planowej DNA (UDS). Podano interpretację wyników otrzymanych przy użyciu 
testu UDS oraz opisano przykłady praktycznych zastosowań testu UDS. 

l .WSTĘP 

Wierność i integralność informacji genetycznej (jej nośnikiem jest DNA) jest 
jednym z podstawowych warunków, od których spełnienia żależy przeżywalność danego 
organizmu. Trzeba dodać, że zachodzące w toku ewolucji zmiany materiału genety­
cznego mogą w końcowym rozrachunku okazać się korzystne dla gatunku, umożliwia­

jąc mu przetrwanie mimo zmieniających się warunków bytowania. Zachowanie nie­
zmienności informacji genetycznej wymaga nie tylko wyjątkowej dokładności procesu 
syntezy DNA (replikacji), ale także wydajnych i precyzyjnych mechanizmów naprawy 
uszkodzeń DNA. Należy wspomnieć, że uszkodzenia DNA mogą wystąpić zarówno sponta­
nicznie, jak i pod wpływem czynników zewnętrznych, w tym i niektórych związków 

chemicznych określanych mianem związków genotoksycznych. Jeśli uszkodzenie DNA 
powstałe w następstwie działania genotoksycznego związku chemicznego nie zostaje 

usunięte.gdyż mechanizm naprawy (reperacji) DNA jest mało wydajny lub nieprecy-
. j . ; . . . 

zyjny, wówczas zmiana materiału genetycznego może zostać przekazana komórkom po­
tomnym. Taką trwałą zmianę materiału genetycznego określa się mianem m~tacji. 

Uszkodzenie DNA może również przejawić się śmiercią komórki (organizmu) zwłaszcza 

wtedy, gdy nastąpiło w sekwencji DNA istotnej dla czynności życiowei kom~rki. W 
przypadku nieletalnych uszkodzeń DNA, które zostają przekazane komórkom potomnym, 
ef~kt takiej mutacji może mieć charakter transformacji ~owotworowej lub zmian te~ 
ratogennych, jeśli mutacja nastąpiła w komórkach somatycznych płodu [10]. 

W przypadku zmian mutagennych w gametach lub ich ~omórkach macierzystych 
zmiany mogą wystąpić u potomstwa (rys.l). Mutacja w komórkach rozrodczych może 

uj~wnić się natychmiast, gdy jest zmianą dominującą, lub może ulec ekspresji do­
pie~o w następnych pokoleniach w przypadku zmiany recesywnej. Mutacje dominujące 
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letafne priejawi•ją si• natychmiast efektem letalnym komórek rozrodczych lub obu­

mieraniem zapłodnion~go jaja, a więc nie SĄ dziedziczne. Mutacje dominujĄce nie­

letalne, chociaż nie powodujĄ śmierci płodu, SĄ przyczynĄ ciężkich schorzeń roz­

wojowych potomstwa. Ponieważ ulegajĄ bezpośredniej ekspresji, mog~ być zatem wy­

kryte fenotypowo w pierwszym pokoleniu, co umożliwia kontrolę częstości ich wy­

stępowania. Zmiany o charakterze mutacji recesywnych mogĄ ujawnić się fenotypowo 

w dalszych pokoleniach, gdy w następstwie wzrostu liczby tych mutacji w puli ge­

netycznej gatunku wzt~sta prawdo~odobieństwo ~ow~tania organizmu homoiygotyczne­

go. Mutacje tego typu stanowi~ istotnyproblem genetyczny, gdyt heterozygotyczni 

nosiciele SĄ fenotypowo normalni i mog~ być nie zidentyfikowani. Zmiany o chara­

kterze mutacji wsp6ldominuj~cych ujawniaj~ się szybciej niż zmiany . recesywne, ale 

zazwyczaj również nie w pierwszym pokoleniu. Ujawnienie się zmian recesywnych 

zwi~zanych z płciĄ zależy od płci pcitomstwa·· (10]. 

organizm zwierzęcy (ssak) 
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Rys.1. Możliwe następstwa działania genotoksycznego zwiĄzków 
., 

chemicznych na organizm ssaków [wg 10] 

Podsum~wuj~c: działanie genotok~yczne substancji chemicznich jest powszechnie 

uz~ane za potencjalnie szkodliwe dla organizmu. Efekt fenotypowy mutacji może być 

r6•nie nasilony lub zamaskowany. Zależy od spełnianej funkcji ' białka st~uktural­

nego, regulacyj~ego lub enzymatycznego, kodowanego przez gen ulegajĄcy mutacji w 

całościowym procesie wzrostu i różnicowania się organizmu. Ze względów biologi­

cznych najbardziej ważkie SĄ następstwa mutacji genowych oraz transformacji nowo­

tworowej a znacznie mniejsze znaczenie majĄ uszkodzenia chromoso~ów i pierwotne 

DNA [IO]. PodstawĄ tego rankingu SĄ ich szkodliwe następstwa dla puli genetycznej 
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gatunku oraz stwierdzenie pozytywnej korelacji między zdolności~ danego zwi~zku 

do indukowania mutacji genowych in vivo a procesem onkogenezy. 

