Zesz. Metod.-Org. IMP L6dZ
1992, 26

Ryszard Rolecki, Boguslaw Barariski

ZASTOSOWANIE TESTU NIEPLANOWEJ SYNTEZY DNA (UDS) W OCENIE
GENOTOKSYCZNOSCI SUBSTANCJI CHEMICZINYCH

1 Zaktadu Kancerogenezy Zawodowej IMP LédZ
Kierownik Zaktadu: prof. dr hab. med. B. Baranski

W pracy om6wiono ogélnie systemy naprawy DNA i metody oceny efektédw ge-
notoksycznych. Sposréd metod stosowanych do oceny pierwotnych wuszkodzen
DNA szerzej opisano techniki pozwalajace oszacowaé¢ wielkos¢ syntezy nie-
planowej DNA (UDS). Podano interpretacje wynikédw otrzymanych przy uzyciu
testu UDS oraz opisano przyklady praktycznych zastosowan testu UDS.

1.WSTEP

Wiernosé i integralnosé informacji genetycznej (jej nosnikiem jest DNA) jest
jednym z podstawowych warunkéw, od ktérych spelnienia zaleiy przeiywalnosé danego
organizmu. Trzeba dodaé, Ze zachodzqce w toku ewolucji zmiany materialu genety-
cznego moga W koncowym rozrachunku okazaé sie korzystne dla gatunku, umozliwia-
jac mu przetrwanie mimo zmieniajacych sie warunkéw bytowania. Zachowanie nie-
zmiennos$ci informacji genetycznej wymaga nie tylko wyjatkowej dokltadnosci procesu
syntezy DNA (replikacji), ale takie wydajnych i precyzyjnych mechanizméw napraiy
uszkodzefh DNA. Nalezy wspomnieé, ze uszkodzenia DNA moga wystgpié zaréwno sponta-
nicznie, jak i pod wplywem czynnikéw zewnetrznych, w tym i niektédrych zwiqzkow
chemicznych okreslanych mianem zwiqzkédw genotoksycznych. Je$Sli wuszkodzenie DNA
powstale w nastepstwie dzialania genotoksycznego zwiazku chemicznego nie zostaje
usunigte,gdy? mechanizm naprawy (reperacji) DNA je§t malo wydajny lub nieprecy-
zyjny, woéwczas zmiana materialu génety¢znego moze zostaé pizekazana komérkom po-
tomnym. Takgq trwala zmiane materialtu genetycznego okresla sie mianem mutacji.
Uszkodzenie DNA moZze réwniez przejawié¢ sie sdmiercia komérki (organizmu) zwlaszcza
wtgdy, gdy nastapilo w sekwencji DNA istotnej dla czynnoéci iycioweixkomérki. W
przypadkﬁ nieletalnych uézkodzeﬁ,DNA. ktore zostaja przekazane komérkom potomnym,
efékt takiej mutacji mote mieé charakterktransfbrmacji dowotworowej lub zmianvte4
ratogennych, jesli mutacja'nasfqpila w komérkach somatycznych ptodu [10]. .

W przypadku zmian mutagennych w gametach'lub ich komérkach macierzystych
zmiany 'moquﬁystqpié u potomstwa (rys.l1). Mutacja w komérkach rozrodczych . moze
ﬁjawnié'sie natychmiast, gdy jest zmianquominujch.ﬂlub moze ulec ekspresji do-
piero w nasteénych pokoleniach w przypadku_zmiany recesywnéj. Mutacje dominujace
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letalne przejawiajq sie natychmiast efektem letalnym komdérek rozrodczych lub obu-
mieraniem zaplodnionego jaja, a wiec nie sa dziedziczne. Mutacje dominujace nie-
letalne, chocia% nie powodujg $mierci plodu, sq przyczynq cieikich schofzeﬁ roz-
wojowych potomstwa. Poniewaz ulegaja bezpoéredniej ekspresji, moga byé¢ zatem wy-
kryte fenotypowo w pierwszym pokoleniu, co umozliwia kontrole czestofci ich wy-
stepowania. Zmiany o charakterze mutacji recesywnych moga ujawnié sie¢ fenotypowo
w dalszych pokoleniach, gdy w nastepstwie wzrostu liczby tych mutacji w puli ge-
netycznej gatunku wzrasta prawdopodobiefistwo powstania organizmu homozygotyczne-
go. Mutacje tego typu stanowiaq istotny problem genetyczny, gdyz heterozygotyczni
nosiciele sq fenotypowo normalni i mogq by¢ nie zidentyfikowani. Zmiany o charé—
kterze mutacji wspétdominujgcych ujawniaja sie¢ szybciej niz zmiany.recesywne, ale
zazwyczaj roéwnie: nie w pierwszym pokoleniu, Ujawnienie si¢ zmian recesywnych
zwiazanych z plciaq zalezy od ptci potomstwa [10].
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Rys.1. Mozliwe nastepstwa dzialania genotoksycznego zwiazkéw
chemiczﬁych na organizm ssakéw [wg 10]

