Akceptuje

W ramach naszej witryny stosujemy pliki cookies w celu Swiadczenia panstwu ustug na
najwyzszym poziomie, w tym w sposéb dostosowany do indywidualnych potrzeb. Korzystanie z
witryny bez zmiany ustawien dotyczacych cookies oznacza, ze beda one zamieszczone w Panstwa
urzadzeniu koncowym. Mozecie Panstwo dokona¢ w kazdym czasie zmiany ustawien dotyczacych
cookies. Wiecej szczegotéw w naszej Polityce Prywatnosci

Portal Informacje Katalog firm Praca Szkolenia Wydarzenia Poréwnania miedzylaboratoryjne
Kontakt

S0

Laboratoria Logowanie Rejestracja pl
L I

° net - _fm_
= . Newsletter
Innowacje

Nauka
Technologie

- Nowe technologie
. Felieton

- Tygodnik "Nature"
- Edukacja

- Artykuly
- Przemyst

Strona gléwna > Artykuly

Wykrywanie uszkodzen w DNA

Wykrywanie uszkodzen w kwasie deoksyrybonukleinowym (DNA) na poziomie jednej (indywidualnej)
komoérki ma bardzo istotne znaczenie w takich dziedzinach jak: toksykologia, farmacja czy
w diagnozowaniu choréb genetycznych. Ponadto, analize ta wykorzystuje sie w testach
genotoksycznosci, a takze w bio-monitoringu srodowiska. Test kometkowy (SCGE-elektroforeza
kometkowa) jest wszechstronnym, wrazliwym i prostym testem, stosowanym do pomiaru uszkodzen
i naprawy DNA w poszczeg6lnych komorkach. Test ten jest bardzo wszechstronny, gdyz pozwala na
ocene uszkodzen w roznych typach komorek i probek tj. krwi obwodowej, komérek hodowanych,
komoérek nowotworowych, guzow litych, nasieniu, drozdzach czy bakteriach. Najpowszechniej
stosowana metoda jest test kometkowy przeprowadzany w warunkach alkalicznych [1].
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Test kometkowy alkaliczny - zasada metody

Komérki osadzone na plytkach agarozowych poddaje sie dziataniu hipertonicznego roztworu do lizy
i niejonowego detergentu, ktore to usuwaja btony komorkowe, nukleoplazme, cytoplazme oraz
powoduja rozpuszczenie nukleosomow. Nastenie, badane komorki traktowane sa silnie zasadowym
roztworem, powodujacym relaksacje (,odprezenie”) czasteczki DNA, dzieki czemu eksponowane sa
alkaliczne nietrwate strony czasteczki DNA (apurynowe i apirymidowe), ktore pojawiaja sie jako
przerwy w czasteczce. Przerwy te w trakcie rozdziatu elektroforetycznego migruja do anody pod
wplywem przylozonego pradu, co uwidacznia sie w postaci tzw. ,komet” [1].

Test kometkowy wykrywa uszkodzenia DNA w komoérkach osadzonych w zelu agarozowym,
poddanych lizie i denaturacji DNA, a nastepnie rozdziatowi elektroforetycznemu. Tak przygotowane
komorki sa barwione barwnikiem fluorescencyjnym wigzacym DNA, a nastepni e poddawane
rejestracji obrazu w mikroskopie. W komorkach bez uszkodzenia DNA, DNA o wysokim ciezarze
czasteczkowym pozostaje zwigzane z jadrem komoérkowym. Obraz takiej komorki ujawnia sie jako
plamka na obrazach mikroskopowych. W komoérkach, w ktérych wystapily uszkodzenia DNA,
powodujace pojawienie sie przerw w niciach DNA, liza i denaturacja DNA prowadzi do odwijania
superzwinietej struktury DNA, co z kolei pozwala na migracje DNA z jadra poddanego dziataniu pola
elektroforetycznego. Nastepnie, barwienie i analiza mikroskopowa ujawnia migrujace DNA jako
ogon wydobywajacy sie z jadra, dajac wyglad bardzo podobny do astronomicznej komety, po ktérym
test jest nazwany [2].

Test kometkowy (procedura wg S Nandhakumari wsp.,
2011).

Przedstawiona ponizej procedura testu kometkowego podzielona zostata na dwa dni: pierwszego
dnia przygotowywane sa probki (komoérki) do badania, plytki agarozowe, liza komoérek, elektroforeza
i neutralizacja, z kolei drugiego dnia przeprowadza sie utrwalanie préobek , barwienie i analize
mikroskopowa.

Dzien pierwszy: procedura pobierani a probki krwi :

Okoto 1-2 ml ludzkiej krwi zbierane jest na heparyne jako antykoagulant w sterylnych warunkach, po
czym natychmiast przeprowadza sie separacje limfocytow.

Oddzielanie limfocytéw:

Do czystych i suchych probéwek wiré6wkowych o pojemnosci 15 ml przenies¢: 2 ml medium do
oddzielania/wirowania limfocytow i okoto 1-2 ml peinej krwi - nakladane w spos6b uniemozliwiajacy
mieszanie sie obydwu sktadnikéw. Tak przygotowane probki poddawane sa nastepnie wirowaniu
( 1500 obrotéw/ minute przez 30 minut, wirowanie prowadzone w temperaturze pokojowej). Pod
koniec 30-minutowego wirowania pojawia sie kozuszek zawierajacy jednojadrzaste komodrki krwi
obwodowej znajdujace sie na granicy faz tj. pomiedzy plazma i medium do oddzielania limfocytéw,
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ktory jest aspirowany przy uzyciu pipety pasteura do 1,5 ml probdéwki mikro-wiréwkowej [1].

Nalezy mie¢ na uwadze, ze test kometkowy przeprowadzany na $wiezo izolowanych limfocytach daje
lepsze wyniki. W celu optymalizacji wynikéw nalezy wykonywa¢ minimum trzy powtorzenia na kazdej
z probek, a dodatkowo powinny by¢ stosowane kontrole wewnetrzne (pozytywne i negatywne)
podczas wykonywania testu [1].

Przygotowanie preparatéw: Zel agarozowy naklada sie na czyste i odtluszczone szkietka.
Przygotowanie agarozy:

0,5% agaroze o niskiej temperaturze topnienia oraz 0,75% agaroze o normalnej temperaturze
topnienia miesza sie z buforem PBS i stopiono podgrzewa w mikrofaldéwce w ciagu 1-2 minut.

