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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Podstawowa metoda analizy stopnia fragmentacji DNA na skutek dzialania czynnikéw genotok-
sycznych jest elektroforeza zelowa pojedynczych komdrek (single cell gel electrophoresis) nazy-
wana testem kometowym (comet assay). Test kometowy umozliwia analize kilku réznych mody-
fikacji DNA, przy stosunkowo niewielkich zmianach w podstawowej procedurze testu. Metoda
ta identyfikuje jednoniciowe i dwuniciowe pekniecia DNA oraz wszelkie modyfikacje chemiczne
ienzymatyczne, ktére mogg sie przeksztatci¢ w pekniecia DNA lub chromatyd. Test kometowy daje
mozliwo$¢ detekgji uszkodzert DNA na poziomie pojedynczej komérki. Mogg nim by¢ analizowane
dowolne tkanki, z ktérych uzyskuje sie zawiesine komérkowa. Analizowane komérki zatapia sie
w agarozie na szkietku mikroskopowym. Po wytrawieniu biatek pozostaje DNA. Szkietko poddaje
sie elektroforezie i barwi substancja fluorescencyjna. Uzyskuje sie obraz w postaci ,.komet”. ,,Glo-
wa” to miejsce unieruchomienia komdérki przed liza, ,,ogon” to uszkodzone fragmenty DNA. Miarg
poziomu uszkodzeri DNA jest dtugo$¢ ogona i ilo§¢ zawartego w nim DNA. Test kometowy znajduje
zastosowanie w badaniach aplikacyjnych w toksykologii genetycznej, monitoringu naprawy DNA
po chemio- i radioterapii, ekotoksykologii, zywieniu zwierzat i cztowieka, biomonitoringu geno-
toksycznosci, epidemiologii, ocenie materiatu deponowanego w bankach nasienia i bankach krwi.
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Summary

The basic method for analyzing the degree of DNA fragmentation caused by genotoxic factors is
gel electrophoresis of single cells (single cell gel electrophoresis), also called the comet assay. The
comet assay enables the analysis of the level of several different DNA modifications. The basic
testing procedure has been only slightly modified. This method helps identify single-strand and
double-strand DNA cracks, as well as any chemical and enzymatic modifications that can poten-
tially turn into cracks in DNA or chromatids. The comet assay makes it possible to detect DNA dam-
age at the level of single cells. It can be employed in analyses of any tissues which provide cellular
suspensions. Analysed cells are submerged in agarose on a microscope slide. DNA is what is left
after proteins have been broken down. The slide is then subjected to electrophoresis and stained
with a fluorescent dye. A “comet-like” image is obtained. The “head” is the cell fixation site prior
to lysis; the “tail” represents damaged DNA fragments. The extent of DNA damage is reflected in
the length of the tail and the amount of DNA contained in it. The assay finds research applications
in the following fields: genetic toxicology, monitoring of DNA repair following chemotherapy and
radiotherapy, ecotoxicology, animal and human nourishment, biomonitoring of genotoxicity, epi-
demiology and assessment of material deposited in sperm and blood banks.
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WPROWADZENIE

Struktura chromosomdw jest narazona na wiele czyn-
nikdéw, ktdre sprzyjaja powstawaniu tzw. niestabilnosci
chromosomowych. Niestabilnosci chromosomowe mozna
rozumieé, jako zjawisko wystepowania zwiekszonej licz-
by zalaman chromosoméw, aberracji strukturalnych (np.
translokacji, inwersji, delecji, duplikacji) i/lub liczbowych
(aneuplodii, poliploidii) w komérkach somatycznych ba-
danej grupy w porédwnaniu z populacja kontrolna [20].
Mutacje chromosomowe strukturalne oraz liczbowe po-
woduja zmiany struktury lub liczby chromosomu. Tym sa-
mym zaburzaja prawidlowe funkcjonowanie DNA [34,35].