Podsumowujac: dzialanie genotoksyczne substancji chemicznych jest powszechnie
uznane za potencjalnie szkodliwe dla organizmu. Efekt fenotypowy mutacji moze byé
réinie nasilony lub zamaskowany. Zaleiy od spetnianej funkcji bialka struktural-
nego, regulacyjﬁego lub enzymatycznego, kodowanego przez gen ulegajacy mutacji w
cato$ciowym procesie wzrostu i réinicowania sie¢ organizmu. Ze wzgledow biologi-
cznych najbardziej wazkie sa nastepstwa mutacji genowych oraz transformacji nowo-
tworowej a znacznie mniejsze znaczenie maja uszkodzenia chromosoméw i pierwotne
DNA [10]. Podstawa tego rankingu sg ich szkodliwe nastepstwa dla puli genetycznej
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gatunku oraz stwierdzenie pozytywnej korelacji miedzy zdolnoécia danego zwiazku
do: indukowania mutacji genowych in vivo a procesem onkogenezy.

2. SYSTEMY NAPRAWY DNA

¥ toku ewolucji powstalto kilka rodzajéw enzymatycznej naprawy DNA, jedynej
makroczasteczki obecnej w organizmach prokariotycznych i eukariotycznych, ktéra
posiada zdolno$é samonaprawy [8, 34]. Ogélnaq cecha proceséw naprawy (reperacji)
uszkodzonego DNA jest zdolnosé¢ do usuwania i odbudowy zmienionego odcinka DNA de
postaci wyjsciowej, tzn. stanu przed uszkodzeniem. Procesy naprawy DNA sa dokony-
wane przez mniej lub bardziej zlozone uklady enzymatyczne, ktérych efektywnoké
jest ograniezona i zalezy m.in. od liczby i rodzaju uszkodzenn DNA [39].

¥ organizmie ssakéw zidentyfikowano cztery rodzaje mechanizméw naprawy ‘DNA.
Sa to: naprawa przez wycinanie, naprawa poreplikacyjna, fotoreaktywacja i naprawa
SOS. Dwa pierwsze rodzaje sa zasadniczymi procesami eliminacji uszkodzonego DNA i
jego resyntezy u ludzi i ssakow {10, 12, 34}. Od efektywnosci tych proceséw za-
lety konicowy efekt dziatania genotoksycznego .zwiqzkéw chemicznych [10}.

2.1. Napraws przez wycinanie

Ten mechanizm naprawy DNA wystepuje u ssakow i ludzi z wyjqtkiem ostatecznie
zréznicowanych rodzajéw komdérek, np. plemnikéw lub jadrzastych form erytrocytow
{12]. Odpowiedzialny jest on za naprawe uszkodzen dwuniciowego DNA o charakterze
modyfikacji (np. alkilacji) zasad azotowych zaréwno purynowych, jak i pirymidyno-
wych, peknie¢ nici DNA oraz wiaqzah w obrebie jednego laficucha DNA, np.. dimerdw
tyminowych [12, 15, 16, 20, 40]. W zaleznodci od wielko$ci chemicznego uszkodze-
nia DNA wyrdinia sie dwie drogi naprawy DNA [ii, 35, 38]:

1) poprzez wycinanie zmodyfikowanych zasad (small patch),

2) poprzez wycinanie zmienionych nukleotydéw (large patch).

W pierwszym etapie - przy wspdludziale specjalnych biatkowych kofaktoréow -
nastepuje rozpoznanie uszkodzonego odcinka DNA i udostepnienie go enzymom reperu-
jacym. W przypadku naprawy uszkodzenia DNA o charakterze modyfikacji pojedynczej
zasady azotowej, np. alkilacji, nastepuje jej odszczepienie przez wlasciwga N-gli-
kozylaze. Nastepnie odpowiednia endonukleaza nacina nié DNA w pobliiu powstalego
apurynowego lub apirymidynowego miejsca. Odszczepiony maly odcinek DNA zostaje
degradowany od kofica S'P przez swoista egzonukleaze. Do powstalego konica 3'OH ni-
ci DNA w obecnoéci DNA polimerazy i zostajq dolaczone nukleotydy komplementarne
wzgledem drugiej nie zmienionej nici, a polaczenie nowo zsyntetyzowanego odcinka
DNA. z nie zmienionym pozostalym odcinkiem tej samej nici dokonuje sie w obecnosci
wlaéciwej: ligazy [11, 35]. Podczas naprawy DNA o charakterze modyfikacji kilku
kolejnych zasad lub kowalentnych adduktéw miedzy zasadami azotowymi a zwigzkiem
chemicznym wycieciu przez endonukleaze i nastepnej degradacji przez egzonukleaze
ulega zmieniony fragment nukleotydowy. Powstata luka zostaje, podobnie jak
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uprzednio, wypelniona przy wspéludziale polimerazy i ligazy, a jako matryca stuiy
nie zmieniony odcinek drugiej nici DNA [12]. Naprawa przez wycinanie jest uwazana
za proces o wysokim stopniu dokladnosci i zwykle odtwarza w sposéb bezbledny
pierwotng sekwencje DNA [12].