Zalecane jest, aby powyzsze czynnosci wykonywac¢ w ciagu dnia w stabym $wietle, aby unikna¢
uszkodzenia DNA wywotane promieniowaniem UV [1].

Pokrywanie szkietek agaroza:

Nalezy pobrac ok. 100 ul goracej 0,75% agarozy o normalnej temperaturze topnienia (NMPA), po
czym nakropi¢ ja na jednym koncu szkietka. Krople rozetrze¢ po calym szkietku (wykorzystujac
w tym celu drugie szkietko nachylone pod katem okoto 45 °). Tak przygotowany ,rozmaz” agarozy
pozostawi¢ do zastygniecia w temperaturze 37 ° C. Przygotowanie pierwszej warstwy agarozy
W powyzszy sposob zapewnia lepsze zakotwiczenie dla kolejnych warstw agarozowym.

Nawarstwianie na szkietko mieszaniny limfocyty - agaroza o niskiej temperaturze topnienia (LMPA)

Na zestalona warstwe agarozy NMPA za pomoca pipety pasteura nalezy nanie$¢ wczesniej
przygotowana mieszanine: 60uL agarozy LMPA (37°C) z 20pL limfocytow (cato$¢ doktadnie
wymieszana). Warstwe ta przykry¢ za pomoca szkietka nakrywkowego, dzieki czemu tworzy sie
jednorodna warstwe na warstwie agarozy NMPA (czynnosc wykonywaé powoli, by unikna¢
powstania pecherzykéw powietrza). Przygotowane szkietko pozostawia sie do zestalenia w 4°C
w lodéwce (przez okoto 10-15 minut) [1].

Przygotowanie trzeciej warstwy zelu:

Gdy warstwa limfocytéw-LMPA zakrzepnie/zestali sie,nalezy ostroznie zdja¢ szkietko nakrywkowe,
unikajac oderwania z podstawowej warstwy. Nastepnie, doda¢ 75 ul agarozy LMPA na warstwe
mieszaniny zelowej i przykry¢ $wiezym szkietkiem nakrywkowym ( unikajac powstania pecherzykéw
powietrza). Pozostawi¢ do zestalenia zelu w 4 ° C w lodéwce przez 10-15 minut [1].

Przygotowanie roztworu do lizy:

W celu przygotowania roztworu nalezy zmieszac:

- 146.1g (2,5 M) chlorku sodu,
- 37.2g (100 mM EDTA disodowy)



- 1,2 g (10 mM) tris. Catos¢ uzupeknia sie do objetosci 700 ml za pomoca podwdjnie destylowanej
wody i miesza az do rozpuszczenia. Nastepnie, do mieszaniny dodac 12 g pastylek hydroksylowych
sodu(granulki wodorotlenku sodu), cato$¢ doktadnie wymieszac.. Gdy sktadniki buforu catkowicie
sie rozpuszcza,kolejno doda¢ 10 g laurylo-sarkozynianu sodu i 1 g siarczanu
dodecylo-sodowego(SDS), po czym ponownie wymiesza¢.Na koniec ustawi¢ pH roztworu na 10,
dostosowaé¢ do koncowej objetosci rownej 890 ml (uzywajac wody podwojnie destylowanej).
Otrzymany roztwor przefiltrowac i przechowywaé w temperaturze pokojowej [1].

Liza limfocytow:

Gdy trzecia warstwa agarozy zestali sie, delikatnie usuwa sie szkietko nakrywkowe, a ptytki
delikatnie zanurza sie do barwienia zawierajacego zimny bufor do lizy. Szkietka przechowuje sie
w lodéwce przez co najmniej 1 godz. Liza komdrek moze rozciagnac sie na wiecej niz 24 godziny [1].

Bufor do elektroforezy:

Roztwér I: rozpusci¢ 200 g wodorotlenku sodu (10 M) w 500 ml wody podwdjnie destylowane;j.

Roztwor II: mozliwe jest réwniez przygotowanie buforu w nastepujacy sposob: rozpuscic¢ 14,89 g soli
disodowej EDTA (200mM) w 200 ml podwdjnie destylowanej wody, po czym roztwor doprowadza sie
do pH=10 za pomoca wodorotlenku sodu [1].

Procedura alkalicznego odwijania i elektroforeza szkielek

Po lizie w temperaturze 4 ° C, szkietka delikatnie usuwa sie z roztworu do lizy i ustawia doktadnie
prostopadle do obu elektrod. Zbiornik do elektroforezy nalezy napetni¢ Swiezym, zimnym buforem
do elektroforezy - do momentu catkowitego zakrycia powierzchni preparatéw (unikac tworzenia sie
pecherzykdéw powietrza na zelu agarozowym). Szkietka moga by¢ zanurzone w buforze zasadowym
przez 30 minut w celu zrelaksowania nici DNA. Po czasie relaksacji rozpoczyna sie rozdziat
elektroforetyczny, prowadzony przy zasilaniu rownym 0,74 V / cm (miedzy elektrodami) i 300maA.
Rozdziatl elektroforetyczny prowadzony jest zazwyczaj przez 30 min.

Do rozdziatu elektroforetycznego zawsze nalezy uzywac¢ zimnego buforu do elektroforezy badz
prowadzi¢ rozdzial w warunkach chtodniczych. Dziatanie takie ma na celu unikniecie uszkodzen DNA
powstatych ze wzgledu na ciepto generowane podczas przeptywu pradu [1].

Bufor do neutralizacji szkielek:

W celu przygotowani buforu nalezy rozpusci¢ 48,5 g tris (0,4 M) w 800 ml podwdjnie destylowanej



wody. Wyregulowa¢ pH do 7,5 za pomoca stezonego kwasu solnego i dostosowaé¢ do koncowej
objetosci 1000 ml.

Neutralizacja:

Po rozdziale , szkietka nalezy delikatnie podnies¢ z buforu elektroforetycznego. Przeniesc je na tace
do barwienia. Nastepnie, preparaty dokladnie zalaé buforem do neutralizacji (bufor Tris o pH=
7,4). Inkubowac je przez 5 minut,po czym usunac bufor, a cala procedure powtdrzy¢ 2-krotnie. Na
koniec szkietka przemy¢ za pomoca wody destylowane;j.

