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Badanie uszkodzen chromosomow - test
mikrojadrowy

Obserwacja, ktora dostarczyla informacji na temat tego, ze uszkodzenia chromosomow
moga by¢ spowodowane ekspozycja komorek na promieniowanie jonizujace lub rakotworcze
chemikalia, byla jednym z pierwszych dowodow, ze czynniki fizyczne i chemiczne moga
spowodowac¢ znaczace zmiany w materiale genetycznym komdrek eukariotycznych.

Pomimo, ze wiedza na temat budowy chromosomoéw byla wtedy niekompletna, dostarczone
dowody wskazywaly, ze zaburzenia chromosomowe sa bezposrednim skutkiem i objawem
uszkodzenia na poziomie DNA (np. uszkodzenia chromosomoéw moga wynikac¢
z nienaprawionej podwadjnej nici DNA, a zmiany w chromosomach z braku naprawy przerw
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w nici DNA).

Wiadome jest, ze utrata chromosomoéw i ich uszkodzenia odgrywaja gtéwna role w procesach
nowotworzenia i starzenia sie komorek oraz, ze sa one prawdopodobnie spowodowane defektami
wrzeciona, centromeru a w konsekwencji nieskondensowanej struktury chromosomoéw przed
metafaza [9].

Lancuch zdarzen w komérce narazonej na dziatanie
promieniowania jonizujacego
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Zdjecie: http://www.ujk.edu.pl/ibiol/ZRI/wyklad%?20radiobiologia%20Kielce%20FizMed%2002.pdf

W klasycznych technikach cytogenetycznych chromosomy sa badane bezposrednio przez obserwacje
i liczenie aberracji w metafazie. Takie podejscie zapewnia najbardziej szczegétowa analize, jednakze
ztozonos¢ i pracochtonnosé badania (kolejnego przedstawiania) aberracji w metafazie przyczynilty
sie do opracowania prostszego systemu pomiaru uszkodzen chromosoméw. Schmid W.(1975)
i Heddle J.A (1973) zaproponowali (niezaleznie) alternatywne i prostsze podejscie do oceny
uszkodzenia chromosomoéw in vivo, mierzac mikrojadra (MNi)- znane takze jako ciata Howell-Jolly
[9].

Badanie mikrojader w szpiku kostnym i erytrocytach krwi obwodowej jest jednym z najlepiej znanych
testow cytogenetycznych in vivo w zakresie toksycznosci genetycznej, jednak nie jest to technika
ktéra moze mie¢ zastosowanie do komoérek innych populacji in vivo i in vitro. Wciaz opracowywane
sa nowe metody do pomiaru mikrojader w réznych komédrkach jadrzastych in vitro [9].

Powstanie mikrojader zachodzi w dzielacych sie komoérkach, ktére albo zawieraja chromosomy bez
centromeréw (fragmenty acentryczne) albo cate chromosomy, ktére nie sa w stanie przemieszcaé¢ do
biegunéw wrzeciona podziatowego podczas mitozy. W telofazie pojawiaja sie jadrowe formy dookota
chromosomoéw, ktére stopniowo ulegaja dekondensacji i przejmuja morfologie jadra interfazowego
z tym wyjatkiem, Ze sa one mniejsze niz gldwne jadro w komorce, w zwiazku z czym okreslane sa
mianem ,mikrojader” [9].

Badanie uszkodzen DNA na poziomie chromosoméw jest istotna czescia toksykologii genetyczne;j
ze wzgledu na fakt, ze mutacje chromosomowe sa bardzo waznym etapem karcenogenezy. Test
mikrojadrowy jest preferowana metoda do ujawniania uszkodzen chromosoméw, poniewaz umozliwia



diagnozowanie zaréwno utraty jak i peknie¢ chromosoméw, dajac miarodajne i wiarygodne wyniki

[9].

Test mikrojadrowy (MN) jest powszechnie stosowana metoda, ktéra stuzy do przezyciowego
okreslania uszkodzen chromosomoéw pod wptywem réznych czynnikéw. Co wiecej, test ten jest
uniwersalny, poniewaz mikrojadra moga by¢ tatwo identyfikowane we wszystkich komorkach
posiadajacych jadro

komorkowe. W przypadku ssakéw ze wzgledu na to, ze ich erytrocyty nie posiadaja jader, test
przeprowadza sie na leukocytach. Mikrojadra definowane sa jako chromatynowe struktury
znajdujace sie wewnatrz cytoplazmy. Swoja budowa przypominaja mate dodatkowe jadra w komérce.
Mikrojadra powstaja wskutek utraty lub opdznienia formowania chromosomoéw w anafazie podziatu
mitotycznego lub z acentrycznych fragmentéw chromatynowych tj. czesci chromosoméw nie
zawierajacych centromeru. Tak wiec, tworzenie mikrojader zwiazane jest z chromosomowymi
aberracjami liczbowymi - kiedy to tracony jest jeden lub kilka chromosoméw z jadra komoérkowego
lub strukturalnymi (ubytek fragmentu jednego badz kilku chromosoméw).

Utracone podczas podziatu komdrki chromosomy lub ich fragmenty tworza w cytoplazmie
charakterystyczne struktury o okragtej budowie - to wlasnie sa mikrojadra [1], [2].