2.2. Naprawa poreplikacyjna

W ‘nastepstwie dzialania niektérych zwiqzkéw.chemicznych, np. dwufunkeyjnych
zwiqzkoéw alkilujacych. (np.8-metoksypsoralenu), powstaja trwale polaczenia poprze-
czne miedzy komplementarnymi lancuchami DNA uniemozliwiajgce normalna replikacje
DNA, ktérej przebieg wymaga uprzedniego rozdzielenia obu nici DNA‘[12. 29}. Pro-
cesy zwigzane z odblokowaniem syntezy DNA i naprawa uszkodzef, ktére powoduja jej
zahamowanie zachodzq tylko w czasie syntezy DNA i okreslone sq mianem naprawy po-
replikacyjnej [10, 12]). Uszkodzenia tego typu nie moga byé usuwane bezposrednio
na drodze naprawy przez wycinanie, gdyz Zaden z obu ltancuchéw nie moie byé bez-
bledna matrycq dla resyntezy komplémentarnego tahcucha. W czasie replikacji DNA
polimeraza dochodzac do miejsca z poprzecznym wigqzaniem, przestaje polimeryzowaé
i rozpoczyna dalszq polimeryzacje w nastepnym miejscu inicjacji, znajdujacym sie
za poprzecznym wigzaniem. W ten sposéb zostaje zsyntetyzowany DNA z lukami [20,
29, 35]. Powstale luki w DNA zostajq wypelnione w procesie rekombinacji zacho-
dzacej miedzy siostrzanymi lafcuchami DNA o tej samej polarnosci, pochodzacymi =z
drugiego homologicznego chromosomu. Naprawa poreplikacyjna jest stabo poznana,
aczkolwiek wiadomo, Ze jest zloZonym procesem enzymatycznym, ktéry nie zawsze
przebiega bezblednie, czyli nie zawsze usuwa wszystkie powstale uszkodzenia DNA,
co moze przejawi¢ sig¢ zwigkszeniem liczby zmian mutacyjnych w komérkach. poto-
mnych. Przyjmuje sig, 2e za pomocg tego mechanizmu naprawczego ulegajq - reperacji
takie pekniecia podwéjnej nici DNA. Jesli Jednak pekniecia. obu laficuchéw znajdujag
sig¢ blisko siebie, to nastepuje fragmentacja DNA, .

Pozostale dwa mechanizmy maja mnieéjsze znaczenie w procesie naprawy DNA u
ssakéw i ludzi [10). Najwiecej danych zebrano na temat fotoreaktywacji zwlaszcza
zachodzacej u Escherichia coli [10, 34].

2.3. Fotoreaktywacja

Pod wptywem UV w DNA bakterii Escherichia coli powstajq dimery pirymidynowe,
ktérych obecno$é blokuje replikacje - DNA i moie byé przyczyna émierci komérki. W
obecnosdci éwiatla widzialnego przy udziale swoistego enzymu fotoliazy nastepuje
zerwanie wigzan kowalencyjnych miedzy polaczonymi zasadami pirymidyﬁowymi, wycie-
cie zmodyfikowanego odcinka lancucha DNA i odtworzenie pierwotnej struktury DNA
(9, 11, 12, 33]. Obecnosé¢ fotoliazy wykazano w hodowlach limfocytéw i fibroblas-
téw ludzi [41, 42]. Panuje poglad, %e znaczenie fdtoreaktywacji W procesie repe-

-racji uszkodzenn DNA powstaltych w nastepstwie narazenia na czynniki chemiczne jest
niewielkie [10). Istnieje jednak grupa ludzi, u ktérych stwierdzono wrodzony de-

52



fekt naprawy DNA o charakterze autosomalnego recesywnego schorzenia tzw. Xeroder-
ma pigmentosum ([10, 34, 36, 38]. W fibroblastach lub limfocytach tych ludzi
stwierdzono — zrdéinicowane pod wzgledem nasilenia - uposledzenie wycinania dime-
réw pirymidynowych powstalych w tancuchu DNA pod wplywem promieniowania UV [11,
23, 28, 29, 36]. W nastepstwie przedluZonego i powtarzalnego narazenia na éwiatlo
sloneczne u ludzi tych rozwijaja sie rézne schorzenia skéry az do zmian nowotwo-
rowych zdolnych do przerzutéw i konczacych sie smiercia chorego [10, 34].