Dzien II:

Barwienie szkietek :

Kometki moga by¢ uwidocznione na szkietkach z wykorzystaniem barwienia barwnikami
fluorescencyjnymi lub barwienia srebrem.

Fluorescencyjna metoda barwienia

Na kazde z przygotowanych szkietek nanosi sie 50 ul barwnika bromku etydyny, po czym przykrywa
sie czystym szkietkiem nakrywkowym. Do wizualizacji stosuje sie mikroskop fluorescencyjny
wyposazony w filtr wzbudzenia 515-560 nm z filtrem bariery 590 nm i powiekszenie 200x. Co wazne,
szkietka barwione bromkiem etydyny nie moga by¢ przechowywane, a wiec powinny by¢
analizowane natychmiast po wybarwieniu [1].

Barwienie srebrem:

Po elektroforezie i neutralizacji, szkietka suszy sie przez noc. Nastepnie, umieszcza sie je
w roztworze utrwalajacym na 10 minut, po czym po uptywie czasu inkubacji szkietka przemywa sie
kilka razy woda destylowana. Tak przygotowane pozostawia sie do wyschniecia w temperaturze 37 °
C przez co najmniej 1 godzine (do maksimum ) przez noc przed barwieniem [1].

Odczynniki do barwienia srebrem:
- Roztwdr utrwalajacy

Nalezy rozpusci¢ 75 g kwasu trichlorooctowego cynku, 25 g siarczanu cynku cynku i 25 g gliceryny
w 400 ml podwdjnie destylowanej wody. Calosc doktadnie wymieszac¢ przez 20-30 min. Po czym
dopelni¢ woda do objetosci 500 ml.

- Roztwdr barwiacy A

25 g weglanu sodu rozpuszcza sie w 500 ml podwdjnie destylowanej wody, przy ciagtlym mieszaniu
przez 20-30 min.



- Roztwér barwiacy B

100 mg azotanu amonu rozpuszcza sie z dodatkiem 100 mg azotanu srebra, 500 mg kwasu
krzemowego i 250 pl formaldehydu w 500 ml podwdjnie destylowanej wody. Zalecane jest aby
roztwory barwiace A i B byty przygotowywane zawsze na swiezo- bezposrednio przed uzyciem.

- Roztwdr zatrzymujacy reakcje (1% lodowaty kwas octowy)
1ml lodowatego kwasu octowego nalezy zmiesza¢ ze 100 ml wody podwojnie destylowanej [1].
Barwienie szkietek:

Do barwienia szkietek przygotowuje sie mieszanke roztworéw, w skiad ktérej wchodzi: 32 ml
roztworu do barwienia A i 68 ml roztworu barwiacego B. Przygotowana mieszanke wylewa sie
na szkietka umieszczone wewnatrz pola barwienia (kolor bursztynowy) szkietka barwione sa
w zamknietym pudetku (pudetko z pokrywka) na kotysce, by zapewni¢ jednolite barwienie wszystkich
szkietek. Sam proces barwienia trwa ok. 10-20 min. ). Etap ten powtarza sie 3-4 razy, za kazdym
razem uzywajac swiezej mieszaniny roztworu A i roztworu B, a proces prowadzony jest do momentu
pojawienia sie szarawego zabarwienia na szkietkach.Nastepnie, szkietka przenosi sie do roztworu
zatrzymujacego reakcje (inkubacja ok. 5 minut lub do momentu pojawienia sie z6tto-brazowego
koloru.Na koniec, szkietka przemywa sie 1x woda destylowana i pozostawia do wyschniecia
w pozycji nachylonej, w temperaturze pokojowej [1].

Ocena uszkodzen DNA

Uszkodzenie DNA mozna oceni¢ na kilka sposob tj. mierzac dtugos¢ ogona komety lub optyczna
ocene stopnia uszkodzen w skali od 0 do 4 w zaleznosci od wygladu komety. Alternatywnie, istnieja
liczne programy do iloSciowej analizy obrazu, ktére uwidaczniaja dodatkowe parametry analizy,
w tym m.in. procent uszkodzenia DNA, procent DNA w glowie komety, procent DNA w ogonie,
moment ogona (tj. iloczyn dtugosci ogona i procent DNA w ogonie). Na probke analizowanych jest
od 40 do 50 losowo wybranych komoérek. Komety do analizy musza by¢ wybrane losowo z catej
probki (powinny reprezentowaé catly zel), zas komety obserwowane na krawedziach preparatu
(szkietka) oraz preparaty zawierajace pecherzyki powietrza powstate przez niewtasciwe naktadanie
preparatu- powinny by¢ odrzucone [1].



Zdjecie: A- komorki nie traktowane nadtlenkiem wodoru, B- komorki inkubowane ze 100uM
nadtlenkeim wodoru. A i B- wybarwione SybrGreen. Zdjecie B- obraz kometek (Comet assay),
https://promo.gelifesciences.com/na/k11286/misc/incell/Comet Assay SBS Poster.pdf

Elektroforeza pojedynczych komoérek w zelu (test kometkowy) jest jedna z najbardziej znanych
metod stosowanych do pomiaru uszkodzen DNA wywotanych stresem oksydacyjnym. Stosuje sie ja
m.in do oceny uszkodzen w komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) ,a takze jako
biomarker stresu oksydacyjnego w warunkach in vivo. Obrobka komorek do tesu tj. przechowywanie,
usuwanie, obrobka i analiza préobek krwi wiaze sie z ryzykiem tworzenia artefaktéow, w zwiazku
z czym zazwyczaj probki przygotowywane sa bezposrednio przed sama analiza (badaniem), badz tez
poddaje sie je wczesniej np. zamrozeniu (krioprezerwacja). Postepowanie takie jest czasochtonne,
jednakze w swoich badaniach Al-Salmani K. i wsp. (2011) wykazali, ze przechowywanie préobek krwi
w matych objetosciach (ok. 250 uL w temperaturze -80°C bez krioprezerwacji) przez okres 1
miesigca nie wptywa na tworzenie sie artefaktow uszkodzen DNA. Przechowywanie duzych objetosci
krwi (np. 5 ml probki) prowadzi do wzrostu uszkodzen wraz z wydluzeniem czasu przechowywania-
nawet w temperaturze -80°C i krioprezerwacji. Zastosowana metoda (Al-Salmani K. i wsp. (2011))
moze mie¢ duze znaczenie dla pracy na probkach archiwalnych, gdzie zazwyczaj dysponuje sie matla
iloscia probki [3].

