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Test kometkowy (Comet Assay, SCGE) -
elektroforeza pojedynczych jader
komorkowych w zelu agarozowym

Comet assay zaliczan jest do metod o duzym potencjale poznawczym. Pozwala ona na badanie
pojedynczych jader komérkowych w zelu agarozowym, dzieki czemu mozliwe jest badanie uszkodzen
DNA spowodowanych dziataniem czynnikéw genotoksycznosci. Jako pierwsi , ktérzy podjeli sie
ocenie uszkodzen DNA w pojedynczych komorkach byli Rydberg i Johanson (1978). Wiasciwa metoda
testu kometkowego wprowadzona zostata przez Ostlinga i Johansona w 1984 roku. Test ten opiera
sie na badaniu komorek o ré6znym pochodzeniu, tak wiec moga to by¢ komoérki watroby, krwi czy
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nabtonka. Najwazneijsze jednak jest by komorki te zawieraty jadro zawierajace DNA [9].

Ekspozycja komoérek na dziatanie endogennych i egzogennych czynnikéw genotoksycznych powoduje,
ze dochodzi do modyfikacji chemicznych DNA. Dzialania te uwazane sa za potencjalne zZrdédta
mutacji w komoérkach. W wyniku ekspozycji na te fizyczne lub chemiczne czynniki moze dochodzi¢
do modyfikacji struktury DNA, a dalej do uszkodzen typu:

- jednoniciowe lub dwuniciowe pekniecia DNA, ktore powstaja w wyniku dziatania promieniowania
jonizujacego, lekéw przeciwnowotworowyc h lub dziatania wolnych rodnikéw;

- powstawanie tzw. miejsc apurynowych i pirymidynowych, okreslanych jako miejsca AP,

- czy wiazania krzyzowego typu: DNA-DNA badZ DNA-biatko.

Ze wzgledu na fakt wystepowania réznorodnych uszkodzen DNA, konieczne jest stosowanie réznych
technik badawczych. I tak, do pomiaru poziomu jednoniciowych i dwuniciowych peknie¢ DNA

wykorzystuje sie elektroforeze pojedynczych komorek, okreslana mianem comet assay (ang. single
cellgel electrophoresis, SCGE). Metoda ta stuzy rowniez do identyfikacji wszelkich modyfikacji DNA
mozliwych do przeksztalcenia w pekniecia na drodze chemicznej lub enzymatycznej [1].

Comet assay- zasada metody

Metoda polega na elektroforetycznym rozdziale jadrowego DNA, dzieki czemu mozliwe jest
obserwowanie fragmentacji DNA. W trakcie analizy badane komoérki unieruchomiane sa w zelu
agarozowym. Jednak nie ma to nic wspolnego z tradycyjna elktroforeza, poniewaz w przypadku
comet assay agaroza znajduje sie na szkietkach mikroskopowych. Tak przygotowane preparaty
poddawane sa nastepnie lizie alkalicznej, co powoduje uwolnienie DNA z jadra komdérkowego.
Zastosowanie buforu lizujacego o wysokiej sile jonowej wspomaga dysocjacje biatek od DNA. Po tym
etapie przeprowadzana jest elektroforeza, ktora prowadzona jest w warunkach neutralnych,
w standardowym buforze TBE, lub w warunkach alkalicznych. Po rozdziale, DNA poddaje sie
barwieniu fluorescencyjnemu lub solami srebra, a nastepnie analizuje sie uzyskany obraz pod
mikroskopem fluorescencyjnym [1], [3].

W trakcie analizy parametrem bezposrednio mierzonym jest zmiana wtasciwosci elektroforetycznych
zmodyfikowanego kwasu nukleinowego (co obserwuje sie w postaci wedrowki nici DNA w polu
elektrycznym). Badane DNA w trakcie elektroforezy migruje w strone anody z predkoscia, ktéra
zalezna jest od stopnia jego fragmentacji. Szybkos¢ przemieszczania sie badanych fragmentow
w trakcie analizy jest proporcjonalna do stopnia fragmentacji. Ostatnim etapem comet assay jest
analiza mikroskopowa, gdzie obraz mikroskopowy uszkodzonej komorki poddanej procedurze
elektroforezy wygladem przypomina komete tj. ,glowa” odpowiada miejscu, w ktérym
unieruchomiono komorke przed liza, zas ,ogon” stanowia petle i fragmenty nici DNA zrelaksowane
i uwolnione ze struktur jadrowych w wyniku pekniec- stad tez bierze sie nazwa tej techniki [3].