2.4. Naprawa SOS

Opisane uprzednio trzy mechanizmy naprawy DNA zachodzaq dzigki obecnosci gié-
wnie enzymébw konstytutywnych. Natomiast ézwarty system naprawy trwalych uszkodzeh
DNA Zagratajacych iyciu komérki, stqd nazwa system naprawy lub reperacji SOS,
jest indukowany zahamowaniem replikacji DNA i by¢é moie obecno$cia inhibitoréw i
produktow rozpadu DNA [10]. System ten wystepuje prawdopodobnie jedynie u
organizméw prokariotycznych, np. bakterii, a u ludzi ma niewielkie znaczenie 1lub
praktycznie nie odgrywa znaczacej roli ‘w procesie naprawy DNA [10]. Mechanizm na-
prawy SOS zostal najlepiej poznany u Escherichia coli [10]. Bierze 'udzial w na-
prawie uszkodzeh DNA, ktore nie mogg by¢ szybko reperowane w drodze naprawy przez
wycinanie lub naprawy poreplikacyjnej. Sytuacja taka zdarza sie, gdy - w nastep-
stwie naéwietlenia kom6érek Escherichia coli promieniowaniem nadfioletowym - w DNA
bakteryjnym powstajq liczne dimery pirymidynowe, blokujace replikacje¢ DNA. Stan
ten indukuje synteze zmodyfikowanej polimerazy DNA, ktéra replikuje DNA w sposéb
ciqgly, wlaczajac naprzeciw dimeréw pirymidynowych dowolne zasady azotowe. W ten
sposéb replikacja DNA zostaje odblokowana, zwieksza sie ilos¢ komérek przezywajaq-
cych naswietlenie UV, aczkolwiek ten system naprawy DNA sprzyja powstaniu 1li-
cznych mutacji [10].

3. METODY OCENY EFEKTOW GENOTOKSYCZNYCH
3.1. Ogbélny podziatl

Ze wzgledu na rodzaj mierzonego efektu genotoksycznego metody te moZna po-
dzieli¢ na cztery grupy {10]. Metody z pierwszych dwéch grup umozliwiaja pomiar
uszkodzeni. DNA, wywolanych przez zwiqzki chemiczne, ktére przejawiajgq sie w po-
staci swoistej hutacji genowej, zwanej takZe punktowa (specific locus gene muta-
tion) lub aberracji chromosomowych. Kolejna grupa metod umoZzliwia posrednia oceng
dziatania genotoksycznego poprzez badanie mozliwodci danej substancji chemicznej
do wywotahia zmian nowotworowych w komérkach ssakéw w warunkach in vitro. Badania
transformacji nowotworowej zachodzqcej pod wplywem zwiqzkéw chemicznych w warun-
kach in vitro sa powszechnie uznane zZa aproksymacje¢ zdarzeh, ktoére moga wystapié
in vivo w procesie onkogenezy. ’ '
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Do czwartej grupy metod naleza techniki umoZliwiajace oceng¢ pierwotnych
uszkodzeih DNA. Sa to badania stymulacji naprawy DNA, rekombinacji mitotycznej lub
konwersji genowej miedzy homologicznymi albo siostrzanymi chromatydami oraz po-
miar pekniec nici DNA (fragmentacji) {10, 12]. W dalszym ciagu niniejszego opra-
cowania omdwiono czgs¢ metod z tej grupy, a mianowicie metody umozliwiajace ocene
wlgczenia zasad azotowych podczas naprawy DNA przez wycinanie.

3.2. Badanie wigczania nowych zasad azotowych

Jakx juz uprzednio wspomniano, wskutek uszkodzenia DNA przez ézynniki chemi-
czne nastepuje inicjacja naprawy DNA i resynteza uszkodzonych odcinkéw tancucha
polinukleotydowego. Proces ten mozna wykaza¢ w komérkach narazonych na czynnik
genotoksyczny, badajac wiaczanie znakowanych nukleotyddéw, np. trytowanej tymidyny
{10, 12; 33, 45]. Synteza naprawcza DNA moZe wystapi¢ w kazdym okresie cyklu ko-
mérkowego. W odréinieniu od semikonserwatywnej replikacji DNA - svntezy planowej,
zachodzacej w fazie S cyklu komérkowego, nazywana jest syntezq nieplanowa (un-
scheduled DNA synthesis) — UDS [12]. W wiekszoici komdrek, w ktdrych zachodzi na-
prawa DNA przez wycinanie, ilos¢ wymienionego DNA stanowi poniiej 1% calego geno-
mu (12), Tak nieznaczna ilos¢ moze byé przeoczona, jesli jednoczesnie wystapita
replikacja DNA. W celu odrdinienia zachodzacego w czasie naprawy wlaczania znako-
wanej tymidyny od jej wtaczania podczas replikacji stosuje si¢ komoérki o niskim
indeksie mitotycznym, np. limfocyty, hodowle ustalonych linii komdrkowych w fazie
plateau (14, 24, 25, 36]. Bardzo przydatne okazaly sie¢ takie pierwotne hodowle
hepatocytéw [4, 6, 27, 32, 43, 45], w ktoérych odsetek replikujacych komérek wyno-
si ponizej 1% [12]. Dodatkowo moina stosowaé¢ blokowanie semikonserwatywnej re-
plikacji DNA przez dodanie hydroksymocznika [24] i hodowle¢ komérek w érodowisku o
niskiej zawartosci surowicy lub pozbawionym niektdrych aminokwaséw [2, 12]. Na-
lety jednak rozwazy¢ mo2liwosé¢ interakcji hydroksymocznika z niektérymi ksenobio-
tykami i wskutek tego zafalszowanie wynikéw badan [7]. .

