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Elektroforeza kometkowa (Comet assay):

przygotowanie wybranych etapow metody
cz.ll

EElektroforezq kometkowa charakteryzuje prostota wykonania, a takze fakt, ze z jej
wykorzystaniem otrzymuje sie powtarzalne wyniki badan. Z racji swego szerokiego
zastosowania, comet assay nalezy do metod nieustannie modyfikowanych i ulepszanych.
Tak wiec, doczekala sie juz modyfikacji z wykorzystaniem przeciwcial albo hybrydyzacji
z sondami molekularnymi (FISH), dzieki czemu mozliwe jest szybkie i wybidrcze okreslenie
zmian w obrebie DNA jadrowego [4].
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Metoda pozwala na analize réznych typow uszkodzen DNA, a takze na badanie ich naprawy
w indywidualnych komérkach. W 1978 roku Rydberg i Johanson, w trakcie prowadzonych badan
wykazali, ze jadra komdérkowe poddawane lizie w warunkach alkalicznych pozostaja stosunkowo
skondensowanymi strukturami. Z kolei, po napromieniowaniu promieniowaniem jonizujacym
dochodzi dochodzi do rozluznienia struktury DNA (co zalezy od dawki promieniowania). Podstawa
opisywanej metody stato sie wiec obserwowanie komédrek po potraktowaniu ich 2M roztworem NaCl
oraz detergentami anionowymi, ktére to prowadzily do powstawania ,nukleoidow” zbudowanych
z petli DNA. Kilka lat p6Zniej Ostling i Johanson (1984) wprowadzili etap krétkiego rozdziatu
elektroforetycznego komodrek upzrednio poddanych lizie, a nastepnie zatopionych w agarozie na
szkietku mikroskopowym. Dalej, Singh i wsp. Zmodyfikowali cata procedure metody i wprowadzili
bufor alkaliczny do elektroforezy, a takze dodatkowe rozwijanie DNA prowadzone bezposrednio
w alkalicznym roztworze elektroforetycznym. Zmiany te pozwalaja na jednoczesna analize pekniec
-jedno i -dwuniciowych, a takze stanowia podstawe stosowanego testu kometkowego [8].

Cho¢ metoda kometkowa (comet assay) jest stosunkowo prosta i szybka w wykonaniu, wymaga
przeprowadzenia kilku kluczowych etapdw, z ktorych praktycznie kazdy wymaga zastosowania
innych buforéw. W danych literaturowych pojawiaja sie rozne odmiany tego samego buforu
(modyfikacje), ktore to powstaja w trakcie wprowadzania zmian w pierwotnej metodologii. Jak juz
wspomniano, test kometkowy jest tak naprawde modyfikowany od chwili wynalezienia jego
pierwotnej wersji w 1978 roku (Rydberg i Johanson).

Bufory stosowane w metodzie kometkowej:

- Bufor lizujacy (A): 2,5 M NaCL, 100 mM EDTA, 10 mM Trizma-base/Tris: Z podanych sktadnikéw
nalezy przygotowa bufor lizujacy, dodajac je do 800 ml wody destylowanej. Calo$¢ wymieszac
dodajac porcjami (ok. 7 g/L) NaOH. Po rozpuszczeniu wszystkich skltadnikéw ustala sie pH, ktore
powinno wynosi¢ 10.0 . W tym celu stosuje sie NaOH lub HCL. Po ustaleniu pH, prébke uzupeinic
woda do objetosci 900 ml i ponownie sprawdzi¢ pH (doprowadzi¢ do pH=10). Tak przygotowany
bufor moze by¢ przechowywany w temperaturze pokojowej [1], [2].

- Bufor lizujacy (B): W celu przygotowania tego buforu nalezy sporzadzi¢ 100ml 10% wodnego
roztworu Triton X-100 tj. 90 ml wody destylowanej uzupeini¢ do 100 ml Tritonem X-100.
Otrzymany bufor przechowuje sie w temperaturze pokojowej.

- Pelny bufor lizujacy (zmieszac¢ bufor lizujacy A z buforem lizujacym B w stosunku: 90 ml :10 ml)-
bufor schtodzi¢ w lodéwce przez 0,5 godziny. Pelny bufor lizujacy nalezy przygotowywac
bezposrednio przed wykonaniem comet assay. Co wazne, uzupetnienie tego buforu 10% DMSO
(dimetylosulfotlenkiem) chroni przed wtérnymi uszkodzeniami przez wolne rodniki, ktore
uwalniane sa z komorek w trakcie lizy [1], [2].