Poza naturalnie wystepujacymi chemicznymi modyfi-
kacjami chromatyny, takimi jak metylacja cytozyny czy
adeniny, czasteczka DNA zawiera liczne nukleotydy be-
dace skutkiem dzialania czynnikéw genotoksycznych
[31,34,35]. Czynniki te moga powodowaé m.in. jedno- lub
dwuniciowe pekniecia, miejsca apurynowe (AP), dimery
pirymidynowe oraz wiazania krzyzowe typu DNA-DNA
i DNA-biatko. Czesto jeden czynnik genotoksyczny wy-
wotuje wiele réznych modyfikacji DNA o zréznicowanym
znaczeniu biologicznym [14,23,27]. Chemiczne modyfika-
cje chromatyny wynikajace z dziatania egzogennych lub
endogennych czynnikéw genotoksycznych destabilizuja
strukture chromatyny. Ta niestabilno$¢ jest czynnikiem
generujacym powstawanie kolejnych mutacji, ktére moga
prowadzi¢ do powstawania wad rozwojowych, obumiera-
nia zarodkéw, zaburzen w reprodukeji oraz by¢ przyczyng
transformacji nowotworowej 3,4,7,12,22,32,33].

Analiza efektéw genotoksycznych, powodujacych uszko-
dzenia chromatyny, wymaga stosowania testéw dajacych
wyniki w krétkim czasie, tanich, maksymalnie bezinwa-
zyjnych i mozliwych do zastosowania nie tylko u pojedyn-
czych oséb, ale takze w catej populacji. W ostatnich latach
wzrosta popularno$é metod analizy uszkodzeti DNA na
podstawie okreslenia stopnia fragmentacji jego czastecz-
ki oraz szybkich metod identyfikacji niestabilnosci chro-
matyny metafazowej, zwlaszcza aberracji chromosoméw,
czyli tzw. niestabilnos$ci chromosoméw metafazowych.

Ponadto mozna wyrdznié tzw. ukryta niestabilno$¢ chro-
mosomowg. Jest ona wykrywana, gdy do hodowli ba-
danych komdrek zostang dodane zwiazki klastogenne.

Uszkodzenia DNA mogg powstaé réwniez wtedy, gdy na
komorke nie dziataja powyzsze czynniki. W takim przy-
padku uszkodzenia te nosza nazwe spontanicznych i na-
leza do nich: hydroliza wigzan, atak czynnikéw utleniaja-
cych lub metylacja przez endogenne czynniki metylujace.
Konsekwencja powstania niekorzystnych zmian w DNA
moze by¢ zmiana whasciwosci kodujacych, ktéra prowa-
dzi do mutacji, a ta z kolei moze powodowaé choroby
genetyczne badZ nowotworowe. Zdarza sie, ze niestabil-
nosci chromosomowe moga sprzyjaé zablokowaniu re-
plikacji i transkrypcji, przez co dochodzi do $mierci ko-
mérki [20,34,35].

Podstawowa metodg analizy stopnia fragmentacji DNA
jest elektroforeza zelowa pojedynczych komdrek (single
cell gel electrophoresis) nazywana popularnie testem ko-
metowym (comet assay). Niewatpliwg zaletg metody jest
mozliwo$¢ analizy poziomu kilku réznych modyfikacji
DNA, przy stosunkowo niewielkich zmianach w podsta-
wowej procedurze testu. Metoda identyfikuje jednonicio-
we i dwuniciowe pekniecia DNA oraz wszelkie modyfika-
cje chemiczne (miejsca apurynowe, niestabilne addukty)
i enzymatyczne (uszkodzenia oksydacyjne), ktére poten-
cjalnie mogg sie przeksztalci¢ w pekniecia. Test kometo-
wy daje mozliwo$¢ detekcji uszkodzeri DNA na poziomie
pojedynczej komérki, umozliwia okreslenie wrazliwosci
na okreslony czynnik genotoksyczny, a takze sprawno$¢é
naprawy uszkodzet [4,27,28].