Fluorochromy wykorzystywane w technice comet assay

Najczesciej wykorzystywanymi a zarazem najbardziej znanymi barwnikami uzywanymi w tescie
kometkowym sa: bromek etydyny i SYBR Green. Stosowany jest takze
DAPI(4',6-Diamidino-2-phenylindole),jak réwniez wszystkie inne barwniki, ktére wykazuja
powinowactwo do DNA [4].
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Zdjecie: Wzér DAPI (C,;H,;N;) [7].

Przygotowanie barwnikow
Bromek etydyny:

Najczesciej wykorzystywany jest roztwdér bromku etydyny o stezeniu 2pg/ml. Wykonuje sie go
ze stezonegp 10x roztworu roboczego (20pg/ml), ktory bezposrednio przed uzyciem rozcienczany
jest odpowiednio woda. Barwnik ten emituje wysokie tto w analizie comet assay.

SYBR Green:

Przygotowywany jest w stosunku 10ul barwnika 1:100 z 90 ul 10 mM Trisu (o pH=7.5). Przed
zmieszaniem odczynnikow, jako pierwszy w kolejnosci przygotowywany jest roztwor Sybr Green
w DMSO(dimetylosulfotlenek) w stosunku: 1 pl stezonego barwnika z 99 pl DMSO. Tak
przygotowany roztwor jest stabilny przez kilka godzin. Inng odmiana tego barwnika jest SYBR Gold,
ktory przygotowywany jest w analogiczny sposéb jak SYBR Green [1].

Znane sg roniez inne metody wizualizacji, w tym np. barwienie praparatow z wykorzystaniem
azotanu srebra, ktory pozwala na ich obserwcje w bialym swietle [8].

Barwienie preparatéw solami srebra (wg kucharczyk.com.pl):

1. Szkietka podstawowe z naniesionymi preparatami podda¢ 10 minutowej inkubacji w roztworze
utrwalajacym (od czasu do czasu zamieszac). Po uptywie czasu inkubacji, preparaty przemy¢ za
pomoca wody destylowanej, po czym wysuszy¢ w 37°C (cieplarka) przez co najmniej 1 godzine,

2. W tym czasie nalezy przygotowac roztwdr barwiacy B (tj. 25 g weglanu sodu nalezy rozpuscic¢
w 500 ml wody destylowanej), oraz roztwor C (tj. w 500 ml wody destylowanej nalezy rozpuscic
kolejno: 100 mg azotanu amonu, 100 mg azotanu srebra, 500 mg kwasu wolframokrzemowego,
a nastepnie dodaé¢ 0,25 ml 37% formaldehydu)

3. Nastepnie, przed samym uzycim potaczy¢ 68ml roztworu barwiacego C z 32 ml roztworu
barwiacego B. Przygotowana mieszanina zala¢ szkietka i prowadzi¢ barwienie przez 10 do 20
minut, az do momentu uzyskania brazowego lub szarego koloru.

4. Wybarwione szkietka nalezy przemy¢ 2x za pomoca wody destylowanej, po czym zablokowaé



reakcje barwienia przez zanurzenie szkietek w 1% kwasie octowym. Na koniec szkietka osuszyc.
Tak przygotowane preparaty sa gotowe do ogladania pod mikroskopem swietlnym [1].