2. SYStB~Y NAPRAWY DNA 

W toku ewolucji powstało kilka rodzajów enzymatycznej naprawy DNA, jedynej 
makrocz~steczki dbecnej w organizmach prokariotycznych i eukariotycznych, która 
posiada zdolność samonaprawy (8, 34}. 01óln~ cech~ procesów naprawy (reperacji) 
uszk~dzone10 DNA jest zdolność do usuwania i odbudowy zmienionego odcinka DNA do 
postaci wyjściowej, tzn. stanu przed uszkodzeniem. Procesy naprawy DNA s~ dokony­
wane przez aniej lub bardziej złożone.układy enzymatyczne, których ef~tywnoić 

jest 01raniezona i zależy 111. in. od 1 ictby i rodzaju uszkodzeń DNA [39). · 
W. organizmie ssaków zidentyfikowano cztery rodzaje mechanizmów naprawy DNA. 

s~ to: naprawa przez wycinanie, naprawa poreplikacyjna, fotoreaktywacja i naprawa 
SOS. Dwa pierwsze rodzaje s~ zasadniczymi procesami eliminacji uszkodzonego DNA i 
jeao resyntezy u ludzi i ssaków (10, 12, 34). Od efektywności tych procesów za­
leży końcowy efekt działania genotoksycznego : zwi~zków chemicznych [IO}. 

2.1. Naprawa przez wycinanie 

Ten mechanizm naprawy DNA wysttpuje u ssaków i ludzi z wyj~tkiem ostatecznie 
zróżnicowanych rodzajów komórek, np. plemników lub j~drzastych form erytrocyt~w 

(12]. Odpo•hdzialny jest on .za naprawę uszkodzeń dwuniciowego DNA o charakterze 
aoclyfikacji ~np. alkilacji) zasad azotowych zan~wno purynowych, jak i pirymidyno­
wych, pękni\lć nici DNA oraz wiązań w obrębie jednego łańcucha DNA, np. dimerów 
tyainowych [12, 15, 16, 20, 40]. W zależności od wielkości chemicznego uszkodze­
nia DNA wyróżnia się dwie drogi naprawy DNA [11. 35, 38]: 

l) poprzez wycinanie zmodyfikowanych zasad (small patch), 
2) poprze.z wycinanie zmienionych nukleotydów (large patch). 
W pierwszym etapie - przy współudziale specjalnych białkowych kofaktorów 

następuje rozpoznanie uszkodzonego odcinka DNA i udostępnienie go enzymom reperu­
jącym. W przypadku naprawy uszkodzenia DNĄ o charakterze modyfikacji pojedynczej 
zasady azotowej, np. alkilacji, następuje jej odszczepienie przez właściwą N-gli­
kozylazę. Następnie odpowiednia endonukleaza nacina nić DNA w pobliżu powstałego 

apurynowego lub apirymidynowego miejsca. Oduczepiony mały odcinek DNA zostaje 
degra4owany od końca 5'P przez swoist~ egzonukleazę. Do powstałego końca 3'0H ni­
ci DNA w obecności DNA polimerazy i zostaj~ doł~czone nukleotydy komplementarne 
wz&lędem drugiej nie zmienionej nici, a połączenie nowo zsyntetyzowanego odcinka 
DNA z nie zmienionym pozostałym odcinkiem tej samej nici dokonuje się w obecności 
właściwej ligazy [11, 35]. Podczas naprawy DNA o charakterze modyfikacji kilku 
kolejnych zasad lub kowalentnych addukt6w między zasadami azotowymi a zwi~zkie• 

chemicznym wycięciu przez endonukleazę i następnej degradacji przez egzonukleazę 

ulega zmieniony fragment nukleotydowy. Powstała luka zostaje, podobnie jak 
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uprzednio, wypełniona przy współudziale polimerazy i ligazy, a jako matryca służy 
nie zmieniony odcinek drugiej nici DNA (12]. Naprawa przez wycinanie jest uważana 
za proces o wysokim stopniu dokładności i zwykle odtwarza w sposób bezbłędny 

pierwotną sekwencję DNA (12). 