Oksydacyjne uszkodzenia DNA sa jednym z najbardziej rozpowszechnionych i mierzonych
biomarkerow stresu oksydacyjnego. W trakcie wieloletnich badan nad DNA zauwazono,
ze uszkodzenia DNA powstaja rowniez w trakcie ekstrakcji i obrobki DNA. W rezultacie, cata uwaga
skupila sie na metodach analitycznych i warunkach przechowywania, ktére pozwolilyby
wyeliminowaé tego typu ryzyko. Pomimo, iz elektroofreza alkaliczna pojedynczych komdrek ma tez
swoje wady, stata sie jedna z popularniejszych metod stosowanych do oceny uszkodzen powstajacych
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w DNA [3]. Sam problem zapobiegania generowania uszkodzen w DNA w trakcie jego
przechowywania jest nadal nie do kofica rozwiazany [3].

Metoda comet assay pozwala na analizowanie roznych tkanek, z ktérych mozliwe jest otrzymanie
zawiesiny komoérek . W zaleznosci od tego jaki jest cel badania, wybrane komdrki eksponowane sa na
testowane czynniki, badZ tez analizie podlegaja tzw. uszkodzenia endogenne. Uszkodzenia
endogenne powstaja w trakcie normalnych lub patologicznych proceséw metabolicznych- prowadzac
do zmian w komérkach. Comet assay pozwala na:

- okreslenie wrazliwosci komoérek danego typu na wybrany czynnik genotoksycznosci
- szybkos$¢ naprawy uszkodzen powstajacych na skutek ekspozycji na dany czynnik.

Najprostsza procedura elektroforezy obejmu:

- Zatopienie badanych komorek w zelu agarozowym o niskiej temperaturze topnienia

- Lize komérek w NaCl z uzyciem detergentow

- Elektroforeze

- Barwienie zeli fluorochromami (np. bromek etydyny, jodek propidyny, DAPT)

- Analize z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego

- W zaleznosci od posiadanego sprzetu mozliwa jest roniez (jako ostatni etap) komputerowa analiza
obrazu [4].

Przez lata badan wprowadzono réznorodne modyfikacje podstawowej metody comet assay, jednakze
najbardziej znana jest wersja tzw. elektroforezy alkalicznej , dzieki ktorej mozliwe jest mierzenie
jednoniciowych pekniec tancucha DNA, a takze wszelkich modyfikacji, ktére sa niestabilne przy
wysokim pH (gtownie chodzi o miejsca AP). W tak zmienionej postaci comet assay wyparta wczesniej
stosowane metody analizy uszkodzen DNA , w tym alkaliczna elucje, ktéra wykorzystywana byta
przez wiele lat w badaniach toksykologicznych zwiazanych z analiza peknie¢ DNA [4].

Wykonanie analizy comet assay (wg procedury R. Stomski, Analiza DNA, 2008)

Roztwor lizujacy:

Zmieszac kolejno ze soba: 2,5 M NaCl (146,4 g/1), 0,1 M Na,EDTA (37,2 g/l), 10 mM Tris-HCI (1,2
g/l), pH=10, 1% Triton X-100 (10 ml/l- dodawany bezposrednio przed lizg).

Roztwor elektroforetyczny:

300 m NaOH (12g/1), 1mM Na,EDTA (0,372 g/l).

Bufor neutralizujacy: 0,4 M Tris-HCI (48,44 g/1) , pH=7.5

Etap I: Przygotowanie zeli

Na tym etapie przygotowywane sa szkietka mikroskopowe, ktore to trawione sa w chromiance (ok.



24 h), nastepnie dokladnie sie je ptuka w wodzie destylowanej. Tak przygotowane szkietka nalezy
przechowywac¢ w metanolu. Przed uzyciem kazde szkietko nalezy opali¢ nad ptomieniem (2-3 krotne
przeciagniecie szkietka podstawowego w ptomieniu palnika) [4], [5].

F 9
w

=

Zdjecie: odttuszczanie szkietka podstawowego,opalanie w plomieniu palnika
http://www.uwm.edu.pl/wnz/v3/fck files/file/mikrobiologia/MZ-TZrokIl-cw2.pdf

Suche szkietka zanurza sie w goracym roztworze 0,5% agarozie o normalnej topliwosci ( w wodzie
destylowanej), po czym jedna strone szkietek wyciera sie bibuta ( w celu usuniecia agarozy), tak
przygotowane szkietka pozostawia sie do wyschniecia. Bardzo wazne na tym etapie jest zaznaczenie
strony na ktérej znajduje sie agaroza, poniewaz po wyschnieciu strony szkietek sa nie do
rozréznienia. Przygotowane w powyzszy sposob szkietka moga by¢ bez ograniczen przechowywane
(w szczelnym pudetku). Do analizy comet assay zalecane jest stosowanie szkietek podstawowych
trawionych na catej powierzchni [4].

Pierwsza warstwa agarozy:

1% agaroza NMP w medium RPMI 1640 bez L-glutaminy (medium -podtoze RPMI 1640 stosowane
jest jako podtoze wzrostowe i utrzymujace w hodowlach komérkowych, szczegolnie stosowane jest
do hodowli ludzkich limfocytow) [4], [6]. 80 pl roztworu agarozy nakrapia sie na powierzchnie
przygotowanej wczesniej suchej warstwy (jak wyzej), po czym przykrywa sie szkietkiem
nakrywkowym. Po zestaleniu agarozy (po uptywie ok. 5 minut, w temperaturze 4°C) szkietko
nakrywkowe nalezy delikatnie usunac (tak by nie naruszy¢ warstw).

Druga warstwa agarozy:

1% agaroza o niskiej temperaturze topnienia (LMP) w podtozu RMPI 1640. 70 ul agarozy
o temperaturze 37°C nalezy zmiesza¢ z 30 pl zawiesiny komodrek. Catos¢ wyla¢ na pierwsza
(zastalona) warstwe agarozy, po czym przykry¢ szkietkiem nakrywkowym i schlodzi¢ w 4°C.
Po zestaleniu warstw (przed etapem lizy) nalezy ostroznie zdja¢ szkietka nakrywkowe [4].