Wykorzystanie comet assay

Metoda kometowa znalazta bardzo szerokie zastosowanie m.in. do: badania mechanizmow
uszkadzania i naprawy DNA, okreslania genotoksycznosci,a takze w analizie uszkodzen DNA
powstatych in vivo . Ponadto, metode wykorzystuje sie w diagnostyce schorzen, ktérych
bezposrednia przyczyna sa zaburzenia naprawy DNA [1].Znalazta takze zastosowanie w cytologii,
biochemii kwasow nukleinowych oraz immunologii, z powodzeniem stosowane jest réwniez
w farmakologii, medycynie(gtéwnie onkologia, diagnostyka DNA). Comet assay w ochronie
srodowiska wykorzystywana jest do monitorowania wystepowania czynnikow fizycznych
i chemicznych, ktore uszkadzaja DNA w srodowisku cztowieka, zas wprzemysle spozywczym znalazta
zastosowanie w kontroli stopnia napromieniowania zywnosci (w procesie sterylizacji radiacyjnej) [2].

Przygotowanie szkielek podstawowych do analizy- wykonanie:

Kazde uzywane szkietko na samym poczatku nalezy poddac odttuszczeniu. W tym celu nalezy je
zanurzy¢ w roztworze acetonu ( chloroformu, etanolu lub metanol), po czym wysuszy¢ lub opali¢ na
ptomieniem. Nastepnie, w zlewce przygotowac¢ 1% roztwor agarozy NMP (zlewke umiesci¢ we
wrzacej tazni wodnej). W agarzoie zanurzaé szkietko, a po wyciagnieciu za pomoca bibuty nalezy
zetrze¢ nadmiar agarozy z dolnej powierzchni szkietka, a tak przygotowe szkietko pozostawi¢ do
wyschniecia. Bardzo wazne na tym etapie jest, by zaznaczy¢ na ktdrej stronie szkietka znajduje sie
agaroza, poniewaz po catkowitym wyschnieciu warstwa ta moze by¢ niewidoczna [1]. W celu
wiekszej oszczednosci roztworu agarozy, zamiast zanurzania szkielek, mozna na nie nanies¢ pipeta
automatyczna 100 pl goracej agarozy [1].

Utrwalanie i barwienie komorek:

Szkietka z komérkami, bezposrednio po etapie neutralizacji wybarwia sie np. roztworem bromku
etydyny w stezeniu 2 png/ml. Na szkietko nanosi sie krople barwnika, po czym catos¢ przykrywa sie
szkietkiem nakrywkowym. Tak przygotowany preparat nalezy oglada¢ w mikroskopie
fluorescencyjnym (z zastosowaniem odpowiedniego filtra). Ze wzgledéw praktycznych bardiej
zalecane jest utrwalanie szkietka w 96% alkoholu etylowym lub metanolu. Dzieki zastosowaniu tej
metody utrwalania mozliwe jest dluzsze przechowywanie preparatéw. Przed sama analiza pod
mikroskopem, szkietka utrwalone w alkoholu wybarwia sie z wykorzystaniem bromku etydyny (jak
wyzej) [1].

Metoda elektroforezy kometkowej cieszy sie bardzo duza popularnoscia, poniewaz stosunkowo
prosta i tania. Wraz z rozwojem technik badawczych, rowniez comet assay doczekata sie szerokiego
wykorzystania- nie tylko w biologii molekularnej lecz rowniez w medycynie, farmacji czy ochronie
srodowiska [4], [5].

Analiza obrazu kometek

Analiza prowadzona jest przez zliczanie komérek z danego zakresu wielkosci ogona komety.
Jednakze, najczesciej do analizy obrazu wykorzystuje sie specjalistyczne oprogramowanie. Do opisu
zaobserwowanych uszkodzen w badanych preparatach stosuje sie %DNA w ogonie lub "intensywnos¢"
ogona. Wykorzystywany jest takze tzw.wspotczynniki Tail Moment (=dtugos¢ ogona*%DNA w



ogonie/100) badz ,Olive Moment”. Oba wspdtczynniki stosowane sa do opisywania wzrostu
uszkodzen DNA do pewnego zakresu. Przekroczenie tego zakresu powoduje, ze zwiekszenie
uszkodzen nie ma wptywu na wzrostu wartosci badanych wspdtczynnikow [1],[2].