2.2. Naprawa poreplikacyjna 

W następstwie działania niektórych związków , chemicznych, np. dwufunkcyjnych 
związków alkilujących (np.8-metoksypsoralenu), · powstają trwałe połączenia poprze­
czne między komplementarnymj l•ńcuchami DNA uniemożliwiające normalną replikację 

DNAt' której przebieg wymagauprzedniego rozdzielenia obu nici DNA (12, 29]. Pro­
cesy związane z odblokowaniem syntezy DNA i naprawą uszkodzeń, które powodują jej 
zahamowanie zachodzą tylko w czasie syntezy DNA i określone są mianem naprawy po­
replikacyjnej [10~ 12]. Uszkódzenia tego typu nie mogą być usuwane bezpośrednio 

na drodze naprawy przez wycinanie, gdyż żaden z obu łańcuchów nie ~oże być bez­
błędną matrycą dla resyntezy kompUmentarnego łańcucha. W czasie replikacji DNA 
polime·raza dochodząc do miejsca z poprzecznym wiązaniem, przestaje polimeryzować 

i rozpoczyna dalszą polimeryzację w następnym miejscu inicjacji, znajdującym się 

z~ poprzecznym wiązaniem. W ten sposób zostaje zsyntetyzowany DNA z lukami (20, 
29, 35]. Powstałe luki w DNA zostają wyp·ełnione w procesie rekombinacji zacho­
dzącej między siostrzanymi łańcuchami DNA o tej samej polarności, pochodzącymi z 
drugiego homologicznego chromosomu. Naprawa poreplikacyjna jest słabo . poznana, 
aczkolwiek wiadomo, że jest złożonym procesem enzymatycznym, który nie zawsze 
przebiega bezbłędnie, czyli nie zawsze usuwa wszystkie powstałe uszkodzenia DNA, 
co może przeja•ić się zwiększeniem liczby zmian mutacyjnych w ~omórkach poto­
mnych. Przyjmuje się, że za pomocą tego mechanizmu naprawczego ulegają reperacji 
także pęknięcia podwójnej ·nici DNA. _ Jeśli jednak pęknięcia obu łańcuchów znajdują 
się blisko siebie, to następuje fragmentacja DNA. 

Pozostałe dwa mechanizmy mają mni~jsze znaczenie w procesie naprawy DNA u 
ssaków i ludzi (10). Najwięcej danych zebrano na temat fotoreaktywacji zwłaszcza 

zachodzącej u Escherichia coli (10, 34]. · 

2.3. Fotoreaktywacja 

Pod ~~ływem UV w DNA bakterii E~cherichia coli powstają dimery pirymidynowe, 
których obecność blokuje replikację · DNA i może być przyczyną śmierci komórki. W 
obecności światła widzialnego przy udziale swoistego enzymu fotoliazy następuje 

zerwanie wiązań kowalencyjnych między połączonymi zasadami pirymidynowymi, wycię­
cie zmodyfikowanego odcinka łańcucha DNA i odtworzenie pierwotnej struktury DNA 
[9; 11, 12, 33]. Obecność fotoliazy wykazano w hodowlach limfocytów i fibroblas­
tów ludzi (41, 42]. Panaje pogląd, że znaczenie fotoreakty•acji w procesie repe-
racji uszkodzeń DNA powstałych w następstwie narażenia na czynniki chemiczne jest 
riiewielkie [10]. Istnieje jednak grupa ludzi, u których stwierdzona wrodzony de-
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fekt naprawy DNA o charakterze autosomalnego recesywnego schorzenia tzw. Xerodet­

ma pigmentosum [tO, 34, 36, 38]. W fibroblastach lub limfocytach tych ludzi 

stwierdzono - zróżnicowane pod względem·nasilenia - upośledzenie wycinania dime­
rów piryaidyno•ych powstałych w łańcuchu DNA pod wpływem promieniowania UV (Il, 

23, 28, 29, 36]. W następstwie przedłutonego i powtarzalnego narażenia na światło 

słoneczne u ludzi tych rozwijają się różne schorzenia skóry aż do zmian nowotwo­

rowych zdolnych do przerzutów i kończących się śmiercią chorego [10, 34]. 