Testem moga by¢ analizowane dowolne tkanki, z ktérych
uzyskuje sie zawiesine komérkowa. Analizowane komér-
ki zatapia sie w agarozie na szkietku mikroskopowym.
Po wytrawieniu biatek pozostaje DNA. Szkietko podda-
je sie elektroforezie i barwi substancja fluorescencyjna,
uzyskujac obraz w postaci ,,komet”. ,Glowa” to miejsce
unieruchomienia komérki przed liza, ,,ogon” to uszko-
dzone fragmenty DNA. Miarg poziomu uszkodzeti DNA
jest dtugo$é ogona i ilo§¢ zawartego w nim DNA. Do oce-
ny dlugosci ogona niezbedny jest komputerowy program
analizy obrazu. Miarodajny wynik uzyskuje sie na podsta-
wie analizy 50 komet w zelu [14,17,28].

Chcac poznad blizej test kometowy, nalezy zaczac od jego
wprowadzenia w latach siedemdziesiagtych ubiegltego stu-

696



Czubaszek M. i wsp. — Test kometowy jako metoda identyfikacji...

lecia. Dzieki ciagtemu doskonaleniu znalazt zastosowanie
zaréwno w badaniach dotyczacych zwierzat oraz $rodo-
wiska, jak i cztowieka oraz produktéw przez niego spo-
zywanych.

HisTORIA TESTU KOMETOWEGO

Poprzednikiem comet assay byta technika popularnie
nazywana halo assay. Technika halo assay swoje poczatki
miata pod koniec lat siedemdziesiatych, kiedy naukow-
cy Rydberg i Johanson w 1978 r. zaczeli przeprowadza¢
pierwsze pomiary peknie¢ DNA w pojedynczych komér-
kach [26]. Technika polegata na tym, iz komérki immobi-
lizowano w zelu agarowym, a nastepnie poddawano lizie
w warunkach alkalicznych, umozliwiato to usuniecie
czesci biatek oraz czes$ciowa denaturacje DNA. Kolejnym
krokiem byto barwienie oranzem akrydyny - jednonicio-
we DNA zabarwial na czerwono, a dwuniciowe na zielo-
no. Uzyskane w ten sposéb preparaty byty analizowane
pod mikroskopem fluorescencyjnym, co umozliwiato
zmierzenie stosunku fluorescencji zielonej do czerwo-
nej. Tak obliczany parametr byt miarg poziomu peknieé
nici. Wiasciwy test kometowy zostat udoskonalony kilka
lat péZniej przez Ostlinga i Johansona dzieki poprawie-
niu czutosci tej metody [24]. Gléwnym elementem oka-
zala sie krétkotrwata elektroforeza, ktérej poddawane
byty zlizowane komérki. Wybarwienie fluorochromem
zelu powodowato pojawienie sie charakterystycznego
obrazu ,komety”. ,,Glowe” komet stanowity miejsca,
w ktérych przed lizg znajdowaly sie komérki, natomiast
,ogony” pojawialy sie wéwczas, gdy na komdérke dzia-
tat czynnik degradujgcy DNA. Zatem kulisty obraz po-
wstawat, gdy w komérkach byto nieuszkodzone DNA.
Zdarzaly sie pekniecia nici, ktére nadawaty DNA swo-
bode migracji w kierunku anody w czasie trwania elek-
troforezy, a stopieri tej migracji, przy niezmieniajgcych
sie warunkach eksperymentu, zalezat od liczby peknie¢
DNA [6,14]. Ostling i Johanson za miare poziomu peknieé
uznali stosunek fluorescencji ,,ogona”, ktéra jest mierzo-
na w okre$lonych, arbitralnie wybranych odlegtosciach
od ,,glowy” do fluorescencji mierzonej w centrum ,,gto-
wy” komety. Jak sie okazato jego wartos$é byta wprost
proporcjonalna do dawki promieniowania, ktére zostato
uzyte do uszkodzenia danego DNA. Opisane do$wiadcze-
nia byty prowadzone w warunkach neutralnego pH, co
pozwalato zaobserwowa¢ skutki wynikajace w znacznej
czesci z peknied dwuniciowych [24].