- Bufor PBS (roztwdr soli fizjologicznej)

Ten wodny roztwdr w sktadzie zawiera chlorek sodu oraz fosforan sodu, a dodatkowo moze miec
takze chlorek potasu oraz fosforan potasu. Gléwnym zadaniem PBS jest utrzymywanie state
pH.Co wiecej, stezenie jonéw i ci$nienie osmotyczne buforu poréwnywalne jest do tego, jakie
panuje w ludzkich plynach ustrojowych. Ze wzgledu na dwie wazne cechy tj. izotoniczny
charakter i brak toksycznos¢ wzgledem zywych komorek PBS powszechnie wykorzystywany
jest w wielu roznych analizach [3].



Przygotowanie buforu PBS (w objetosci 1 1):
W celu przygotowania roztworu PBS nalezy w 800 ml wody destylowanej kolejno rozpuscic:

- 80g NaCl (koncowa koncentracja (1X) rowna 1,37M)
- 2 g KCI (27mM)

- 11,5 g Na2HPO4*7H20 (43mM)

- 1,9 g KH2PO4 (14 mM).

Po zmieszaniu wszystkich sktadnikow ustala sie pH roztworu do 7.4, uzywajac roztworu kwasu
solnego lub wodorotlenku sodu. Po ustaleniu pH bufor uzupeini¢ woda destylowana do objetosci 1
litra. Przed uzyciem nalezy poddac¢ bufor autoklawowaniu (sterylizacji) [3].

- Bufor alkaliczny (50 ml): NaOH (0,6g), 200 mM EDTA (250 pl), woda destylowana (49,75 ml).
Catos¢ mieszaé¢ az do momentu catkowitego rozpuszczenia sktadnikow. Ze wzgledu na obecnosc
NaOH roztwor bedzie sie ogrzewat w trakcie przygotowywania. Po przygotowaniu buforu,
pozostawi¢ go do ostygniecia [7].

- Bufor elektroforetyczny (1xTBE): W celu przygotowania 10x stezonego buforu TBE nalezy zmieszac:
Tris (108g), kwas borowy (55g), EDTA (9,3g). Sktadniki rozpusci¢ w 900 ml wody destylowanej.
Bufor przechowywac¢ w temperaturze pokojowej [7].

- Bufor zapobiegajacy blaknieciu (wykorzystywany w przypadku, gdy wystepuje zanik probek)

W 50 ml probéwce nalezy zmieszac: dichlorowodorek p-fenylenodiamine (500 mg), 1x PBS (4,5 ml).
Nastepnie, dodac¢ okoto 400 pl 10 M NaOH, wkraplajac do momentu az pH roztworu osiagnie 7.5 -
8.0. Doda¢ 1x PBS, aby zwiekszy¢ objetos¢ do 5 ml i 45 ml glicerolu- do konicowej objetosci rownej
50 ml. Catos¢ przygotowanej probki doktadnie zvorteksowac,a w razie koniecznosci nanosic
w objetosci 10 pl na probke. Przygotowany bufor mozna przechowywac do jednego miesiaca
w temperaturze -20°C, a w trakcie przechowywania moze wystapi¢ ciemnienie roztworu [7].

Przygotowanie fragmentow tkanek do analizy

Maty kawatek tkanki, ktéra ma zosta¢ poddana analizie w tescie kometkowym, nalezy umiesci¢ w 1-2
ml lodowatego 1x stezonego buforu PBS (wolnego od jonéw Mg2+ i Ca2+) z dodatkiem 20 mM
EDTA. Za pomoca skalpela pocia¢ tkanke na bardzo mate fragmenty, po czym pozostawi¢ na 5 minut.
Na tym etapie liczy sie komorki, wiruje i ponownie rozpuszcza otrzymana zawiesine do 105
komoérek/ml w lodowatym (wolnym od jonéw magnezu i wapnia) PBS (1x). Nastepnie, do probki
doda¢ 1-2 ml lodowatego 20 mM roztworu EDTA w 1x PBS, tkanke zmieli¢ na bardzo mate kawatki
i pozostawi¢ do odstania na 5 minut. Odzyskanie zawiesiny komdrek pozwoli na unikniecie
przenoszenia zanieczyszczen. Na tym etapie ponownie zlicza sie komoérki i zawiesza ich osad
w 1xPBS (jak wyzej) [7].