2.4. Naprawa SOS 

Opisane uprzednio trzy mechanizmy naprawy DNA zachodzą dzięki obecnoś.ci głó­

wnie enzymów konstytutywnych. Natomiast czwarty system naprawy trwałych uszkodzeń 

DNA żagratających życiu komórki, stąd nazwa system naprawy lub reperacJ1 SOS, 

jest indukowany zahamowaniem replikacji DNA i być mote obecnością inhibitorów i 

produktów rozpadu DNA (10]. Systemten występuje prawdopodobnie jedynie u 

organizmów prokariotycznych, np. bakterii, a u ludzi ma niewielkie znaczenie lub 

praktycznie nie odgrywa znaczącej roli 'w procesie naprawy DNA (10}. Mechanizm na­

prawy SOS został najlepiej poznany u Escherichia coli [10). Bierze ' udział w na­

prawie uszkodz~ń DNA, które nie mog~ być szybko reperowane w drodze naprawy przez 

wycinanie lub naprawy poreplikacyjnej. Sytuacja taka zdarza się, gdy - w następ­

~twie naświetleni~ komórek Escherichia coli promieniowaniem nadfioletowym - w DNA 

bakteryjnym powstają liczne dimery ·pirymidynowe, blokujące replikację DNA. Stan 

ten indukuje syntezę zmodyfikowanej polimerazy DNA, która replikuje DNA w sposób 

ciągły, ~łączając naprzeciw dimerów pifymidynowych dowolne zasady azotowe. W ten 

sposób replikacja DNA zost'aje odblokowana, zwiększa się ilość komórek przetywają­

cych naświetlenie UV, aczkolwiek ten system naprawy DNA sprzyja powstaniu li­

cznych mutacji [JOJ. 

3. METODY OCENY EFEKTÓW GENOTOKSYCZNYCH 

3.1. Ogólny podział 

Ze względu na rodzaj mierzonego efektu genotoksycznego metody te można po­

dzielić na cztery grupy [10]. Metody z pierwszych dwóch grup umożliwiają pomiar 

uszkodzeń DNA, wywołanych przez z•i•zki chemiczne, które przejawiają się w po­

staci swoistej mutacji genowej, zwanej także . ~unktow~ (specific locus gene muta­

tion) lub aberracji chromosomowych. 'Kolejna grupa metod umożliwia pośrednią ocenę 

działania genotoksycznego p6przez badanie możliwości danej substancji chemicznej 

do wywołania zmian nowotworowych w komórkach ssaków w warunkach in vitro. Badania 

transformacji nowotworowej zachodzącej pod wpływem związków chemicznych~ warun­

ka~h in vitro są powszechnie uznane ża aproksymację zdarzeń, które mogą wystąpić 

i n v.i vo w proc'e si e onkogenezy. 
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Do czwartej grupy 'llletoQ naleź~ te-chniki umotliwiaj~ce ocenę pierwotnych 
uszkodz~·D DNA, s~ to badani.a StJ111'1l&cji naprawy DNA, rekombinacji ftli totycznej lub 

konwer.sji genowej między homologkznym~ . , albo siostrzanymi chrołll4tydaai oraz po­
miar l>'knięć n~ci DNA (f.raJ1Dentac ,ji) (10, 12]. I da1uym ciuu niniejszeao opra­
co•~nia ·omówiono część metod z tej gruł'Y• a aianowicie metody unt0źl iwiaj~ce ocenę 
•ł<\c:&enia zasad azotowyd• podczas naprawy DNA . przez wycinanie. 

3.2. Badanie włflCZania l\Owycb .zasad azotowych 

Jak jui uprzednio •spomniano. wskute.k uszkodzenia DNA przez czynniki cheai­
czne nastopuje inicjacja naprawy DNA i resynteza uszkodzonych odcinków ł4ńcu<-ha 

polinukleotydowego. Proces ten można wykazać w komórkach narażonych n41 czynnik 
aenotoksyczny. badaj4c wlącza~ie znatowanyc~ nukleotydów, np. trytow.anej ty•idyny 

(10, 12. 33, iłS]. Synteza naprawcza Dlłi\ . mqt~ wystąpić w każdym okre.sie cyklu ko­
mórkowego. W od.róińieniu od seaikonserwatywnej replikacji DNA - syntezy planowej. 
zachodząoej w fazie S ,cyklu koaórkowego. nazywana jest syntez4 nieplanowi\ , (un­
scheduled DNA synthesis) - UDS [12]. W większości komórek, w których zachodzi na­
prawa DNA przez wycinanie, ilość wyaienionego DNA stanowi poniżej 1~ całego geno­

·~ (12). Tak nieznaczna ilość może być przeoczona, jeśli jednocześnie wystąpiła 

replikacja DNA. W celu odróżnienia zachodzącego • czasie naprawy włączania znako­
wanej tymidyny od jej wł4cz~nia podczas replikacji stosujfl: się komórki o niski• 
.indeksie mitotycznym. np. limfocyty, hodowle ustalonych linii komórkowych" fazie 
plateau [14, 24. 25, 36). Bardzo przydatne okazały sit także pierwotne hodowle 
hepatocytów [ił, ~, . 27. 32, 43, ił5] ,. w których odsetek replikujących komórek wyno­
si poniżej l~ [12J. Dodatkowo można stosować blokowanie seaikonserwatywnej re­
plikacji DNĄ przez dodanie hydroksymocznika (24] i hodowlę komórek w środowisku o 
niskiej zawartości surowicy lub pozbawionym niektórych amiriok•asów [2, 12]. Na­
leży jednak rozważyć możliwość interakcji hydroksymocznika z niektórymi ksenobio­
tykami i wskutek tego zafałszowanie wyników badań [7]. 