Wykonanie badania UDS moina podzielié¢ na kilka etapéw. W pierwszym do hodowli
okreslonych komérek (w razie potrzeby z dodatkiem frakcji mikrosomalnej S-9 =z
watroby szczura) ze zwiqzkiem chemicznym w kilku réinych steieniach dodaje sig
znakowanq tymidyne. Dalsze etapy moina wykonywaé¢ przy zastosowaniu 2 technik -
techniki scyntylacyjnej lub audioradiograficznej. W technice scyntylacyjnej doko-
nuje sie ekstrakcji DNA z narazonych komérek i mierzy liczbe rozpadéw znakowanej
trytem tymidyny na iloéé calkowitego DNA oznaczonego spektrofotometrycznie w
reakcji z.difenylaming [2, 12, 17, 26, 27]. W metodzie autoradiograficznej nara-
2one komérki (w postaci jednokomérkowej warstwy zwiqzanej z podloiem) utrwala
sie, pokrywa warstwq emulsji swiatloczulej i wybarwia barwnikiem nie maskujqcym
ziaren srebra wytworzonych pod wplywem promieniowania znakowanej tymidyny [27,
31, 39, 45, 46). .

Obie te techniki majg swoje zalety i wady. Technika scyntylaéyjna jest metoda
bardziej czulq i szybsza niz autoradiograficzna, w ktérej ekspozycja autoradio-
gramu trwa okolo 2 tygodni. Nie wymaga liczenia ziaren srebra, ktérych obecnos¢
moie byé czasem nastepstwem artefaktédw w metodzie autoradiograficznej. Stwierdzo-
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no bowiem znaczace wlaczanie trytu do cytoplazmy badi wskutek syntezy mitochon—
drialnego DNA, badi w nastepstwie hydrolizy (zwltaszcza w roztworach ponad 2-ty-
godniowych) tymidyny i inkorporacji do réinych makreczasteczek cytoplazmatycznych
[27). Istnieje kilka wad metody scyntylacyjnej [27]:

a) do wykonywania oceny UDS ta metoda wymagane sq wigksze ilodci komérek i
badanego zwiazku niz w metodzie autoradiograficimnej,

b) zdarza sie, 2e barwniki mogq wiazaé sie z DNA i utrudniaé¢ dodatkowo spe-—
ktrofotometryczne oznaczenie DNA w prébce,

c) poniewa: metoda nie zapewnia oceny morfologicznej komérek (ktéra moiliwa
jest w metodzie autoradiograficznej) moina otrzyma¢ wyniki fakszywie dodatnie w
obecnosci zwiazké4w, ktére odblokowujac replikacje DNA (zahamowanq hydroksymoczni-
kiem) nie zawsze indukujgq naprawe DNA. W tych warunkach za pomocg metody auto-
radiograficznej moina odréinié replikacje DNA od jege naprawy [27, 45].

4. INTERPRETACJA WYNIKOW OTRZYMANYCH TESTEM UDS

W metodzie scyntylacyjnej wyniki ‘przedstawia sig w postaci liczby rozpadéw
znakowanej trytem tymidyny na pg DNA % odchylenie standardowe dla kaidego ste-
2enia badanej substancji chemicznej i por6éwnuje z jednoczedénie wykonywana préba
kontrolng z'rozpﬁszczalnikiem danej substancji. Za wynik pozytywny $wiadczacy o
uszkodzeniu DNA przez dany zwigazek chemiczny i indukcji wlaczania znakowanej
trytem tymidyny uznaje sie statystycznie znamienny w stosunku do kontroli wzrost
liczby rozpadéw na pg DNA wprost proporcjonalny do wielkodci dawki badanego zwia-
zku. Dodatkowo jako kontrole pozytywna wykonuje sig¢ préby ze zwigzkami modelowymi
o znanym dzialaniu genotoksycznym. Sq to zwiazki, ktérych dzialanie genotoksyczne
przejawia sie bezposrednio, np. MNNG (N-metylo-N-nitro-N-nitrozoguanidyna);
4NQQ- (1-tlenek-4-nitrochinoliny) ‘lub po uprzedniej aktywacji metabolicznej, np.
benzo(a)piren; aflatoksyna Bi; 3,3'-dichlorobenzydyna {2, 26, 37]. W obecnosci
tych zwiqzkéw powinien wystapi¢ statystycznie znaczacy w stosunku do kontroli
wzrost wlaczania znakowanej tymidyny zaleiny od dawki stosowanego zwiazku genoto-
ksycznego [2]. e