Przygotowanie preparatow do comet assay [1],[2].

- 0,5% agaroze o niskiej temperaturze topnienia przygotowanej na buforze PBS, nalezy rozpusci¢
we wrzacej tazni wodnej. Gdy agaroza sie rozpusci, przenies¢ ja w objetosci 150 pl do probéwek
typu eppendorf. Tak przygotowane probki umiesci¢ w tazni wodnej o temperaturze 42°C
(pozostawiajac do ustalenia temperatury)

- Analizowane komorki, nalezy zebra¢ z hodowli i policzy¢ w hemocytometrze. Odpowiednia ilos$¢



komorek pzreniesé¢ do przygotowanych wczesniej probéwek eppendorf , po czym osadzic¢ je przez
wirowanie (300x g, 5 minut w temperaturze pokojowej).

Przygotowanie kontroli pozytywnej: przygotowane komorki z hodowli inkubuje sie ze 100 pM
nadtlenku wodoru lub 25 pM KmnO, (20 minut w 4°C).

- Po wirowaniu, nalezy zebra¢ supernatant, a osad rozbic¢ i zawiesi¢ w 1 ml buforu PBS, prébki
ponownie zwirowac (jak wyzej), usuna¢ powstaty supernatant, a osad zawiesi¢ ponownie w buforze
PBS do ok. 10000 komérek/10 ul (tj. 10° komdrek/ ml).

- 20 pnl zawiesiny komoérek potaczy¢ ze 150 uL 0,5% LMP agarozy, calos¢ wymieszac, po czym
nanies¢ na szkietko podstawowe pokryte uprzednio 30 pl agarozy NMP (1% agaroza o niskiej
temperaturze topnienia). Tak przygotowany preparat nalezy nakry¢ szkietkiem nakrywkowym
(lekko dociskajac) i pozostawi¢ w lodéwce na ok 10 minut.

- Zsung¢ (nie unosi¢) szkieltko nakrywkowe (ewentualnie nanies¢ na preparat trzecia warstwe
agarozy LMP), szkietko zanurzy¢ w swiezym, zimnym buforze do lizy (bufor A + bufor B),
inkubowa¢ w buforze przez 1 godzine w 4°C (lub przez noc).

- Po uplywie czasu inkubacji, zebra¢ bufor lizujacy, a nastepnie szkietka zala¢ zimna woda
destylowana (szkietka delikatnie zamieszaé¢, po czym odmy¢ z nich bufor lizujacy). Czynnos¢ te
nalezy powtdrzy¢ 3-krotnie (inkubacja w $wiezej porcji wody destylowanej powinna wynosi¢ 5
minut).

- Na kolejnym etapie szkietka nalezy zala¢ sSwiezym i zimnym buforem do rozdziatu
elektroforetycznego o pH>13. Inkubowac je w buforze przez 15 minut (4°C), za$ po uplywie czasu
inkubacji zebra¢ bufor. Czynnos$¢ powtarza¢ do momentu, az catkowity czas inkubacji w buforze
elektroforetycznym bedzie trwa¢ minimum 30 minut.

- Tak przygotowane szkietka przenosi sie do aparatu elektroforetycznego , uprzednio wypetnionego
Swiezym, zimnym buforem elektroforetycznym. Rozdzial elektroforetyczny prowadzi¢ przy
napieciu ok 75 V/cm (natezenie do 300mA), przez 30 minut w temperaturze 4°C.

- Po rozdziale, szkietka przenies¢ do czystego naczynia, gdzie przemy¢ je (3x) zimna woda
destylowana. Nastepnie, zalewa sie je buforem neutralizacyjnym, w ktérym inkubuje sie przez 10
minut. Po inkubacji szkietka ponownie przemywa sie woda destylowana (3x).

- Koncowym etapem przygotowania preparatéw jest ich zanurzenie w 70% roztworze etanolu
(5-minutowa inkubacja). Tak przygotowane szkietka suszy sie w temperaturze pokojowej lub
cieplarce (37°C) i barwi [1],[2].