Liza: na tym etapie preparaty zalewa sie schtodzonym (4°C) plynem lizujagcym w objetosci okotu 15
pl na preparat, lize prowadzi¢ w temperaturze 4°C prze ok. 1 godzine. Po uplywie czasu inkubaciji,

roztwor lizujacy jest usuwany a preparaty przenosi sie do aparatu do elektroforezy.

Denaturacja alkaliczna: preparaty po lizie zalewa sie schlodzonym (Swiezo przygotowanym)
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roztworem elektroforetycznym, po czym preparaty poddaje sie inkubacji prowadzonej
w temperaturze nie przekraczajacej 17°C. Po uptywie 40 minut rozpoczyna sie rozdziat
elektroforetyczny. Warunki w jakich przeprowadzana jest elektroforeza zaleza od odlegtosci miedzy
elektrodami ). Optymalne stosowane napiecie miesci sie w granicach 0,5 - 0,8 V/cm. Rozdziat
zazwyczaj prowadzi sie w trakcie 30 minut przy 300 mA i napieciu 0,5V/cm. Nalezy mie¢ na uwadze
fakt, Zze powtarzalnosé¢ wynikow w comet assay w duzej mierze zalezy od przestrzegania przyjetych
warunkow elektroforezy.

Po rozdziale elektroforetycznym nastepuje etap neutralizacji, ktora przeprowadza sie
z wykorzystaniem buforu neutralizujacego. Rozdzielone zele neutralizuje sie 3 razy po 5 min
schtodzonym buforem. Nastepnie, przechodzi sie do etapu barwienia. W tym celu na kazdy zel
nakrapia sie 20 pl barwnika DAPI (o stezeniu 2pg/ml).

Analiza wynikow: wybarwione zele analizuje sie pod mikroskopem fluorescencyjnym w odpowiednim
powiekszeniu (200x z uzyciem filtréw optycznych do DAPI). W zaleznosci od posiadanego spzretu
mozliwe jest wizualne okreslenie liczby komet nalezacych do czterech tatwo rozréznialnych kategorii,
mierzy¢ dtugosc komet lub ogondw, okresla¢ zawartos¢ DNA w wybranych elementach komety, badz
tez analizowac¢ bardziej ztozone parametry (w tym np. tzw tail moment) [4]. Do pomiaru bardziej
zaawansowanych parametréw ilosciowych konieczne jest dysponowanie dodatkowym wyposazeniem
w postaci kamery CCD. Kamera ta musi by¢ sprzezona z komputerowym systemem cyfrowej analizy
obrazu. Z kolei, okreslenie poszczegolnych parametréw komety zalezy od uzytego opragramowania

[7].

Backaround

Zdjecie: Typowa analiza budowy komety z uwzglednieniem gtowy i ogona komety, a takze tla,
http://www.cometassayindia.org/definitions.htm
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Do pomiaréw prostych parametréw geometrycznych geometrycznych, w tym np. dtugosci komety,
wystarczy dowolny program umozliwiajacy tego rodzaju pomiary [4].

Elektroforeza alkaliczna pojedynczych komoérek znana jest jako metoda szybka, prosta i czuta, dzieki
czemu znalazta zastosowanie w wielu dziedzinach. Halder A. i wsp.(2002), wykorzystali comet assay
do oceny uszkodzen DNA spowodowanych chemioterapia stosowanej w ostrej biataczce
limfoblastycznej. Pacjenci leczeni byli wg ustalonego planu. Do badan wykorzystano krew obwodowa
pacjentow pobrana na EDTA. Do analizy comet assay pobrano 1 ml heparynizowanej krwi.
Test zakonczono po 3 dniach od pobrania probki. 20 pl krwi zmieszano z 1 ml lodowatego podtoza
RMPI 1640 w probéwce mikrowirékowej, a nastepnie izolowano limfocyty. Do izolacji limfocytow
wykorzystano metode z ficolem, podczas ktorej otrzymuje sie dwie fazy komoérek, gdzie wiekszosc
komorek nielimfoidalnych osiada na dnie probdowki, natomiast limfocyty znajduja sie na granicy
gradientu (ficol) i osocza (interfaza). Tak otrzymane komorki znajdujace sie na granicy gradientu
i ptynu nawarstwionego zbiera sie bardzo ostroznie i przeptukuje odpowiednim ptynem odzywczym.
Powyzsza metoda izolacji opiera sie na gradiencie gestosci, jej zaleta jest jednostopniowa procedura
z rdbwnoczesnym uzyskiwaniem czystej frakcji limfocytéw. Na otrzymanych komérkach wykonano
test przeprowadzony wedtug procedury Singh i wsp. (1988) z uzyciem roztworu lizujacego (2,5 M
NaCL, 100 mM Na,EDTA, z dodatkiem swiezo przygotowanego 1% Triton X-100 oraz 10% DMSO),
buforu elektroforetycznego (300 mM NaOH, 1mM Na,EDTA, pH=13 o temp. 4°C) oraz 0,6%
agarozie LMP i NPM. Elektroforeze przeprowadzono przy 300 mA, a rozdzielone szkietka barwiono
bromkiem etydyny [8].

Analize wynikéw wykonano wykorzystujac mikroskop fluorescencyjny z 40x powiekszeniem,
wyposazonym w filtr wzbudzenia 515 - 560 nm oraz filtr ochronny 590 nm. Uszkodzenia DNA
oceniano wzrokowo w sposob opisany przez IV (Palus i wsp., 1999), komoérki sklasyfikowano
w pieciu kategoriach : 0,1, II, III, IV (Palus i wsp., 1999). Z kazdej probki analizowano 100 komdrek,
ktore na postawie pomiaru srednicy sklasyfikowano jako:

- ,0” - brak uszkodzen

- 1 - niski stopien uszkodzenia

- II- sredni poziom uszkodzenia

- III- wysoki poziom uszkodzenia
- IV- kompletne uszkodzenie [8].