‘W metodzie autoradiograficznej wielkoéé wlaczania tymidyny wskutek indukcji
naprawy DNA uszkodzonego przez badany ksenobiotyk ocenia sie obliczajqc liczbe
wytworzonych ziaren srebra w jadrze komérkowym [10, 31, 43, 46]. Liczbe ziaren
srebra zlicza sie tylko w jadrze tych komérek, ktére byly Zywe ¥ momencie utrwa-
lenia, o czym éwiadczy obrzmienie jadra, oraz byly réwnomiernie pokryte warstwa
emulsji swiatltoczulej [46]. Nie zlicza si¢ ziaren srebra w komoérkach ze zmieniong
morfologia, z artefaktami powstalymi w procesie barwienia oraz w jadrach ‘odoso-
bnionych bez otoczki cytoplazmatycznej [27]. Komérki znajdujace sie w fazie S po-
siadajq silnie zaczernione jadro i mozna je latwo odr6znié¢ od komérek w naprawie.
Jednak komdrki rozpoczynajace lub kofczace faze S oraz te, w ktérych replikacja
DNA ulegla zahamowaniu przez ksenobiotyk, moga byé¢ blednie rozpoznane jako ko-
mérki znajdujgce sie w fazie naprawy DNA [39]). Zliczanie ziaren srebra wykonuje
sié trzykrotnie, za kaidym razem w jadrach 20 - S0 przypadkowo wybranych komérek
spelniajacych ww. kryteria. Od liczby ziaren wykrytych w kazdym jadrze odejmuje
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sig wartosé¢ odpowiadajacego tla cytoplazmatycznego. Wartosé te otrzymuje sie
przez zliczenie ziaren srebra w trzech obszarach cytoplazmy przyleglej do jadra,
z ktorych kazdy ma powierzchnie réwnq zajmowanej przez jadro [27, 46}. Liczbe
netto ziaren srebra w jadrze (NG) otrzymuje sie po odjeciu od liczby ziaren w jg-
drze sredniej wartosci tta [31] lub najwyZszej znalezionej liczby ziaren odpowia-
dajacego tta, co zapobiega'otrzymaniukfalszywie dodatnich wynikéw [27, 46]. .

Badany zwiqzek .chemiczny uwa%ta sie za genotoksyczny, zdolny do indukeji UDS,
gdy stwierdza sie [43]: ) .

1) wzrost NG 2 6 w stosunku do wartosci NG kontroli z rozpuszczalnikiem,

2) odsetek jader z NG 2 6 wynosi powyzej 10% w stosunku do kontroli z rozpu-
szczalnikiem, , .

3) odsetek jader z NG 2 20 stanowi lub przekracza 2% liczby badanych jader.

W zasadzie spelnieniu pierwszego warunku towarzyszy wypelnienie dwéch pozo-
statych.. Spetnienie tylko drugiego lub trzeciego warunku réwniez wskazuje na
efekt genotoksyczny zwiazku w tescie UDS. Opisane efekty winny wykazywaé zale-
tnos¢ od wielkodci dawki ksenobiotyku i wystapié¢ przy dwdch kolejnych steZeniach
zwigzku {43]. Jesli w réwnolegle wykonanej prébie kontrolnej z rozpuszczalnikiem
wielkos¢ NG wynosi 6 lub jezeli 1% kombébrek zawiera jadra z 20 =ziarnami srebra
netto, wowczas wynik nalezy uzna¢ za bledny i odrzucié. Jezeli poczatkowo stwier-
dza sie wzrost UDS wyraZony liczba ziaren srebra (NG) w jadrze i nastepnie jego
obnizenie do wartosci bliskich zera w kolejnych wyiszych stezeniach, przy ktérych
stwierdza sie cechy cytotoksycznosci, to nalety przyjaé,zZe zwiazek ma dziatanie
genotoksyczne. W. .sytuacji, gdy stwierdza sie odosobnione pojedyncze przypadki
wzrostu UDS ‘w dawkach znacznie niZszych od toksycznych, wynik ten naleiy uznaé za
bledny. Jedli przy stosowanych maksymalnych dawkach brak jest oznak cytotoksy—
cznoéci, prébe naleiy powt6brzyé ze zwiazkiem w wyZszym stezeniu. Iwigzek jest
niegktywny w teécie UDS, jedli nie powoduje zwigkszenia liczby ziaren srebra (NG)
w jadrze komérkowym lub stosowane dawki dzialtajaq cytotoksycznie [43].