Olive P.L. i Banath ]J.P.(2006), przedstawili wykorzystanie metody kometkowej do pomiaru
uszkodzenia DNA w poszczegdlnych komorkach eukariotycznych. Cho¢ wiekszo$¢ badan opiera sie
na wykorzystaniu metody kometkowej do pomiaru przerw w pojedynczej nici DNA, wprowadzenie
odpowiednich modyfikacji w metodzie umozliwia wykrywanie przerw rowniez w podwdjnej nici DNA,
potaczen krzyzowych czy jader apoptotycznych. Czutos¢ testu w przeprowadzonym badaniu
wynosita okoto 50 peknie¢ nici DNA na diploidalng komoérke ssakow. Ponadto, metoda ta znalazta
takze zastosowanie do komoérek drozdzy, pierwotniakdw czy roslin. Przedstawiony przez Olive P.L. i
Banath J.P.(2006) protokdét moze by¢ zakonczony w mniej niz 24 godziny, co potwierdza,ze comet
assay jest stosunkowo szybka metoda analizy [5].

Analiza komorek apoptotycznych

W trakcie procedu apoptozy dochodzi do uszkodzenia (degradacji) komoérkowego DNA. Degradacja
zachodzi pod wplywem enzymu endonukleazy, ktora to aktywowana jest przez kaspazy. W trakcie
tego procesu DNA hydrolizowane jest preferencyjnie w miejscach pomiedzy nukleosomami. Na
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skutek degradacji DNA rozpada sie na fragmenty o dilugosci ok 180 par zasad badz ich
wielokrotnosci (tj. 360pz, 560pz itd). W pzreprowadzonych badaniach wykazano, ze ilos$¢
powstajacych fragmentow DNA zalezna jest od tego, w jakich zachodzi komorkach, tj. czy sa to
komorki apoptotyczne czy nekrotyczne. Fragmentacja dla komorek apoptotycznych jest wyzsza niz
dla komérek nekrotycznych, na czym tez test kometkowy sie opiera. Comet assay umozliwia
odréznienie dwdch typoéw $mierci komdrek (apoptotycznej i nekrotycznej) wtasnie na tej podstawie

[6].

Dla komdrek nekrotycznych i apoptotycznych wykonuje sie w identyczny sposob jak dla wszystkich
innych typéw komorek. Naniesione i utrwalone na szkietku komoérki poddaje sie rozdziatowi
elektroforetycznemu, podczas ktorego (po przytozeniu napiecia pofragmentowane DNA opuszcza
komoérke i migruje w zelu w kierunku anody). Po zakonczeniu rozdziatu elektroforetycznego, DNA
wybarwia sie w celu jego uwidocznienia . Najczesciej stosuje sie w tym celu bromek etydyny. DNA,
ktére opuscito komdrke po uwidocznieniu tworzy charakterystyczny wzor- podobny do ogona
komety, zas$ to pozostate w komorce wyglada jak glowa komety. W przypadku, gdy nie nie doszto do
pekniec¢ lub ciecia DNA, obserwuje sie swiecenie tylko w obrebie komérki tj. gtlowy komety.
Wszystko wynika z faktu, ze nie pociete DNA jest zbyt duze, by pod wptywem pola elektrycznego
opusci¢ komorke, w zwigzku z czym pozostaje uwiezione w strukturach komoérkowych. Komorki
nekrotyczne rowniez daja fluoryzujacy ogon, aczkolwiek precyzyjny pomiar parametréow, ktore
dokladnie opisujg intensywnos$¢ swiecenia ogona pozwala na ich odréznienie od komoérek
apoptotycznych [6].

Zdjecie: Kometki, http://library.wolfram.com/examples/cometassay/



Zdjecie: Komorki Hela po analizie comet assay,
http://jhc.sagepub.com/content/59/7/655/F2.expansion.html

Wojewodzka M. i wsp. (2000) przeprowadzili test kometkowy na komoérkach krwi (limfocytach)
pobranych z zyty. W badaniach wykorzystano znacznie skrécona metologie (w porénaniu do
opisywanych w literaturze procedurami), dzieki czemu uproszczono i znacznie skrécono
poszczegolne etapy testu. W trakcie doswiadczenia uzyskano dobra korelacje pomiedzy wielkosScia
uszkodzenia (mierzona mierzona tzw. ,momentem ogonowym”), a zastosowana do badan dawka
promieniowania jonizujacego. Pomimo wprowadzonych przez badaczy modyfikacji w metodzie
dowiedzono, ze kinetyk anaprawy podwodjnoniciowych peknie¢ DNA jest jak najbardziej zgodna
z podawanymi danymi literaturowymi [8].