Najbardziej popularny, ,,alkaliczny” wariant tej tech-
niki zostat opracowany jeszcze pézniej przez Singha,
ktéry zaadaptowat , mikroelektroforeze” do pomiaru
sumy peknied jedno- i dwuniciowych [27]. W Polsce
comet assay jest znany pod nazwa testu kometowego.
W przesztosci byly préby wprowadzenia terminu testu
kometkowego, ale poniewaz pod tym samym nazewnic-
twem istnieje juz jedna z technik immunoelektrofore-
tycznych, wielu naukowcéw zrezygnowato z dalszego
rozpowszechniania tego okre§lenia [14,27]. Doktadniej-
szy schemat procedury comet assay zostanie opisany
w dalszej czesci pracy.

Obecnie test kometowy znalazt wiele zastosowan w ba-
daniach dotyczacych nie tylko zwierzat oraz rolin, ale
cztowieka i otaczajacego go $rodowiska. Dzieki swojej
wzglednej prostocie, duzej powtarzalnosci i niskim kosz-
tom zyskat uznanie wielu naukowcédw na catym $wiecie.

ZWIERZETA ORAZ ICH SRODOWISKO

Jurczyk i wsp. stwierdzili, iz coraz cze$ciej substancje
toksyczne maja wplyw nie tylko na czlowieka, ale takze
na otaczajace go $rodowisko, a tym samym i na zwie-
rzeta w nim zyjace. Naukowcy zwrdcili uwage na moz-
liwo$¢é wykrywania czynnikéw genotoksycznych miedzy
innymi w $§rodowisku wodnym. Mozliwo$¢ oceny tych
substancji na populacje nabiera szczegblnego znacze-
nia, gdy istnieje narazenie ekosystemu na staty doptyw
zanieczyszczen. Takie sytuacje zdarzaja sie na obsza-
rach przemystowych badz w poblizu Zle zaprojektowa-
nych sktadowisk odpadéw. Badanie wplywu substancji
na ekosystem czy populacje jest bardzo trudne, mozna
natomiast zbada¢ reakcje kazdego osobnika i to na po-
ziomie molekularnym [5,15].

Nadtlenek wodoru (H,0,) jest Zrédtem wolnych rodnikéw
ijest bardzo reaktywny chemicznie. W warunkach natu-
ralnych wystepuje w niewielkich ilo$ciach w kazdej zywej
komérce. Jednak w sytuacjach patologicznych, np. pod-
czas stresu oksydacyjnego, jest wysoce genotoksyczny. Do
oceny jego genotoksyczno$ci na DNA zawarte w erytrocy-
tach pstraga teczowego jest wykorzystywana metodyka
badan zblizona do testu kometowego [15].

Abd-Allacha i wsp., badajac wptyw aflatoksyny B1 na ko-
morki watroby, nerek oraz krwi pstraga teczowego pod-
dali dziataniu aflatoksyny B1 i zaobserwowali, iz po 4
godzinach od jej podania w dawce 0,5 mg/kg nastapily
znaczne uszkodzenia DNA, ktére jednak ulegty naprawie
nastepnego dnia [1]. U sumika kanalowego, ktéry wyka-
zuje wieksza odporno$¢ na nadtlenek wodoru, ta sama
dawka nie spowodowata zauwazalnego wzrostu uszko-
dzen w materiale genetycznym. Anitha i wsp. wykazali,
ze na struktury DNA karasia wptyw moga mieé czynniki
fizyczne. Badacze eksponowali ryby przez 3 godziny na
temperatury w zakresie 34-38°C. Po przeprowadzeniu te-
stu kometowego stwierdzono obecno$¢ jednoniciowych
peknieé w taticuchu DNA [2].