Wykonanie badania UDS można podzielić na kilka etapów. W pi~rwszym do hodowli 
określ.onych komórek (w razie potrzeby z dodatkiem frakcji mikrosomalne-j S-9 z 
wątroby szczura) ze związkiem chemicznym w kilku różnych stężeniach dodaje się 

znakowan~ tymidynę. Dalsze etapy można wykonywać przy zastosowaniu 2. technik 

techniki scyntylacyjnej lub audioradiograficznej. W technice scyntylacyjnej doko­
nuje się ekstrakcji DNA z narażonych komórek i mierzy liczbę rozpadów znakowanej 
trytem tymidyny na ilość całkowitego DNA oznaczone~o spektrofotometrycznie w 
r~akcji ~difenylaminą [2, 12, 17, 26, 27j. W.metodzie autoradiograficznej nara~ 

źone komórki (w postaci jednokomórkowej warstwy zwi~zanej z podłożem) utrwala 
się, pokrywa warst•l!l emulsji światłoczułej i wybarwia barwnikiem nie maskującym 

ziaren srebra wytworzonych pod wpływem promieniowania znakowanej tymidyny (27, 

3i', 39, 45, 46]. 

Obie te techniki mają swoje zalety i wady. Technika scyntylacyjna jest metod~ 
bardziej czułl!l i szybszą niż autoradiograficzna, w której ekspozycja autoradio­
gramu trwa około 2 tygodni. Nie wymaga liczenia ziaren srebra, których obecność 

mote być czasem następstwem artefaktów w metodzie autoradiograficznej. Stwierdzo-
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no bowiem znacz(\ce "l"c2.anie trytu do cytoplazay łut.di wskutek "Syntez.y 111ito1ebc;.n­

drialnego · DNA. ™'dt w następstwie hydrolizy (zwłaszcza w ro-z.tworach po.nad 2-'tJ­

godniowycb) tymi dyny i inkorporacji do różnych mati:&cz,s te·czek cyt opl azilatycznych­

[2~). Istnieje kilka wad metody sc.yntylacyjnej · (27}: 

a) do wykonywania oceny UDS tt\ aetodet wy„gane St\ większe ilości koaórek i 

badanego zwi~zku 'niź w metodzie autoradiograficznej, 
b) zdarza się. ie barwniki aog~ wi~zać się z. DNA i utrudniać dodatkow-o s.pe­

ktrofotometryczne oznaczenie DNA w próbce, 

c) ponieważ aetoda nie zapewnia oceny 90rfologicznej komórek (która aołli•a 

jest w metodzie autoradiograficznej) aotna otrzymać wyniki fałszyw.ie dodatnie " 

obecności zwi~zków, które odblotowujlłc replikację DNA (zahaaowaną bydroks:J90czni-

kiem) . nie zawsze indukuj" naprawę DNA. W tych warunka.ch ta pomoc, metody 

radiograficznej moina odróżnić replikację DNA od jego naprawy [27. 45]. 

4. INTERPRETACJA WYNIKÓW OTRZYMANYCH TBSTEll UDS 

auto-

W metodzie scyntylacyjnej wyniki ·przedstawia się w postaci liczby rozpadów 

znakowanej trytem tymidyny na ł'I DNA ± odchylenie standardowe dla kałdego stę­

żenia badanej substancji chemicznej i por6wnuJe z jednocześnie wykonywanq pró~ 

kontrolnq z rozpi'.iszczalnikiem danej substancji'. Za wynik pozytywny świadczqcy o 

uszkodzeniu DNA przez dany zwiqzek chemiczny i indukcji włqczania znakowanej 

trytem tymidyny uznaje się statystycznie znamienny w stosunku do kontroli wzrost 

liczby rozpadów na ł'I DNA wprost proporcjonalny do wielkości dawki badanego zwiq­

zku. Dodatkowo jako kontrolę pozytywn1t wykonuje się próby ze zwi1tzkami modelowy•i 

o znany• działaniu gertotoksycznym. s, to zwiqzki, których działanie genotoksyczne 

prze jawi a · się bezpośredni o. np._ MNNG (N-metyl o-N-nitro-N-ni trozoguanidyne); 

4NQQ-( 1-t lenek-4-n.i trochinol iny) · lub po uprzedni ej aktywacji metabolicznej, np. 