Liza komorek krwi (limfocytow) do testu kometkowego (procedura wg Wojewodzka M. i wsp.,
2000):

Przed rozpoczeciem tego etapu przygotowano podstawowy bufor do lizy (tj.: 2,5 M NaCl, 100mM
EDTA, 10 mM Tris-HCI, 1% sarkozyl-N-laurylosarkozyna, bufor o pH=9.5). Bezposrednio przed
uzyciem do buforu dodano 0,5% Triton X-100 oraz 10% DMSO (dimetylosulfotlenek). Catosc
mieszano z wykorzystaniem mieszadta magnetycznego (okoto 20 minut) i schtadzano w lodéwce. Do
tak przygotowanego zimnego buforu wktadano szkietka z naniesionymi na nie komérkami
zawieszonymi w agarozie. Etap lizy prowadzono w ciemnosci przez 1-2 godzin w temperaturze 4°C.

Plukanie preparatow po lizie (procedura wg Wojewddzka M. i wsp., 2000):

Preparaty przemywano 3-krotnie z wykorzystaniem buforu do elektroforezy (tj.: 300 mM octan
sodowy, 100 mM Tris-HCl o pH=8.5). Preparaty pozostawiono w swiezej porcji buforu na co najmniej
1 godzine, w celu doktadnego wyptukania resztek soli (pozostatych po etapie lizy).

Rozdzial elektroforetyczny (procedura wg Wojewodzka M. i wsp., 2000):

W aparacie do elektroforezy umieszczono wyptukane szkietka podstawowe, a rozdziat prowadzono
przy napieciu 14V i natezeniu 11-12 mM, przez 1 godzine w temperaturze nie przekraczajacej 10°C.
Caly rozdziat prowadzono w ciemnosci. Po skonczonym rozdziale szkietka zostaty 3 razy przeptukane
w w buforze neutralizujacym (tj.: 0,4 M Tris o pH= 7.5). Szkietka nastepnie osuszono z nadmiaru
roztworu i poddano barwieniu (1pM roztworem DAPI), po czym nakryto preparat szkietkiem



nakrywkowym, po czym preparaty wtozono do pudetka wylozonego wilgotna bibutga i przechowywano
w lodowce przez okoto 20 godzin. Przygotowane w ten sposob preparaty mikroskopowe poddawano
nastepnie analizie komputerowej[8].

Wprowadzone przez Wojewodzka M. i wsp. (2000) modyfikacje w metodzie kometkowej, polegajace
na prowadzeniu testu w pH obojetnym, pozwolily na otrzymanie komet o bardziej zwartym zarysie,
niz w testach wykonywanych w publikacjach innych autoréw. Wczesniej opisane procedury (przed
modyfikacja powyzszych autorow) dostarczaty ,obrazy” komet o bardzo wydtuzonych i rozmytych
ogonach, co obnizalo precyzyjnosc pomiaréw, a momentami wrecz uniemozliwiato ich
przeprowadzenie [8].

Analiza komet metoda Gedika

Do oceny skali uszkodzenia materiatu genetycznego po tescie kometkowym zazwyczaj wykorzystuje
sie specjalistyczne oprogramowanie do komputerowej analizy obrazu. Innym, prostym sposobem
pozwalajacym na analize obrazu komet jest tzw. metoda Gedika i wsp. (1992), ktéra opiera sie na
klasyfikacji uszkodzen jadrowego DNA w komérce do pieciu klas.

Skala ta obejmuje charakterystyczne oznaczenia:

1) N -brak uszkodzen (mniej niz 5% DNA w ogonie komety)
2) L-mate uszkodzenia (5- 25% DNA w ogonie komety)

3) M- srednie uszkodzenia (20-40% DNA w ogonie komety)
4) H- duze uszkodzenia (40 - 95% DNA w ogonie komety)

5) T-catkowite uszkodzenia (ponad 95% DNA w ogonie komety)[4].

Autor: Lidia Koperwas
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