Obecnie trwa ozywiona dyskusja na temat przechowywa-
nia, a nastepnie wykorzystania w rozrodzie wspomaga-
nym nasienia zwierzat. Poniewaz w dzisiejszej hodowli
sztuczne unasienianie jest stosowane na szerokg skale,
zaczeto wiec prowadzi¢ wiele badari zwiazanych z tym
problemem. Kottowska i wsp. przeprowadzili badanie do-
tyczgce nasienia indyka. Ocenie poddano m.in. zmiany
w strukturze DNA, cechy ruchliwosci plemnikéw oraz
aktywno$¢ amidaz. Badania wykazaly, ze po 48 godzi-
nach przechowywania nastapit wzrost aktywno$ci amidaz
(wzrost ten stwierdzono juz po 24 godzinach przechowy-
wania) oraz wzrost fragmentacji DNA, natomiast spadta
ruchliwo$é plemnikéw. Wynika z tego, iz obnizenie jakosci
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spermy indyka podczas krétkoterminowego przechowy-
wania jest zwigzane z zaburzeniami w akrosomach, ktére
sg spowodowane przedwczesna aktywacja akrosomalnych
proteinaz serynowych. W mniejszym stopniu wpltyw na
jako$¢ ma spadek ruchliwos$ci plemnikéw oraz uszkodze-
nia DNA meskiej gamety. [19]

Fraser i Strzezek przeprowadzili badania dotyczace prze-
chowywania nasienia knura w temperaturze 5 i 160C. Do
badania uzyto zmodyfikowanej metody testu kometowe-
go. Celem byta ocena integralnosci DNA w plemnikach
knura. Nasienie byto przechowywane przez 96 godzin
w temperaturach 5 i 160C. Badacze zaobserwowali, iz
zmiany w integralno$ci DNA byly zalezne od uzytego roz-
cieficzalnika, temperatury i czasu przechowywania. Wyz-
szy poziom niestabilno$ci DNA zaobserwowano w prébce
nasienia, w ktdrej zostat uzyty autorski rozcieiczalnik, niz
w prébkach, gdzie rozpuszczalnikami byly powszechnie
stosowane K-3/LPFh (z z6ttkiem jaja kurzego) i K-3/LPFo
(z zbttkiem jaja strusiego). Wptyw temperatury okazat sie
nieistotny, natomiast stwierdzono, ze czas przechowywa-
nia ma wplyw na integralno$¢ chromatyny plemnika [9].

Wplyw rozcieficzalnikéw i czasu przechowywania na sta-
bilno$¢ genomu plemnika knuréw badali takze Pérez-
-Llano i wsp. oraz Hu i wsp. W pierwszej publikacji bada-
cze stwierdzili, ze integralno$¢ chromatyny plemnikéw
w nierozcieficzonym nasieniu, przechowywanym do 7 dni
zmniejsza sie szybciej niz w nasieniu, ktére zostato roz-
ciericzone komercyjnymi rozrzedzalnikami i zachowato
swoje wlaciwosci do 11 dnia przechowywania. W nieroz-
cieficzonym wykazano niski wspétczynnik fragmentacji
DNA w ciggu pierwszych dni, natomiast w dniach 7-21
zaobserwowano znaczny jego wzrost. Gtéwny wniosek
tego badania to stwierdzenie, iz niektére rozcieficzalni-
ki nasienia opdZniaja badz cze$ciowo zapobiegajg uszko-
dzeniom materiatu genetycznego w plemnikach [13,25].

Natomiast w badaniach Hu i wsp. opisano wplyw réz-
nych rozciericzalnikéw na integralno$é DNA plemnikéw
knura po zamrozeniu i rozmrozeniu. W badaniu uzyto
trzy rozciericzalniki, ktére zawieraty odpowiednio: 9%
LDL, 100 mM trehalozy i 20% zdttko. Oceniano, oprécz
integralno$ci DNA, ruchliwo$¢ plemnikéw, integralno$é
akrosomu oraz bton. Uzyskane wyniki wykazaly, iz zamra-
zanie i rozmrazanie spowodowato wzrost fragmentacji
DNA w gametach. Dowiedziono réwniez, ze rozcieticzal-
nik zawierajacy 9% LDL moze znaczgco ochronié integral-
no$¢ DNA w plemnikach przed negatywnymi zmianami
spowodowanymi przez kriokonserwacje w stosunku do
pozostatych rozciericzalnikéw. Nie stwierdzono znacza-
cej réznicy w catkowitej liczbie uszkodzeth DNA miedzy
prébkami zamrozonymi i rozmrozonymi zawierajacymi
odpowiednio rozciericzalniki: 9% LDL i 100 mM trehaloz,
ale kriokonserwacja mogta spowodowa¢ znaczacy wzrost
uszkodzeri DNA 2 i 3 klasy [13].