Ze wzgledu na fakt, ze metoda comet assay stata sie bardzo popularna, na rynku dostepnych jest
coraz wiecej kitow stosowanych do barwienia komdrek po etapie elektroforezy. I tak, dostepne sa
zestawy do barwienia komorek srebrem (R&D system) badZ do barwienia fluorescencyjnego.
Kazde z barwien przeprowadzane jest w innych sposob, przy czym pierwszy typ (barwienie srebrem)
wymaga analizy w mikroskopie optycznym, zas drugi (barwienie fluorescencyjne)- uzycia mikroskopu
fluorescencyjnego. Obydwa sposoby barwienia daja poréwnywalne wyniki, sam obraz otrzymanych
kometek jest takze porownywalny (zdjecie ponizej) [9].
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Zdjecie: Barwienie kometek srebrem (lewa strona) oraz barwnikiem SYBR (prawa strona),
http://www.rndsystems.com/product detail objectname cometassay.aspx

Opornos¢ na leki jest ogdlnie uwazana za gtéwna przeszkode udanej chemioterapii raka. Zjawisko to
w protokotach chemioterapii na ogot nie jest mozliwe do przewidzenia (ani stopien zaawansowania
opornosci, ani czas sie jej pojawienia). Z racji tego, ze metoda comet assay bardzo sie rozwija,
ostatnie doniesienia méwia o mozliwosci zastosowania tej metody do identyfikacji i potencjalnego
monitorowania reakcji komorek nowotworowych na rozne leki stosowane w chemioterapii.
Zasadniczo test ten (elektroforeza pojedynczej komoérki) moze by¢ stosowany do dowolnego rodzaju
guza, ktory leczony jest srodkami chemioterapeutycznymi, ktéore powoduja jawne uszkodzenia
w DNA.

Huang P. i wsp. (1998) w swoich badaniach testowali wptyw lekéw antynowotworowych (etopozyd)
na uszkodzenia DNA, skupiajac sie na szerokim spektrum odpornosci na uszkodzenia DNA komorek
nowotworowych. Oceniajac komdrki mysie (pochodzace z guzéw od myszy z niedoborem odpornosci
- rosnace jako monowarstwa) udato sie, ze okresli¢ ze comet assay moze by¢ wykorzystana nie tylko
jako wskaznik wrazliwosci na etopozyd, ale réwniez mozna zademonstrowaé skutecznos¢ (lub jej
brak)w opornosci wielolekowej (MDR - multidrug resistant) [10].

Huang P. i wsp. w swoich badaniach do oceny uszkodzen DNA zastosowali alkaliczny test kometkowy
[10].

Etoposid-Ebewe (etopozyd) jest lekiem, ktérego substancja czynna jest pochodzenia roslinnego,
polsyntetyczna pochodna podofilotoksyny izolowanej z ktaczy stopowca (Podophyllum). Wg
przeprowadzonych badan, gtowny mechanizm dziatania etopozydu polega na hamowaniu syntezy
DNA (poprzez wplyw na enzymy odpowiedzialne za strukture DNA- etopozyd jest inhibitorem
topoizomerazy II oraz poprzez powodowanie uszkodzen nici kwasu nukleinowego. Dziei takiemu
mechanizmowi dziatania, etopozyd uniemozliwia rozpoczecie procesu mitozy, czyli podziatu komorki,
przez co dziatanie leku dotyczy gtéwnie komdrek, ktore szybko sie dziela. W zwiazku z tym, komdrki
nowotworowe sg idealnym cele leku- zapobiegajac podziatom komorkowym preparat hamuje wzrost
i rozwdj nowotworu [12].

Etopozyd jest lekiem cytostatycznym, ktéry stosowanym jest w leczeniu nowotworu ptuc, jajnikow
oraz jader. W trakcie chemioterapii lek ten mozne by¢ podawany kilkoma drogami:

- przez wlew dozylny, przez wenflon umieszczony w zyle, zazwyczaj na grzbiecie dioni,
- wklucie centralne (drobna, plastikowa rurka wprowadzona pod skdre do zyty w okolicy obojczyka)
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- wktucie obwodowe (drobna plastikowa rurka wprowadzona do zyty w poblizu zgiecia tokciowego),
- doustnie, w kapsutkach. Wlew leku trwa zazwyczaj w granicach 30 - 60 minut.

Chemioterapia zazwyczaj podawana jest w postaci kilku cykli- przez okres kilku miesiecy. Czas
trwania leczenia i liczba cykli zalezy od rodzaju zdiagnozowanego nowotworu [11].

Procedura comet assay wg. Huang P. i wsp (1998)

Komérki zebrano w zawiesine 2x10* komérek ml' i przetrzymywano w 4°C. 0,5 ml prébki
przeniesiono do jednorazowych probdéwek, po czym dodano do nich 1,5 ml 1% agarozy o niskiej
temperaturze topnienia. Nastepnie, z przygotowanego mieszaniny szybko odpipetowano 1,5 ml
i naniesiono na pétmatowe szkietko mikroskopowe, po czym przeniesiono je w chlodne miejsce .
Nastepnie, szkietka zanurzono na 1 godzine w alkalicznym buforze lizujacym zawierajacym 1M NaCl,
0,03M wodorotlenek sodu oraz 0,2% laurylo-sarkozyne (utrzymujac szkietka w potozeniu poziomym).

Po uptywie czasu inkubacji szkietka przemyto 2x 0,03M wodorotlenkiem sodu z dodatkiem 2mM
EDTA. Nastepnie, szkietka poddano elektroforezie przy 0,6V cm™ przez 25 minut w $wiezym buforze
do elektroforezy zawierajacym: 0,03M wodorotlenek sodu oraz 2mM EDTA (rozdziat poziomy).
Po rozdziale szkietka przeptukano woda i poddano 20-minutowemu barwieniu z wykorzystaniem
jodku propidyny (2,5ng ml'). Na koncu analizie w mikroskopie fluorescencyjnym poddano ok. 200
indywidualnych komoérek (kometek) z kazdej przygotowanej probki. Uszkodzenia DNA analizowo
utomatycznie dzieki dotgczonemu specjalnemu oprogramowaniu [11].

Polaczenie comet assay z metoda FISH

FISH (Fluorescence In Situ Hybrydisation) to metoda polegajaca na potaczeniu (tzw. hybrydyzacji)
sondy molekularnej z komplementarnym DNA w chromosomach lub jadrach interfazowych na
preparatach mikroskopowych. Dzieki zastosowaniu znakowania sondy za pomoca fluorochromoéw,
powstale miejsca hybrydyzacji moga by¢ nastepnie analizowane pod mikroskopem i lokalizowane
w chromosomach. Bardzo wazne w tej metodzie jest to, ze mozna stosowac kilka sond jednoczesnie.
Ogromny postep jaki poczynit sie zaré6wno w mikroskopii fluorescencyjnej, jak roniez komputerowej
analizie obrazu i immunocytochemii, umozliwia opracowywanie wielu réznych modyfikacji metody
FISH, pozwalajacych na wykrywanie coraz krétszych fragmentéw DNA i stosowaniu wiekszej liczby
sond rownoczesnie. Jedna ze znananych modyfikacji jest polaczenie metody FISH z analiza kometek
(comet assay) [13].