CometAssay® Starter Kits - postepowanie (zdjecie ponizej)

. Komérki miesza sie z agaroza o niskiej temperaturze topnienia

. Unieruchomienie komdrek na plytce (CometsSlides™)

. Liza komoérek w celu usuniecia DNA i zwigzanych bialek blonowych

. Potraktowanie probek zasada, w celu rozwiniecia (,relaksacji”) i denaturacji DNA

Rozdziat elektroforetyczny w trakcie, ktorego uszkodzone, rozwiniete i ,zrelaksowane” DNA
migruje z komorki i moze byé zwizualizowane za pomoca barwienia z wykorzystaniem SybrGreen

[6].
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Zdjecie: Comet assay, procedura wg AMS Biotechnology, CometAssay® Starter Kits,
http://www.amsbio.com/Comet-Assays.aspx [6].

Promieniowanie jonizujace
Rozréznia sie dwa mechanizmy dziatania promieniowania jonizujacego:

1. Mechanizm bezposredni (tzw. efekt tarczy)- polegajacy na uszkodzeniu najbardziej wrazliwych
struktér komorkowych tj. DNA i btony komérkowej, poprzez dziatanie wolnych elektronéw

2. Mechanizm posredni- jego wynikiem jest radioliza wody, spowodowany jest uszkodzeniem
struktér komorkowych przez wolne rodniki [5].

Promieniowanie jonizujace jest wszechobecnym fizycznym czynnikiem, ktérego dziatanie na
organizmy zywe powoduje uszkodzenia w DNA - jest to zjawisko powszechnie znane. W trakcie
fizyko-chemicznych interakcji z komdérkowym DNA dochodzi do powstawania wielu pierwotnych
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zmian, gdzie zazwyczaj rozrdéznia sie kilka typow uszkodzen DNA:
- SSBs (single strand-breaks) - pojedynczoniciowe,

- DSBs (double strand-breaks) - podwdjnoniciowe,

- wigzania krzyzowe DNA-DNA, DNA-biatko,

- uszkodzenia purynowe i pirymidynowe [4], [5].

Test kometkowy pozwala na wykrycie uszkodzen DNA oraz na badanie kinetyki naprawy DNA na
poziomie pojedynczej komorki. Réznorodnos¢ mozliwych modyfikacji tego testu utatwia wykrywanie
zaréwno uszkodzen typu SSBs, jak i DSBs, a takze wigzan niestandardowych i wielu innych. Test
kometkowy moze by¢ stosowany zaréwno do dzielacych sie, jak i nie dzielacych sie komoérek
i komorek tkanek, ktére mialy bezposredni kontakt z czynnikiem genotoksycznym (Srodkiem
genotoksycznosci) [4].

W swoich badaniach Garaj-Vrhovac V. i Kopjar N (2002), wykorzystaty metode comet assay jako
biomarker narazenia do oceny wplywu napromieniowania pracownikow medycznych (50 oséb),
zawodowo narazonych na promieniowanie jonizujace. Jako kontrole w swoich badaniach
wykorzystaly dane zaberane od 50 innych pracownikow - nienarazonych na promieniowanie. Rodzaj
uszkodzen DNA badano przez pomiar stopnia migracji DNA w leukocytach krwi obwodowej (krew
pobrana od grupy badanej i kontrolnej). Probki krwi obwodowej od oséb narazanych na
promieniowanie i grupy kontrolnej pobrano przez naktucie zyly do probdéwek zawierajacych
heparyne. Alkaliczny test kometkowy przeprowadzono na pobranych prébach bezposrednio po
transporcie krwi.

Comet assay (procedura wg Garaj-Vrhovac V. i Kopjar N (2002))[4].

Test w przeprowadzonym badaniu prowadzono w warunkach zasadowych, opierajac sie na
metodologii opisanej przez Singh i wsp. (1988).

Wykonanie:

Matowe szkietko pokryto 1% agaroza (Sigma) o normalnej temperaturze topnienia (NMP), a po
zestaleniu zel usunieto ze szkietka. Nastepnie, szkietko pokryto 0,6% agaroza NMP. Gdy warstwa ta
sie utrwalila (zastygta), druga warstwe zawierajaca probke krwi zmieszano z 0,5% agaroza o niskiej
temperaturze topnienia (LMP), po czym umieszczono na szkietku. Po uptywie 10 minut (zastyganie
na lodzie) szkietka pokryto 0,5% agaroza LMP.