Zaburzenia genetyczne moga mie¢ charakter endo- i eg-
zogenny. Wystepowanie anomalii chromosoméw ma duzy
wplyw na prawidtowy rozwdj embrionéw, dalszy wzrost

i rozwdj osobniczy. Wiekszo$¢ zarodkéw z nieprawidto-
wosciami w budowie kariotypu ulega eliminacji w em-
briogenezie, przez co zmniejsza sie odsetek urodzonego
potomstwa. Dlatego wczesne wykrycie powstatych nie-
prawidtowosci jest bardzo wazne w pracy hodowlanej.
Test kometowy jest wiarygodny, pozwalajacy wytonié
osobniki z populacji najbardziej obcigzone genetycznie
na choroby i wyeliminowac je z reprodukcji i hodowli.

ZASTOSOWANIE TESTU KOMETOWEGO W TOKSYKOLOGII | DIETETYCE

Zachorowania na nowotwdr czesto sa zwigzane nie tylko
z prowadzonym przez nas trybem zycia, ale takze z cig-
glym narazaniem naszego organizmu na dziatanie czyn-
nikéw kancerogennych, ktére towarzysza nam kazde-
go dnia. Test kometowy znalazt zastosowanie w ocenie
wplywu $rodowiska na zdrowie cztowieka i przy ocenie
aktywnosci genotoksycznej preparatéw czy tez lekéw (np.
przeciwnowotworowych) [16,18]. Przyktadem badania
z wykorzystaniem testu kometowego jest do§wiadcze-
nie przeprowadzone przez Gérecka i wsp. Autorzy testo-
wali preparat paklitaksel i badali jego aktywno$¢ geno-
tokstyczna. Paklitaksel (Taxol) wystepuje w korze cisu
krétkogtowego i jest stosowany w leczeniu niektdrych
nowotwordéw, np. raka sutka czy niedrobnokomdrkowe-
go raka pluc. Dzieki temu, iz moze by¢ taczony z innymi
lekami, zwieksza to mozliwo$¢ jego zastosowania w che-
mioterapii. W zwiazku z mozliwo$cia wystapienia geno-
toksyczno$ci paklitakselu autorzy przeprowadzili badania
testowe na grupie 35 zdrowych osobnikéw. U kazdego
z nich przeprowadzono eksperyment, w sktad ktérego
wchodzily nastepujace préby: zerowa (nieeksponowana
na dziatanie leku), etanolowa (zawierajgca 1% etanolu),
olejowa (zawierajaca 1% oleju rycynowego), taxolowa
(zawierajaca 10 uM paklitakselu) oraz taxolowo-olejowa
(zawierajaca 10 uM paklitakselu oraz 1% oleju rycyno-
wego). Nalezy zastrzec, ze w do$§wiadczeniu zastosowa-
no terapeutyczne dawki preparatu. Wyizolowane z krwi
limfocyty poddano 3-godzinnej ekspozycji na powyzsze
czynniki w temperaturze 37°C. Do oceny ewentualnego
uszkodzenia DNA zastosowano test kometowy. Otrzyma-
ne wyniki potwierdzity brak genotoksycznego wptywu
paklitakselu na organizm [11].

Sokolovic i wsp., badajac zywno$é spozywang przez czto-
wieka stwierdzaja wptyw toksyny T-2 na organizm. Ich
badanie zostato przeprowadzone na erytrocytach pobra-
nych od kurczakéw. Celem badania byto opracowanie me-
todyki do wykrywania uszkodzeri materiatu genetyczne-
g0, spowodowanych toksyna T-2 w komdrkach kurczat.
Kurczakom podano doustnie toksyne. Analiza krwi wyko-
nana po 24 godzinach wykazata uszkodzenia DNA w ko-
mdrkach kurczat [29].

