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SOS Chromotest oraz UMU test to dwa krétkoterminowe, bakteryjne testy do oceny
genotoksycznego dziatania r6znego rodzaju prob. Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze
mimo podobnej zasady i podobnego efektu testowego oba testy wykazujg rozng czuto$é w stosunku
do badanych probek co potwierdza tez¢ o koniecznos$ci stosowania baterii testow do badan zwigzkow
potencjalnie mutagennych.

Wiele zwiazkéw chemicznych wywiera efekty mutagenne, a zwlaszcza kancerogenne
w organizmach zwierzecych dopiero w wyniku zmian metabolicznych zachodzacych w watrobie.
W naszym laboratorium do aktywacji zwiazkéw genotoksycznych stosowana jest frakcja S9
otrzymana z watrdb szczurdw szczepu Sprague-Dawley jak rowniez frakcja S9 uzyskana z watrob
myszy szczepu B10.A. Poniewaz nie mozna jednak w jednoznaczny sposob stwierdzi¢, ktory
z rodzajow frakcji jest korzystniejszy do stosowania w obu testach by¢ moze nalezaloby rozwazy¢
wykonywanie testow z zastosowaniem kilku rodzajow frakcji pochodzacych od réznych gatunkow
i ras zwierzat. Pozwolitoby to na wyeliminowanie bledéw wynikajacych z braku badZ bardzo stabej
aktywacji okreslonego zwigzku przez jedna z frakcji uzytych do testow.

1. WSTEP

Identyfikacja zwigzkow zdolnych do indukcji mutacji jest niezwykle istotna
W ocenie narazenia. Substancje, ktore indukuja mutacje mogg by¢ potencjalnym
zagrozeniem dla komorek zarodkowych, gdyz moga prowadzi¢ do zaburzen ptodnosci
a takze powstawania mutacji u przysztych pokolen. Zwigzki mutagenne sa takze
zdolne do indukowania nowotworow i wiasnie to zagrozenie spowodowato rozwoj
programow testowania mutagennosci [2].
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Do najpowszechniej stosowanych testow krétkoterminowych nalezg testy
wykorzystujace jako organizm testowy bakterie.

Do grupy testow bakteryjnych naleza test SOS Chromotest, w ktorym organizmem
testowym jest Escherichia coli PQ37 i UMU test, w ktorym wykorzystuje sie szczep
Salmonella thyphimurium TA1535.

Zasada obu testow jest podobna. U szczepu testowego zwiazki uszkadzajace
DNA wywotuja szereg funkcji znanych pod nazwa reperacji SOS. Pod kontrolg
gendw systemu naprawy SOS zostal umieszczony takze gen lacZ, gen strukturalny dla
O pgalaktozydazy. Podczas ekspresji gendw biorgcych udziat w naprawie
SOS nastegpuje rowniez ekspresja genu lacZ 1 synteza [ f-galaktozydazy. Aktywnos¢
O f-galaktozydazy oznaczona po inkubacji szczepu testowego z badanym zwigzkiem
jest odbiciem poziomu indukcji genu lacZ oraz genéw bioracych udziat w naprawie
SOS. Szczep testowy (E.coli i S.typhimurium) posiada delecje normalnego regionu
lac, tak, wigc aktywno$¢ f-galaktozydazy mierzona w tescie zalezy wylacznie od
ekspresji gendw bioracych udziat w naprawie SOS.

2. MATERIALY | METODY

2.1. TESTY

Test SOS Chromotest byl wykonany w wersji mikroptytkowej opartej na
procedurze opisanej przez Quillardet i Hofnug (1985) [3]. Szczep testowy E.coli PQ37
pochodzit z Instytutu Pasteur'a (Paryz, Francja), UMU test byl wykonany w wersji
mikroptytkowej zgodnie z procedura ISO/CD 13829 [1]. Szczep testowy
S.typhimurium TA1535 pochodzit z Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (Braunschweig, Niemcy).

2.2. FRAKCJA S9

Otrzymana z watrob samcow szczurow szczepu Sprague-Dawley oraz samcow
myszy szczepu B10.A.

3. WYNIKI

Ilosciowo genotoksyczno$¢ jest wyrazana jako wspotczynnik indukcji IF (SOS
Chromotest) lub wspotczynnik indukcji IR (UMU Test). Wartos¢ IF/IR jest zalezna od
stezenia badanego zwiazku, dla zwigzkow genotoksycznych ro$nie ze wzrostem
stezenia. Zwigzek jest uznawany za genotoksyczny, gdy warto$¢ wspdtczynnika IF/IR
przynajmniej dla jednego z badanych stezen przekracza wartos¢ 1,5.
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3.1. TLENEK 4-NITROCHINOLINY

Warto$ci wspotczynnika IF (SOS Chromotest) dla 4-NQO (rys. 1) sa znacznie
wyzsze niz wartosci wspotczynnika IR (UMU Test) dla odpowiednich st¢zen co
swiadczy o wiekszej czulosci testu SOS Chromotest w porownaniu do UMU Testu.
Natomiast UMU Test pozwala na oznaczanie znacznie wyzszych stezen niz test SOS
Chromotest. Wartosci wspotczynnika IF uzyskane w teScie SOS Chromotest dla
stezen 0,5 1 1 pug/ml (wyniki nie prezentowane) sg zblizone do warto$ci uzyskanych
dla stezenia 0,25 pg/ml natomiast w UMU tescie wspotczynnik IR ro$nie liniowo az
do stezenia 1 pug/ml.