Nastepnie, szkietko zanurzono na 1 godzine w swiezo przygotowanym lodowatym roztworze do lizy
(tj.: 2,5M NaCl, 100mM Na,EDTA; 10mM Tris-HCI; 1% Na-sarcosinate (Sigma), pH 10); 1% Triton
X-100; 10% sulfotlenek dimetylu). Dodany swiezy odczyynik do probki spowoduowat lize komorek
i rozktad DNA. Po etapie lizy, szkietko umieszczono w aparacie do elektroforezy poziomej od strony
anody, napelionym $wiezym buforem do elektroforezy (tj.: 300 mM NaOH; 1mM Na,EDTA pH=13),
a plytki umieszczono na 20 minut w buforze zasadowym, aby umozliwi¢ odwijanie DNA. Proces
denaturacji i elektroforezy prowadzono w temperaturze 4°C przy stabym Swietle. Rozdziat
elektroforetyczny prowadzono przez 20 minut przy 25V [[4].

Po elektroforezie szkietka delikatnie przeptukano (3x) w buforze do zobojetniania (tj.: 0,4M Tris-HCI
o pH=7,5) w celu usuniecia nadmiaru zasady i detergentow. Kazdy preparat wybarwiono bromkiem



etydyny (o stezeniu 20pg/ml), po czym przykrywano je szkietkiem nakrywkowym. Szkietka
przechowywano w temperaturze 4°C w zamknietych pojemnikach, az do momentu analizy [4].

Wyniki badan Garaj-Vrhovac V. i Kopjar N (2002)

Po analizie z wykorzystaniem comet assay, na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze
w grupie oséb narazonych zawodowo na dzialanie promieniowania jonizujacego (dziatanie z rézna
czestotliwoscia), znaczaco wzrasta poziom uszkodzen DNA, w poréwnaniu do grupy kontrolnej [4].

Rozdzial elektroforetyczny preparatow (procedura wg Brzuzan P. i wsp. (2007)):

1. Do probowek zawierajacych badane komorki nalezy doda¢ po 65ul rozgrzanej 0,5% agarozy LMP,
catos¢ doktadnie wymiesza¢ przez pipetowanie

2. Mieszanine agarozy LMP z komdrkami natozy¢ na szkietko podstawowe, pokryte 1% agaroza, po
czym schlodzi¢ je na ptytce z lodem

3. Po uplywie czasu chtodzenia, nalezy ponownie natozy¢ na szkietko (druga warstwe) agarozy LMP,
po czym czynnosc¢ ta powtorzy¢ trzeci raz

4. Tak przygotowane preparaty umiesci¢c w kominku wypetionym odpowiednim buforem lizujacym
(1h).

5. Po uplywie czasu lizy, preparaty umiesci¢ w aparacie do elektroforezy (preparaty zala¢ buforem
i pozostawi¢ na 20 minut),nastepnie prowadzi¢ rozdzial elektroforetyczny przez 15 minut,

6. Rozdzielone elektroforetycznie preparaty podda¢ neutralizacji: w tym celu przenies je na kratke
i neutralizowaé¢, polewajac kazde szkietko 3x buforem w odstepach 5-minutowych. Jako
neutralizator wykorzysta¢ np. 0,4 Tris o pH=7.5

7. Tak przygotowane preparaty poddaje sie nastepnie barwieniu za pomoca bromku etydyny
( w stezeniu 20ul/ml). Na kazde szkietko nanosi sie 50ul bromku, po czym nakrywa szkietkiem
nakrywkowym. Tak przygotowane preparaty sa gotowe do analizy (analiza mikroskopowa) [8].

Bufor elektroforetyczny (alkaliczny):

- 300 mM NaOH (12g/L)
- 1 mM EDTA (0,371 g/L)
- ustali¢ pH >13 [1]

Wazne, by do zakonczenia rozdziatu elektroforetycznego wszystkie czynnosci prowadzone byty przy
przyciemnionym swietle , poniewaz intensywne swiatto powoduje uszkodzenia DNA [1].

Autor: Lidia Koperwas
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