Tomczyk i wsp. badali wlasciwosci cytotoksyczne i geno-
toksyczne ekstrudatéw fasolowo-kukurydzianych (EFK)
wytworzonych z fasoli odmiany Red Kidney wzgledem
nowotworowych komérek nabtonka jelitowego Caco-2
iHT-29 MTX. Zbadano takze wptyw EFK na stopieti uszko-
dzenia DNA komérek nabtonka jelitowego stymulowa-
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nych i niestymulowanych H,0,. Wyniki doswiadczenia
wykazaty duzg aktywno$¢ antyproliferacyjna EFK zalez-
ng od jego stezenia. Rezultaty testu kometowego wyka-
zaly, ze EFK nie indukuje uszkodzett DNA w komérkach
jelitowych, lecz dziata ochronnie wobec oksydacyjnych
uszkodzeri DNA generowanych przez 100 uM H,0, w ko-
mérkach HT-29 MTX [30]. Knasmuller i wsp. potwierdzili
genotoksyczny i kancerogenny wpltyw heterocyklicznych
weglowodordw aromatycznych stosowanych jako blokery
antybakteryjne w zywnosci [21]. Faullimel i wsp. badali
wplyw warunkéw przechowywania na jako$¢ miesa dro-
biowego. Test komety wykazat duzg czuto$¢ i okazat sie
idealny w mikrobiologicznej ocenie jako$ci miesa prze-
chowywanego w réznych zakresach temperatur. [8]

OPIS TECHNIKI

Przeprowadzenie do§wiadczenia metodg kometowg wyma-
ga spehnienia kilku warunkéw. Pierwszym z nich jest pra-
widlowe pobranie materiatu do badania, gdyz bez spetnie-
nia tego wymogu nie mozna dokona¢ analizy powstatego
uszkodzenia w materiale genetycznym. Kolejnym krokiem
jest przygotowanie zeli, ktérymi pokrywa sie szkietka mi-
kroskopowe. W zelach zatapia sie pozyskany materiat. Na-
stepnymi etapami sa liza lub denaturacja alkaliczna, ktére
pozwolg na uwolnienie DNA z komérki. Do ostatecznych
i najwazniejszych elementéw tej techniki nalezg elektro-
foreza, neutralizacja i barwienie. Bez ich udziatu nie bedzie
mozliwa ocena peknieé w taricuchu DNA.

Materiatem nadajgcym sie do badania mogg by¢ wszystkie
rodzaje komdrek eukariotycznych lub fragmenty tkanek,
z ktérych mozna uzyska¢ zawiesine. Dzigki temu, iz co-
met assay nie wymaga duzej ilo$ci materiatu, do badan
mozna wykorzystaé np. krople krwi, ztuszczone komérki
jamy ustnej, pecherza moczowego, a nawet komérki prze-
woddéw gruczotéw mlecznych, ktére zostaty odzyskane
z mleka [6,14,27].

Preparaty analizuje sie pod mikroskopem fluorescen-
cyjnym wyposazonym w filtr dostosowany do wczesniej
uzytego barwnika fluorescencyjnego. W zaleznosci od
posiadanego wyposazenia mozna wizualnie okreslaé licz-
be komet nalezacych do czterech tatwo rozréznialnych
kategorii, mierzy¢ dtugo$¢ komet lub ogondw, okreslaé
zawarto$¢ DNA w poszczegdlnych elementach komet. Do
pomiaru zaawansowanych parametréw ilo§ciowych ko-
nieczne jest dodatkowe wyposazenie w postaci kamery
sprzezonej zkomputerowym systemem cyfrowej analizy
obrazu. W przypadku pomiaréw prostych parametréw
geometrycznych (np. dtugo$¢ komet lub stosunek po-
wierzchni gtowy komety do ogona) wystarczy dowolny
program umozliwiajacy tego rodzaju pomiary lub okular
z podziatkg. Dane dotyczace technik analizy wynikéw
comet assay mozna znalez¢é w pracach przegladowych
i szczegbdtowych dotyczacych tego zagadnienia. Miarodaj-
ny wynik, to 50 komet w kazdym zelu [6,14,27,28]. Prepa-
raty mogg zosta¢ réwniez wybarwione za pomocg azotanu
srebra, dzieki czemu mozna je obserwowaé w $wietle bia-
tym. Przy zastosowaniu tej metody barwienia, do analizy