Potaczenie tych dwdch jakze uzytecznych i dobrze znanych metod, pozwala na wykrywanie
uszkodzen w DNA w szczegdlnych regionach genow w stosunku do calego genomu. Metoda ta
zostata wykorzystana w wielu badaniach, gdzie z powodzeniem zlokalizowano uszkodzenia DNA
wewnatrz komet -uzywajac specyficznych sond (sondy specyficzne dla genu i chromosomu).
W metodzie FISH wykorzystuje sie sondy specyficzne dla chromosomu . Sondy te pozwalaja na
wykrycie zmian w chromosomie dotyczacych bardzo matego jego odcinka. Tego typu sondy
otrzymywane sa na drodze laserowego wycinania poszczegoélnych fragmentéw chromosomu i ich
fluorescencyjnego znakowania [13], [14]. Potaczenie FISH z comet assay jest bardzo przydatne,
poniewaz zdolnos$¢ uzyskania tego rodzaju informacji przyczynia sie do tego, ze test ten moze byc¢
wykorzystany w wielu réznych dziedzinach nauki, w tym. m.in. w wielu obszarach badan klinicznych,
dostarczajac cennych informacji na temat swoistych cech DNA z pojedynczych komoérek oraz ich
reakcji na rézne czynniki zewnetrzne (promieniowanie, chemikalia czy leki). Informacje te



sa szczegolnie przydatne w diagnozowaniu, prognozowaniu i leczeniu raka, umozliwiajac analize
komorek nowotworowych [14].

McKenna i wsp. (2012) pzreprowadzili badania, w ktérych wykorzystali polaczenie metody comet
assay z FISH. W tym celu, jako pierwszy etap przeprowadzono alkaliczna elektroforeze wedtug
standardowego protokotu McKelvy-Martin i wsp. (2009). Komdrki z hodowli przemyto dwukrotnie
w 10 ml soli fizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS ) . Zywotno$é komérek oceniano stosujac
metode wykluczenia biekitem trypanowym . We wszystkich eksperymentach zywotnos$¢ komérek
wynosita> 99%. Nastepnie, pobrano 1ml komoérek zawieszonych w Ca2 + i Mg2 + (bez PBS),
w stezeniu 2 x 10 S*mok / m] za pomoca pipety, i przeniesiono do probéwki typu Eppendorf. Probke
zwirowano przy 1500 rpm przez 5 minut w temperaturze 4 ° C. Po wirowaniu, na szkietka
mikroskopowe naniesiono po 100pL 0,6% agarozy o normalnej temperaturze topnienia,
przygotowanej w Ca**i Mg** (bez PBS) w 37°C . Powleczone agaroza szkietko przykryto szkietkiem
nakrywkowym i przeniesiono na 16d w celu zestalenia agarozy.Na kolejnym etapie przygotowano
agaroze o niskiej temperaturze topnienia (1,2%), ktéra nastepnie zmieszano w stosunku 1:1
z pozywka hodowlana (zawierajaca 20% FBS), po czym 80uL otrzymanej mieszaniny uzyto do
rozpuszczenia otrzymanej po wirowaniu peletki komoérek. Ze szkietka z agaroza delikatnie usunieto
szkietko nakrywkowe i od razu (na pierwsza warstwe agarozy) naniesiona pipeta mieszanine agarozy
z komoérkami . Szkietko ponownie nakryto swiezym szkietkiem nakrywkowym, a cato$¢ pozostawiono
do zestalenia na lodzie [14]. Po zdjeciu szkietka nakrywkowego, preparat napromieniowano, po czym
umieszczono w roztworze do lizy (2,5 M NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10 mM Tris, pH 10, 1% Triton X
-100 dodano) na 1 godzine w temperaturze 4 ° C. Po lizie szkietka poddano elektroforezie poziomej -
zbiornik do elektroforezy napetniono swiezym, schtodzonym buforem do elektroforezy (300 mM
NaOH, 1 mM Na2EDTA, pH> 13). Szkietka pozostawiono na 20 minut w buforze w celu umozliwienia
rozwijania DNA, po czym rozpoczeto rozdziat elektroforetyczny (25 V (0,66 V / cm) i 300 mA przez 20
minut). Po rozdziale preparaty neutralizowano 3 razy, ptukajac je po 5 minut w 2X SSC (3 M roztwoér
soli cytrynianu sodu; 0,3 M cytrynian sodu, pH 5,3). Po ptukaniu, szkietka osuszono i odwodniono
przez 2-minutowe ptukanie w roztworach o wzrastajacym stezeniu etanolu (70%, 85%, 100%) . Na
koniec szkietka suszono na powietrzu [14].

Przygotowanie sond i hybrydyzacja (comet assay-FISH)

Na preparatach z kometkami przygotowano FISH, uzywajac mieszaniny dwdch znakowanych sond,
zmieszanych w rownych stezeniach. Na kazde szkietko z kometami naniesiono mieszanine
hybrydyzacyjna zawierajac rowne stezenia sond, po czym preparaty nakryto szkielkiem
nakrywkowym. Szkietka zdenaturowano w 80°C przez 2 minuty. Hybrydyzacje przeprowadzano
w temperaturze 37°C przez 16 godzin, w ciemnej i wilgotnej komorze hybrydyzacyjnej [14].

Post-hybrydyzacja i kontrastowanie

Po hybrydyzacji, szkietka umieszczono w 50% roztworze formamidu i 2X SSC (10 minut
w temperaturze 45 ° C)- szkietka delikatnie mieszano w celu odczepiania szkietek nakrywkowych.
Przemywanie powtdérzono 3 razy, a na koniec szkietka inkubowano 10 minut w 2X SSC
w temperaturze 45 ° C, oraz 5 minut w 2X SSC zawierajacym 0,1% Igepal (Sigma). Szkietka
pozostawiono do wyschniecia na powietrzu przez 30 minut, po czym podbarwiono 16 ul roztworu
DAPI [14]. Otrzymane w powyzszy sposob szkietka pozostawiono w ciemnosci w temperaturze 4°C
przez czas nie dtuzszy niz 2 godziny przed obserwacja. Cata procedura wykonywana byta w zottym
Swietle, by unikna¢ dalszych uszkodzenn DNA w naturalnym swietle [14].