benzó(a)piren: aflatoksyna ,Bl: 3,3'-dichlorobenzydyna · [2, '26, 37). W obecności 

tych zwi~zków powinien wystqpić statystycznie znaczqcy w stosunku do kontroli 

wzrost wlqczania znakowanej tymidyny zależny od dawki stosowartego zwiqzku genoto­

ksycznegO' [2.). 
W metodzie autoradiograficznej wielkość wl~czania tymidyny wskutek indukcji 

napra•y DNA uszkodzonego przez badany ksenobiotyk ocenia się obliczajqc liczbę 

wytworzonych ziaren srebra w jqdrze komórkowym [10,' 31, 43, 4ł6). Liczbę ziaren 

srebra zlicza się tylko " jqdrze tych komórek, które były żywe w momencie utrwa­

lenia, o czym świadczy obrzmienie jqdra, oraz były równomiernie pokryte warstw1t 

emulsji światłoczułej (46). Nie zlicza .się ziaren srebra w komórkach ze zmienionq 

morfologiq, z artefaktami powstałymi w procesie barwi~nia oraz w j~drach ·odoso­

bnionych bez otoczki cytoplazmatycznej [27). Komórki znajdujqce się w fazie S po­

siadaj~ silnie zaczernione jqdro i można je łatwo odróżnić od komórek w naprawie. 

Jednak komórki rozpoczynaj1tce lub kończące fazę S oraz te ~ w których replikacja 

DNA uległ.a zahamowaniu przez ksenobiotyk, mogq być błędnie rozpoznane jako ko­

mórki znajdujqce się w fazie naprawy DNA (39). Zliczanie ziaren srebra wykonuje 

się trzykrotnie, za każdym razem w jqdrach 20 - 50 przypadkowo wybranych komórek 

spełniajqcych ww. kryteria. Od liczby ziaren wykrytych w każdym jqdrze odejmuje 
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się wartość odpowiadającego tła cyto~lazmatycznego. Wartość tę otrzymuje się 

przez zliczenie ziaren srebra w trzech obszarach cytoplazmy przyległej do 
z których każdy ma powierzchnię r6wntt zajmowanej przez Jitdro [27, 46}. 

Jttdra, 
Liczbf 

netto ziaren srebra w jitdrze (NG) otrzymuje się po odjęciu od licz.by ziaren w ją­
drze ś .redniej wartości tła [31} lub najwyższej znalezionej liczby ziaren odpowia­
dającego tła, co zapobiega otrzymaniu Jałszywie dodatnich .wyników (27, 46] •. 

Badany związek .cnemiczny uważa się za genotoksyczny, zdolny do indukcji UDS, 
gdy stwierdza się [43]: 

l) wzrost NG i . 6 w stosunku do ~artoś~i NG kontroli z rozpuszczalnikiem, 
2) odsetek jąder z NG ł 6 wynosi powyżej 10'1 .w stosunku do kontroli z rozpu­

szczalnikiem, 
3) odsetek Jitder z NG ·ł 20. stanowi lub przekracza 2'1 liczby badanych jąder. 

W zasadzie spełnieniu pierwszego warunku towarzyszy wypełnienie dwóch pozo­
stałych. Spełnienie tylko drugiego lub trzeciego warunku rów~ież wskazuje na 
efekt genotoksyczny zwiitzku .w teście. UDS. Opisane efekty winny wykazywać zale­
żność od wielkości dawki ksenobiotyku i wystąpić przy dwóch kolejnych stężeniach 

związku {43]. Jeśli w równolegle wykonanej próbie kontrolnej z rozpuszczalnikiem 
wielkośt NG wynosi 6 lub je!eli 1'1 komórek zawiera jitdra z 20 ziarnami srebra 
netto, wówczas wynik należy uznać za błędny i odrzucić. Jeżeli poczittkowo stwier­
dza się wzro·st UDS wyrażony liczbą ziaren srebra (NG) w jądrze i następnie jego 
obniżenie do wartości bliskich zera w kolejnych wyższych stężeniach, przy których 
stwierdza się cechy cytotoksyczności, to nalety przyjąć,że związek ma działanie 

genotoksyc~ne. W, ·sytuacji, gdy stwierdza się odos.obnione .pojedyncze przypadki 
wzr.ostu UDS -w dawkach znac:Znie niższych od toksycznych. wynik ten należy uznać za 
błę4~Y. Jeś 1 i .przy stosowanych maksymalnych da·"kach brak jest oznak cytotoksy­
czności, próbę należy powtórzyć ze związ~iem w wyższym stężeniu. Związek jest 
nie4~tywny w teście UDS, jeśli nie powoduje zwiększenia liczby ziaren srebra CNG) 
w jądrze komórkowym lub stosowane dawki działają cytotoksycznie .[43]. 