3.2. BENZO(A)PIREN

Analizujac wyniki uzyskane dla BP (rys. 2) w SOS Chromotest oraz UMU Test
mozna stwierdzi¢, ze warto$ci wspotczynnika IF (SOS Chromotest) sa znacznie
wyzsze niz wartosci IR (UMU Test). SOS Chromotest réwniez wykrywa jako
genotoksyczne nizsze stezenia BP w poréwnaniu do UMU Testu. Stosujac do
aktywacji frakcje S9 pochodzaca z watrdob myszy (wyniki nie prezentowane) zamiast
frakcji S9 szczurzej uzyskano zblizong aktywacje BP.

3.3. METYLOCHOLANTREN

Analizujac wyniki uzyskane dla 3-MC w tescie SOS Chromotest oraz UMU tescie
(rys. 3) mozna stwierdzi¢, ze w obu testach lepsza aktywacje 3-MC uzyskano stosujac
frakcje mysig zamiast szczurzej. Roznica ta jest wyrazniejsza w tescie SOS
Chromotest. SOS Chromotest charakteryzowat si¢ wigkszg czuto$cig w stosunku do 3-
MC w porownaniu do UMU Testu. SOS Chromotest wykrywat jako genotoksyczne
nizsze stezenia 3-MC niz UMU Test a wartosci wspotczynnika IF (SOS Chromotest)
byly znaczaco wyzsze niz warto$ci wspotczynnika IR (UMU Test) dla odpowiednich
stezen. Natomiast UMU Test pozwalal na oznaczanie wyzszych stezen niz SOS
Chromotest. Stezenia 3-MC 50 i 100 ug/ml, ktére w SOS Chromotest byly
identyfikowane jako toksyczne nie byty toksyczne dla szczepu S.typhimurium w UMU
Test.

3.4. AMINOANTRACEN

Wyniki IF (SOS Chromotest) dla 2-aminoantracenu (rys. 4) sa znacznie nizsze
od warto$ci IR (UMU Test). Tak wigc SOS Chromotest, w tym przypadku, jest testem
mniej czutym niz UMU Test. W obu testach nie stwierdzono réznic w aktywacji 2-AA
frakcja S9 mysig (dane nie prezentowane) i szczurza.
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3.5. AFLATOKSYNA B1

Analizujac wyniki dla AFB1 (rys. 5) mozna stwierdzi¢, ze wartosci IF (SOS
Chromotest) sa znacznie wyzsze od wartosci IR (UMU Test). Tak wigc SOS
Chromotest jest testem czulszym dla AFB; ale w wyzszych stgzeniach - powyzej
0,15 pg/ml — obserwuje si¢ silne toksyczne wlasciwosci w stosunku do E.coli. UMU
Test cho¢ mniej czuly pozwala testowaé wyzsze stezenia AFB;. W obu testach frakcja
S9 mysia aktywuje lepiej w poréwnaniu z frakcjg szczurza. Wyjatek stanowiag w UMU
Tescie niskie stezenia AFB;do 0,1 png/ml, gdzie frakcja szczurza aktywuje lepie;.

3.6. SINICE

Zakwity sinicowe sg istotnym problemem w wielu krajach poprzez wplyw na
jakos$¢ wody pitne;.

Ekstrakty sinicowe zostaly przygotowane z probek sinic pobranych w sierpniu oraz
wrze$niu 2004 roku oraz w sierpniu, wrze$niu oraz pazdzierniku 2005 roku ze
Zbiornika Sulejowskiego, Zbiornika Jeziorsko oraz Jeziora Bninskiego. Wszystkie
pobrane probki ze Zbiornika Jeziorsko oraz z jeziora Bninskiego wykazywaty
dziatanie genotoksyczne, natomiast probki pobrane ze Zbiornika Sulejowskiego
wykazywaly bardzo stabe wlasnos$ci genotoksyczne w poréwnaniu z probkami
z innych zbiornikéw oraz charakteryzowaty si¢ sezonowg zmiennoscig (probki
pobrane w pierwszym tygodniu sierpnia i wrzesnia nie byly genotoksyczne, natomiast
pozostale wykazywaly dziatanie genotoksyczne) (rys. 6, 7, 8). Natomiast Zzadna
z probek nie wykazywata wilasciwosci genotoksycznych w UMU tescie zaro6wno
W oznaczeniach bez jak i z aktywacja metaboliczna.