Wartosci NG kontroli pozytywnej nie naletiy stosowaé jako odnosnika ilosciowe-
go wzgledem wartosci NG indukowanej przez badany zwiazek, ktéra prawdopodobnie
jest bardziej zaleina od rodzaju powstalego uszkodzenia DNA i dzialajqcego mecha-
nizmu naprawy niz od potencjalnej sity dziatania mutagennego lub kancerogennego
danego zwiazku [43]. Niekt6ére formy uszkodzenia DNA moga byé bowiem reperowane
bez wlaczania nowych zasad. Kontrola pozytywna jest stosowana do wykazania, e
dana hodowla komérkowa jest wtasciwa i wrazliwa, a stosowana metodyka odpowiednia
do wykrycia UDS [43].

5. PRZYKLADY PRAKTYCZNYCH ZASTOSOWAN TESTU UDS

Z analizy piémiennictwa wynika, Ze test UDS stosowany jest dou:
1) oceny dziatania mutagennego i potencjalnie kancerogennego substancji oraz
-mieszanin chemicznych [2, 9, 10, 12,26, 30, 33, 37, 43 - 46],

2) identyfikacji dzialania narzadowego genotoksycznych zwiazkéw chemicznych
[3, 27, 39)],
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3) detekcji inhibitoréw naprawy DNA [39], g

4) wykrywania osobnikéw z uposledzeniem naprawy DNA [1S, 23, 28, 34, 36, 42]}.

Wykrycie naprawy DNA po narazeniu na zwiqzek chemiczny jest dowodem, Ze zwig-
zek chemiczny powoduje uszkodzenie pierwotne DNA, kt6ére moze byé zreperowane. Je-
dnak niektére rodzaje uszkodzen DNA nie sq wykrywane za pomocq testu UDS. Sg to
{21, 45}:

1) bezposrednie rozerwanie pojedynczej lub podwbéjnej nici DNA,

2) uszkodzenie nietrwale, przejawiajgqce sie peknieciem nici w $rodowisku za-
sadowym, '

3) niektére rodzaje adduktdéw nie indukujacych naprawy przez wycinanie,

4) uszkodzenie przez typowe zwiqzki interkalacyjne,

S) addukty usuwane w reakcji demetylacji.

Odpowied: na pytanie, w jakim stopniu indukcja naprawy DNA przez ksenobiotyk
mote ©byé wskaZnikiem jego dzialania mutagennego lub potencjalnie kancerogennego
jest zlozona i nie zawsze w pelni jednoznaczna. Wielkos¢ naprawy DNA indukowana
przez czynnik chemiczny zalezy bowiem m.in. od [11]:

1) rodzaju i rozmiaru reakcji z DNA np: ogélnej liczby uszkodzonych zasad,
wytworzenia adduktow itp,

2) wzglednego stosunku liczby miejsc reperowanych w drodze naprawy przez wy-
cinanie do ogélnej liczby uszkodzeh DNA,