Comet assay-FISH (analiza)

Obserwacje szkietek przeprowadzono w koncowym powiekszeniu x600, z wykorzystaniem



mikroskopu epifluorescencyjnego podtaczonego do kamer. Wykorzystano potréjny filtr pasmowy:
DAPI (wzbudzenie 370 nm, emisja 450 nm, szeroko$¢ pasma 20 nm), widmo pomaranczowe
(wzbudzenie 560 nm, emisja 590 nm, szerokos¢ pasma 60 nm) i widmo zielone (wzbudzenie 547 nm,
emisji 572 nm, szerokos$¢ pasma 30 nm) [14].

Autor: Lidia Koperwas

Literatura:

[1]. NandhakumarS., ParasuramanS., ShanmugamMM., Ramachandra RaoK, Chand P., Vishnu
BhatB.,2011. Evaluation of DNA damage using single-cell gel electrophoresis (Comet Assay). Journal
of Pharmacology and Pharmacotherapeutic, METHODS 2011 | Volume : 2 | Issue: 2 | Page:
107-111. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3127337/

[2]. Potts CH., Stubbs S., Davies I.,Coulson ].,Williams A., Thomas N. Comet Assay: Imaging and
Analysis on IN Cell Analyzer 1000.
https://promo.gelifesciences.com/na/k11286/misc/incell/Comet Assay SBS Poster.pdf

[3]. Al-SalmaniK., Abbas H.H.K., SchulpenS., KarbaschiM., Abdallal., BowmanK.I., SoK.K.,,
EvansM.D., JonesG.D.D., GodschalkR.W.,CookeM.S., 2011. Simplified method for the collection,
storage, and comet assay analysis of DNA damage in whole blood. Free Radical Biology and
Medicine Volume 51, Issue 3, 1 August 2011, Pages 719-725.
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0891584911003224

[4]. Stomski R, 2008. Analiza DNA. Teoria i praktyka. Rozdzial 71. Analiza peknie¢ nici DNA metoda
elektroforezy pojedynczych komdrek (comet assay), Pawet Jatoszynski. Wydawnictwo Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu, 2008, s.549 - 554.

[5]. http://www.uwm.edu.pl/wnz/v3/fck files/file/mikrobiologia/MZ-TZroklII-cw2.pdf

[6].

http://www.biomed.lublin.pl/index.php?option=com content&view=article&id=137:podoe-rpmi-1640
-z--glutamin-i-nahco3&catid=43:wyroby-medyczne-i-odczynniki&Itemid=123

[7]. http://www.cometassayindia.org/definitions.htm

[8]. Halder A., Bandyopadhyay D., De M., De M., 2002. Detection of DNA damage measured by
comet assay in pre and post chemotherapeutic acute lymphoblastic leukaemia. Int ] Hum Genet,
2(3): 209-211 (2002).
http://www.krepublishers.com/02-Journals/IJHG/IJHG-02-0-000-000-2002-Web/IJHG-02-3-139-211-20
02-Abst-PDF/IJHG-02-3-209-211-2002-Halder/IJHG-02-3-209-211-2002-Halder.pdf

[9]. http://www.rndsystems.com/product detail objectname cometassay.aspx

[10]. Huang P., Olive P.L., Durand R.E., 1998. Use of the comet assay for assessment of drug
resistance and its modulation in vivo. Br J Cancer. 1998; 77(3): 412-416. PMCID: PMC2151301.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2151301/

[11]. http://www.ihit.waw.pl/Etopozyd.html

[12]. http://bazalekow.mp.pl/leki/item.html?id=11328

[13]. Matuszynska J., 2007. Zobaczy¢ gen, chromosom I genom - czyli badania cytogenetyki
molekularnej. NAUKA 4/2007, 107-115. http://www.pan.poznan.pl/nauki/N 407 08 Maluszynska.pdf
[14]. McKenna D.J., Doherty B.A., Downes S., McKeown S.R., McKelvy-Martin V.]., 2012. Use of the
Comet-FISH Assay to Compare DNA Damage and Repair in p53 and hTERT Genes following Ionizing
Radiation. http://www.plosone.org/article/inf0%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0049364
http://laboratoria.net/artykul/20931.html

Informacje dnia: Tak klimat uderza w nasze zdrowie Konferencja “Innovation Journey” Ruszyt cykl



http://laboratoria.net/edukacja/32538.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32537.html
http://laboratoria.net/edukacja/32536.html

otwartych spotkan online o nowej ewaluacji Ugryzienie kleszcza moze okazac sie ,antymiesna
szczepionka” Superbakterie moga zabi¢ miliony ludzi Nawyki zdrowe dla serca wspieraja caly
organizm Tak klimat uderza w nasze zdrowie Konferencja “Innovation Journey” Ruszyt cykl
otwartych spotkan online o nowej ewaluacji Ugryzienie kleszcza moze okazac sie ,antymiesna
szczepionka” Superbakterie moga zabi¢ miliony ludzi Nawyki zdrowe dla serca wspieraja caty
organizm Tak klimat uderza w nasze zdrowie Konferencja “Innovation Journey” Ruszyt cykl
otwartych spotkan online o nowej ewaluacji Ugryzienie kleszcza moze okazac sie ,,antymiesna
szczepionka” Superbakterie moga zabi¢ miliony ludzi Nawyki zdrowe dla serca wspieraja caly
organizm

Partnerzy


http://laboratoria.net/edukacja/32536.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32535.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32535.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32534.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32533.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32533.html
http://laboratoria.net/edukacja/32538.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32537.html
http://laboratoria.net/edukacja/32536.html
http://laboratoria.net/edukacja/32536.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32535.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32535.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32534.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32533.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32533.html
http://laboratoria.net/edukacja/32538.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32537.html
http://laboratoria.net/edukacja/32536.html
http://laboratoria.net/edukacja/32536.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32535.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32535.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32534.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32533.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32533.html