3.7. GLEBA

Probki gleby otrzymano dzigki uprzejmosci Instytutu Ekologii Terenow
Uprzemystowionych w Katowicach. Pochodzity one z terendw zanieczyszczonych
(wielopierscieniowymi weglowodorami aromatycznymi oraz metalami cigzkimi)
poddanych rekultywacji

Ekstrakcje¢ zanieczyszczen z probek gleby przeprowadzono metodg nieorganiczng
uzywajac solanki (30% roztwor DMSO w 0,85% roztworze NaCl ) oraz metoda
organiczng (heksan:aceton - 2:1).

W SOS Chromotest wérdd probek poddanych ekstrakcji metoda nieorganiczng
warto$ci  wspolczynnika IF wigksze lub rowne 1,5 uzyskano dla 4 préobek
w oznaczeniu bez aktywacji metabolicznej oraz dla 5 probek w oznaczeniu
z aktywacja metaboliczng (tab. 1). Po ekstrakcji organicznej nieco wigcej probek
wykazywato wtasciwosci genotoksyczne, odpowiednio 7 bez S9 1 5 z S9. W tescie
UMU Test dla zadnej z probek zaréwno przy ekstrakcji nieorganicznej jak
i organicznej, w oznaczeniach bez i z aktywacja nie uzyskano warto$ci wspotczynnika
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IR wigkszej niz 1,5 co oznacza, ze zadna z probek nie wykazala wilasciwosci
genotoksycznych w tym teScie (dane nie prezentowane).

4. WNIOSKI

W zaleznosci od zwigzku chemicznego SOS Chromotest lub UMU Test wykazuja
roézng czutos¢ - dla 4-NQO, BP, 3-MC, AFBI1 wyzsza SOS Chromotest, dla 2-AA
UMU Test. Frakcja S9 mysia silniej aktywuje AFB1 oraz 3-MC w poréwnaniu
z frakcjg szczurza, natomiast w przypadku BP oraz 2-AA aktywacja dla obu frakcji
jest poréwnywalna.

Tylko SOS Chromotest wykrywatl wlasciwosci genotoksyczne ekstraktow
sinicowych oraz skazonej gleby. Przydatno§¢ UMU Test do badania prdébek sinic
i gleby jest dyskusyjna i wymaga dalszych poglebionych badan.

5. WYKRESY | TABELE

Tab.1. SOS Chromotest; maksymalne warto$ci wspotczynnika IF z i bez aktywacji dla probek gleb
ekstrahowanych solanka lub warstwa organiczna. Probki 1-5 zanieczyszczone metalami; 6-12 WWA
Pola zacieniowane — probka genotoksyczna; frakcja S9 szczurza

Lp IF -S9 IF  +S9 IF -S9 IF  +S9

solanka solanka organiczna organiczna
1. 1,38 1,41 191 1,50
2. 1,44 1,88 1,85 1,25
3. 1,54 1,76 1,83 1,54
4. 1,26 1,80 1,98 1,42
5. 1,12 1,31 1,61 1,63
6. 1,08 1,51 2,45 1,43
7. 1,58 1,89 1,50 1,31
8. 1,97 1,29 1,22 1,60
9. 0,98 1,33 1,18 1,28
10. 1,10 1,04 1,22 1,77
11. 1,50 1,29 1,29 1,25
12. 1,17 1,10 1,29 1,39
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Rys. 2. Wartosci IF (SOS Chromotest) i IR (UMU Test) dla wzrastajacych stezen BP
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Rys. 3. Wartosci IF (SOS Chromotest) i IR (UMU Test) dla wzrastajacych stezen 3-MC
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Rys. 4. Wartosci IF (SOS Chromotest) i IR (UMU Test) dla wzrastajacych stgzen 2-aminoantracenu
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Rys. 5. Warto$ci IF (SOS Chromotest) i IR (UMU Test) dla wzrastajacych stezen aflatoksyny B1 (AFBy)
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Rys. 6. Wartosci IF (SOS Chromotest) dla wzrastajacych stgzen ekstraktu sinicowego
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Rys. 7. Wartosci IF (SOS Chromotest) dla wzrastajacych stezen ekstraktu sinicowego
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Rys. 8. Wartosci IF (SOS Chromotest) dla wzrastajacych stezen ekstraktu sinicowego
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THE ESTIMATION OF USEFULNESS OF TWO SHORT TERM BACTERIAL TESTS: SOS
CHROMOTEST AND UMU TEST IN GENOTOXICITY INVESTIGATION OF CHEMICAL
COMPOUNDS AND ENVIRONMENTAL SAMPLES

The SOS Chromotest and UMU test are simple, bacterial colorimetric assays for genotoxicity.
Results of our experiments indictate that in spite of similar principle and similar test effect both test
shows differett sensivity relatively to tested samples. In both test for promutagens/procarcinogens an
appropriate, egzogenic metabolic activation system (S9) is required. In our laboratory we use S9 fraction
from Sprague-Dawley rats and B10.A mouse. The present data indicate that compounds should be tested
with metabolic activation using S9 fraction from different species of animals which allow to increase the

sensitivity and specify of tests.
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