Wartości NG kontroli pozytywnej nie ,należy stosować jako odnośnika ilościowe­
go względem wartości NG indukowanej przez badany związek, która prawdopodobnie 
jest bardziej zależna od rodzaju powstałego uszkodzenia DNA i działającego mecha­
nizmu naprawy niż od potencjalnej siły działania mutagennego lub kancerogennego 
danego związku [43). Niektóre formy uszkodzenia DNA mogą być bowiem reperowane 
bez włączania nowych zasad. Kontrola pozytywna jest stosowana do wykazania, że 

dana hodowla komórkowa jest właściwa i wrażliwa, a stosowana metodyka odpowiednia 
do wykrycia VOS [43]. 

I 

5. PRZYKŁAOY PRAKTYCZNYCH ZASTOSOWAN TESTU UDS 

Z analizy piśmiennictwa wynika, że test UDS stosowany jest do: 
1) oceny działania mutagennego i potencjalnie kancerogennego substancji oraz 

· m.ieszanin chemicznych [2, 9, 10, 12, •26, 30, 33, 37, 43 - 46), 
2) identyfika~ji działania narządowego genotoksycznych zwiazków chemicznych 

[3, 27, 39], 
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3) detekcji inhibitorów naprawy DNA [39], 

4) wykrywania osobników z upośledzeniem naprawy DNA [15, 23, 28, 34, 36, 42]. 

Wykrycie naprawy DNA po narażeniu na związek chemiczny jest dowodem, że zwią-

zek chemiczny powoduje uszkodzenie pierwotne DNA, które .może być zreperowane. Je­

dnak niektóre rodzaje uszkodzeń DNA nie są wykrywane za pomocą testu UDS. Są to 

[21. 45]: 

1) bezpośredni~ rozerwanie pojedynczej lub podwójnej nici DNA, 

2) uszkodtenie nietrwałe, przejawiające się pęknięciem nici w środowisku za-

sadowym, , 

3) niektóre rodzaje adduktów nie indukujących naprawy przez wycinanie, 

4) uszkodzenie przez typowe związki interkalacyjne, 

5) addukty usuwane w reakcji demetylacji. 

Odpowiedź na pytanie, w jakim stopniu indukcja naprawy DNA przez ks~nobiotyk 

może być wskaźnikiem jego działania mutagennego lub potencjalnie kancerogennego 

jest złożona i nie zawsze w pełni jednoznaczna. Wielkość naprawy DNA indukowana 

przez czynnik chemiczny zależy bowiem m.in. od [11]: 

1) rodzaju i rozmiaru reakcji z DNA np: ogólnej liczby uszkodzonych zasad, 

wytworzenia adduktów itp, 

2) względnego stosunku liczby miejsc reperowanych w drodze naprawy przez wy-

cinanie do ogólnej liczby uszkodzeń DNA, 

3) kinetyki naprawy jako funkcji czasu i dawki, 

4). charakteru i nasilenia modyfikacji innych miejsc np: białek. 

Badania wzajemnych relacji między uszkodzeniem DNA a naprawą przez wycinanie, 

replikacją lub mutagenezą muszą uwzględnić rozmaity charakter jakościowy i ilo­

ściowy uszkodzeń powodujących muta~je oraz sposób naprawy (11). Wyniki doświad­

czalne licznych prac wskazują na przydatność badania UDS jako testu prognosty­

cznego dla związków podejrzanych o dziaianie kancerogenne [39]. Porównanie zdol­

ności indukcji UDS przez związki chemiczne i ich i?.omery oraz pochodne o zróżni­

cowanej sile działania kancerogennego wykazało pozytywną korelację między wiel­

kością indukcji UDS a siłą ich działania kancerogennego [39]. Korelację stwier­

dzono także badając indukcję i nasilenie UDS przez bezpośrednie kancerogeny or~z 

ich najbliższe pochodne formy o działaniu prokancerogennym. Indukcję UDS obserwo­

wano przy niższym stężeniu kancerogenu bezpośredniego niż jego prokancerogenów 

[39]. Pod wpływem metali ciężkich i hydrazyn wykazano indukcję UDS w hodowlach 

komórek ssaków (33]. Działanie mutagenne tych czynników było trudne do wykazania 

za pomocą testów bakteryjnych ze względu na obecność znacznej aktywności katalazy 

w bakteriach (33]. Wiele prac doświadczalnych, w których stwierdzono pozytywną 

korelację między działaniem kancerogennym związków chemicznych a ich zdolnością 

do indukcji UDS było wykonanych z użyciem silnych kancerogenów [45] . Zagadnienie 

to komplikuje się przy ocenie zdolności indukcji UDS przez związki mutagenne o 

słabszej sile działania lub epigenetycznym mechanizmie onkogenezy (2, 5, 13, 17, 

22 , 26, 31, 46], dla których ocena działania mutagennego tych związków wykonana 

na szczepach Salmonella typhimurium jest często rozbieżna lub negatywna [l]. 