3) kinetyki naprawy jako funkcji czasu i dawki,

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

Badania wzajemnych relacji miedzy uszkodzeniem DNA a naprawaq przez wycinanie,
replikacja lub mutagenezg muszgq uwzgledni¢ rozmaity charakter jakosciowy i ilo-
dciowy wuszkodzeh powodujacych mutacje oraz sposéb naprawy [11]. Wyniki doswiad~
czalne licznych prac wskazuja na przydatnosé¢ badania UDS jako testu prognostyf
cznego dla zwiazkow podejrzanych o dzialanie kancerogenne [39]. Pordwnanie zdol-
nosci indukcji UDS przez zwiazki chemiczne i ich izomery oraz pochodne o zréini-
cowanej sile dzialania kancerogennego wykazalo pozytywng korelacje¢ miedzy wiel-
kosciq indukcji UDS a silq ich dziatania kancerogennego [39]. Korelacjg¢ stwier-
dzono takZe badajac indukcje i nasilenie UDS przez bezposrednie kancerogeny oraz
ich najblizsze pochodne formy o dzialaniu prokancerogennym. Indukcj¢ UDS obserwo-
wano przy niiszym stezeniu kancerogenu bezpod$redniego niz jego prokancerogendéw
[39]. Pod wplywem metali ciezkich i hydrazyn wykazano indukcje UDS w hodowlach
komérek ssakéw [33].\Dzialanie mutagenne tych czynnikéw byle trudne do wykazania
za pomocg testdw bakteryjnych ze wzgledu na obecnosé znacznej aktywnodci katalazy
w bakteriach [33]. Wiele prac do$wiadczalnych, w ktéorych stwierdzono pozytywna
korelacje miedzy dzialaniem kancerogennym zwiazkéw chemicznych a ich zdolnosdcia
do indukcji UDS bylo wykonanych z uiyciem silnych kancerogendéw [45]. Zagadnienie
to komplikuje sie przy ocenie zdolnosci indukcji UDS przez zwiqzki mutagenne o
stabszej sile dziatania lub epigenetycznym mechanizmie onkogenezy [2, 5, 13, 17,
22, 26, 31, 46], dla ktérych ocena dzialania mutagennego tych zwigzkéw wykonana
na szczepach Salmonella typhimurium jest czg¢sto rozbieina lub negatywna [1].
Badania naprawy DNA wykonane na komérkach linii Hela i pierwotnych hodowlach he-
paﬁocytéw szczura po narazeniu na 8 kancerogendow: heksametylofosforamid - HMPA;
o-toluidyne-TOL; safrol-SAF; dietylostilboestrol-DES; benzen—-BEN; akrylonitryl-
ACN; dietyloheksyloftalan-DEHP; fenobarbital-PB i 2 zwiqzki niekancerogenne -
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kaprolaktam (CAP) i benzoin¢ (ZOIN) wykazaly wzrost UDS tylko po naraZeniu na
HMPA, TOL i SAF [2, 5, 13, 17, 22, 26, 31, 46]}. Stwierdzono rdéwniez zaskakujaco
niskq czulod¢ metody autoradiograficznej badania UDS w poréwnaniu ze scyntyla-
cyjnq. Za pomoca tej metody (autoradiograficznej) indukcje UDS wykryto PO na-
rateniu na HMPA [1, 45]. W przypadku tych zwiqzkéw wiekszq wrazliwodé detekciji
uszkodzenia DNA stwierdzono za pomocq badania fragmentacji DNA niz testu UDS. Za
pomocq badania fragmentacji DNA uszkodzenie DNA stwierdzono po narateniu na 5
zwiqzkéw ~ TOL, BEN, SAF, ACN i DES [1, 45). Wyniki tych prac sugeruja role badai
naprawy DNA indukowanej przez ksenobiotyki w proponowanej baterii testéw stuig~
cych do oceny dziatania genotoksycznego. Wnioskuje sie, e wyniki badan UD$S uzy~
skane metodgq autoradiograficzna bedq malo prziydatne w roli bada®ht uzupelniajacych
dla =zwigzkéw chemicznych, ktére nie wykazaly dziatania mutagennego w testach
bakteryjnych ze szczepami Salmonella typhimurium. Moga jednak mieé znaczenie jakag
dodatkowe badania potwierdzajace dla zwigzkéw, ktore byly mutagenne w tefcie Ame=
sa. Istnieje poglad, ze wyniki uzupelniajace dla zwiqzkéw niemutagennych w te~
stach z Salmonella typhimurium winny byé uzyskanie raczej za pomocq badania frag-
mentacji DNA lub testu UDS wykonanego technika scyntylacyjng [1].

Ostatnioc szczegdlng uwage poswieca si¢ moiliwoédci wykorzystania testu UDS do
oceny dzialania genotoksycznego w warunkach in vive ze wzgledu na niewielkq 1li-
czbg testdédw pozwalajacych dokonaé¢ takiej oeeny [39]}. Zastosowanie testu mikro~
jadrowego, jak réwniez badanie aberracji chromosomowych jest ograniczone prakty-
cznie do tkanek lub komérek o czestym podziale komérkowym, takich jak szpik ko-
stny, fibroblasty itd. {1, 18, 19, 39]. Testy "posredniego gospodarza” réwniet
posiadajgq swoje ograniczenia, gdy% bakterie znajduja sie na zewnatrz kombrek go-
spodarza. Oprécz silnych kancerogenéw, jedynie prokancerogeny, ktére ulegaijaq
aktywacji w komdérce ssakéw i nastepnie przenikajga do srodowiska zewnetrznego, w
ktérym znajdujq sie organizmy wskaZznikowe np. bakterie moga wikazywaé dzialtanie
mutagenne [21, 39]. ’

Badanie UDS w limfocytach krwi obwodowej wydaje sie uiytecznym wskainikiem
dla monitoringu biologicznego ludzi narazonych na obecne w $rodowisku czynniki
genotoksyczne [39]. Istniejaq doniesienia, Ze badanie UDS w limfocytach ludzi moie
by¢ roéwniez przydatne do identyfikacji ludzi z wrodzonymi zaburzeniami naprawy
DNA [34, 39].
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R. Rolecki, B. Baranski

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 been de-
scribed :in more detail. Interpretation of the USD test results has been presented
. as well as the examples of practical applications of the UDS test.