mozna wykorzystaé piecioklasowa klasyfikacje uszkodzeti
DNA w komérce, ktéra zostata zaproponowana przez Ge-
dika i wsp. [10]. Przyktadem programu komputerowe-
go stosowanego do analizy testu kometowego jest CASP.
W 2003 r. Kotica i wsp. opracowali szczegStowa instrukcje
dotyczacg postugiwania sie tym programem [17].

PobsumowaNie

Test kometowy nalezy do technik zdobywajacych co-
raz wiekszg popularno$¢ wsréd naukowcdéw i praktykéw
zajmujacych sie zagadnieniami uszkodzeri DNA i geno-
toksyczno$ci. Moga o tym $wiadczy¢ liczne prace opu-
blikowane w ostatnich latach. Jednak artykuty polskich
naukowcéw wciaz stanowiag mniejszo$é wirdd tych, ktére
sa dostepne nie tylko w ksiazkach, ale takze w Interne-
cie. Przewazajaca wiekszo$¢ to anglojezyczne publika-
cje, przygotowane przez autoréw z catego $wiata. Nie-
stety, dopiero od niedawna comet assay zostat doceniony
w badaniach zwigzanych z hodowlg zwierzat, natomiast
w testach dotyczacych cztowieka znajduje juz od dtuzsze-
go czasu szerokie zastosowanie nie tylko w diagnostyce
nowotwordw, ale takze w ocenie ryzyka zachorowania
na te chorobe. Dzieki wzrostowi zainteresowania testem
kometowym jest on ciggle modyfikowany i rozwijany.
Przyktadem $wiadczacym o postepie jest metoda pobie-
rania materiatu rolinnego do badania. Na poczatku préb
prowadzenia badati na podstawie komérek roslinnych,
niezwykle trudne byto pozyskanie z nich materiatu gene-
tycznego do przeprowadzenia do§wiadczenia. Stosowano
woéwczas standardowe procedury homogenizacji i wiro-
wania. Procedura ta byta jednak czasochtonna i dodatko-
wo indukowata uszkodzenia DNA w badanym materiale.
Obecnie, jak wykazaly badania, wystarczy do tego ostry
skalpel i odpowiedni bufor [16]. Historia testu kometowe-
go wykazata, ze technika ta zastuguje na dalsze doskona-
lenie i stosowanie jej w szerszym zakresie niz dotychczas.

Niestabilno$¢ chromatyny zaréwno na poziomie DNA,
jak i chromosoméw metafazowych jest traktowana jako
test wrazliwosci populacji i wrazliwo$ci indywidualnej
na mutageny i moze by¢ stosowana jako element biomo-
nitoringu populacji. Ze wzgledu na specyfike niektérych
zawoddéw (np. gérnictwo), test ten moze by¢ przydatny
w ocenie stopnia ryzyka zachorowania na tzw. choroby
zawodowe, na ktére cierpi coraz wieksza liczba oséb pra-
cujacych w danym zawodzie [19,21].

Zastosowane testu moze by¢ jednak bardzo zréznicowa-

ne. Znajduje zastosowanie w badaniach aplikacyjnych

w dziedzinach:

« toksykologii genetycznej (uszkodzenia DNA w komdr-
kach in vitro i in vivo),

* monitoringu naprawy DNA po chemio- i radioterapii,

« ekotoksykologii,

* zywieniu zwierzat i cztowieka,

« biomonitoringu genotoksycznosci,

« epidemiologii,

« ocenie materiatu deponowanego w bankach nasienia

i bankach krwi.
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