Badania naprawy DNA wykonane na komórkach linii Hela i pierwotnych hodowlach he­

pa~ocytów szczura po narażeniu na 8 kancerogenów: heksametylofosforamid - HMPA; 

o-toluidynę-TOL; safrol-SAF: dietylostilboestrol-DES; benzen-BEN; akrylonitryl­

ACN; dietyloheksyloftalan-DEHP; fenobarbital-PB i 2 związki niekancerogenne 
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kaprolaktam (CAP) i benzoinę (ZOIN) wykazały wzrost UDS tylko po narażeniu na 
HMPA, TOL i SAF [2, 5, 13, 17, 22. 26, 31, 46). Stwierdzono również zaskakujl\CO 
niski\ czułość metody autoradiog·raficznej badania UDS w porównaniu ze scyntyla­
cy-jnc\. Za pomoccl tej metody (autoradiograficznej) indukcję UDS wykryto po ńa­

rażeniu na HMPA [ l, 45). W przypadku tych związk6:w większl\ wrażliwość detekcji 
uszkodzenia DNA stwierdzono za pomoccl badania f't~gmentacji DNA niż te$tu UD$. 2a 
pomocą badania fragmentacji DNA uszkodzenie DNA stwierdzono po narateniu n.a 5 
związków - TOL, BEN, SAF, ACN i DES [ 1, 45). Wynil~ł tych prac suserujl\ tolę badań. 
naprawy DNA indukowane.j przez ksenobiotyki fi proponowanej bahri i te.$t6w S'łuiA'"' 

cych do oceny działania genotoksycznego. Yłnioslc\Jjs się, że wyniki badań UDS u:15y,..­
skane metodą autoradiograficzną będą mało prtydatne w rol i badafi uzupełniają,cyćh 

dla związków chemicznych, które nie wykazały dtiałania mutagennego w testach. 
bakteryjnych ze szczepami Salmonella typhimurhtm. Mogą jednak mieć ż-nacze.nie ja_k<1 
dodatkowe badania potwierdzające dla zwi4zk6w, )!:t6re były mutagenne w teście Anie• 
sa. Istn·ieje pogląd, że wyniki uzupełnia}i;\Ct dla z•iązków niemutagennych " te.­
stach z Salmonella typhimurium winny 'być uzy•karte raczej za pomoc:ą badania frag­
mentacji DNA lub testu UDS wykonanego techniką scyntylacyjną [1]. 

Ostatnio szczególną uwagę poświęca się moflłwości wykorzystania tes.tu UDS do 
oceny 
czbę 

działania genotoksycznego w · warunkąi::h in vivo ze względu na niewielki\ li­
testów pozwalaj~cych dokonać takiej oceny [39). Zastosowanie testu mikro-

jądrowego, jak również badanie aberracji chromosotnowych jest ograniczone prakty­
cznie do tkanek lub komórek o częstym podziale komórkowym, takich jak szpik ko­
stny, fibroblasty itd. [I, 18, 19, 39). Testy "pośredniego gospodarza" również 

posiadają swoje ograniczenia, gdyż bakterie znąjduj~ się na zewnl\trz komórek go­
spodarza. Oprócz silnych kancerogenów, j~dynie prokancerogeny, które ulegają 

aktywacji w komórce ssaków i następnie przenikaj~ do środowiska zewnętrznego, w 
którym znajdują się organizmy wskafnikowe np. bakterie mogą wikazywać działanie 
mutagenne [21, 39). 

Badanie UDS w limfocytach krwi obwodowej wydaje się użytecznym wskatnikiem 
dla monitoringu biologicznego ludzi narażonych na obecne w 
genotoksyczne [39). Istniej~ doniesienia, że badanie UDS .w 
być również przydatne do identyfikacji ludii z wrodzonymi 
DNA [34, 39). 
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R. Rolecki, B. Barański 

APPLICATION OF UNSCHEDULED DNA SYNTHESIS (UDS) TEST TO EVALUATE GENOTOXICITY 
OF CHEMICAL SUBSTANCES 

Summary 

This work contains a general discussion on DNA repair systems and on the me­
thods of evaluating the genotoxic effects. Among the methods used to evalute pri­
mary DNA defects, the methods allowing estimation of UDS magnitude have b~en de­
scribed in more detail. lńterpretation of the USD test results has been presented 
as well as the examples of practical applications of the UDS test. 