Barwienie mikrojader

Mikrojadra mozna wybarwia¢, poniewaz pochlaniaja one odczynnik Giemzy w identyczny sposéb jak
jadro komorkowe (a inaczej niz barwi sie cytoplazma). Wynika to z faktu, ze mikrojadra zbudowane
sq z tego samego materiatu co jadro - z chromatyny jadrowej. Mikrojadra pojawiaja sie w komodrkach
w wyniku oddzialywania na nie réznych czynnikéw fizycznych np. temeratury czy czynnikéw
genotoksycznych (zwigzkow o dziataniu mutagennym i kancerogennym) [1]. Stosujac odpowiednie
wybarwienie DNA test mikrojadrowy pozwala na obserwowanie zmian cytogenetycznych, ktére
zachodza np. w komérkach nabtonkowych. Zazwyczaj do komoérek nabtonkowych stosuje sie
barwienie metoda Feulgena, ktére w poréwnaniu do barwienia barwnikami fluorescencyjnymi jest
proste i stosunkowo tanie, a ponadto pozwala na wyeliminowanie fatszywie dodatnich wynikéw [2].

Zdjecie: komodrka dwujadrzasta z dwoma mikrojagdrami (zaznaczone strzatka),
http://www.ichtj.waw.pl/drupal/?g=node/529 [5].



http://www.ichtj.waw.pl/drupal/?q=node/529

Przygotowanie materialu do testu mikrojadrowego w komdrkach nabtonkowych z jamy
ustnej

Prawidtowe przygotowanie materiatu komérkowego jest niezwykle waznym etapem calej procedury,
gdyz jakos¢ uzyskanych preparatéw ma istotne znaczenie podczas konicowej analizy.

Ponizej przedstawiono procedure izolacji, oczyszczania i homogenizacji komoérek nabtonkowych wg
Thomasa i wsp. (2009) oraz opisano metode utrwalania materialu wraz z wykonaniem preparatéw
mikroskopowych wg Blaszczyk i wsp. (2012).

a) pobrana zawiesine komorek nablonkowych nalezy wytrzasac¢ na vortexie, po czym przenies¢ do 15
ml probéwki wirdéwkowej. Probke zwirowac (10 minut, 581x g )

b) po wirowaniu nalezy usunaé¢ otzrymany supernatant- pozostawi¢ ok 1 ml zawiesiny do ktdrej
dodaé¢ 5 ml swiezo przygotowanego roztworu PBS. Catos¢ probki doktadnie vortexowac i ponownie
zwirowac (jak wyzej) - usuna¢ supernatant i ponownie dodac¢ 5 ml buforu PBS

c) W celu otrzymania zawiesiny pojedynczych komoérek, probke nalezy homogenizowac przy uzyciu
homogenizatora (20 000 obr./min, 2-3 minuty).

d) W celu usuniecia agregatow komdrkowych oraz innych wystepujacych zanieczyszczen, probke
nalezy przefiltrowac przez filtr nylonowy ( o Srednicy poréw 100um), ponownie zwirowac jak wyzej .
Po wirowaniu usuna¢ powstaly supernatant tak, by pozostawi¢ okoto 1ml zawiesiny w probdwce
wiréwkowej [2].

e) Przygotowac rozcienczenie probki w mieszaninie etanolu i lodowatego kwasu octowego
zmieszanych w stosunku 3:1. Konicowe rozcienczenie powinno by¢ takie, by uzyskaé¢ 80 000
komorek/1 ml probki ( w tym celu wykorzysta¢ komore Thoma by sprawdzi¢ gestos$¢ probki). W celu
unikniecia sklejania sie komoérek do osadu dodawano mieszanine utrwalajaca kroplami - mieszajac
rownoczesnie probke na vortexie. Caly proces utrwalania powinien trwa¢ minimum 20 minut.

f)Koncowym etapem jest naniesienie uzyskanego materiatu na szkietko mikroskopowe, naktadajac go
w 3 rzedach na calej dtugosci szkietka. Szkielka pozostawi¢ do calkowitego wyschniecia, a nastepnie
przechowywac w 4°C [2].

Zastosowanie testu

Test mikrojadrowy (MN) wykorzystywany jest do wykrywania zwigzkéw klastogennych to jest takich,
ktore doprowadzaja do pojawienia sie zmian strukturalnych w chromosomach. Mikrojadra powstaja
w wyniku uszkodzenia wrzeciona podzialowego, w wyniku czego w komdrce wyodrebnia sie jedno
lub kilku mniejszych jader. Jadra te zawieraja gtownie acentryczne fragmenty chromosomédw,
a czasem nawet cate chromosomy [8].

Zmiany strukturalne chromosomow

Zmiany strukturalne chromosomow widoczne sa w metafazie, w ktorej mozna wyrozni¢ dwa rodzaje
aberracji: aberracje chromatydowe oraz chromosomowe.

W przypadku, gdy komdrka zostata napromieniowana we wczesnej interfazie czyli przed duplikacja
materiatu genetycznego (test GO), powstaja mutacje chromosomowe (chromosomy pierscieniowe,
dwucentryczne- dicentryki, fragmenty acentryczne, translokacje).

Z kolei, gdy komorki poddano napromieniowaniu w pdéznej interfazie czyli w momencie



zduplikowania materiatu DNA (test G2) wyroznia sie tzw. aberracje chromatydowe (tj. acentryczny
fragment jednej z chromatyd, pekniecia chromatyd). Szeroko zakrojone badania wykazaly, ze pomiar
uszkodzen DNA w zaleznos$ci od fazy cyklu komorkowego ma niezwykle znaczenie w ocenie
wrazliwosci na promieniowanie u chorych z réznego rodzaju nowotworami ztosliwymi [7].

Test mikrojadrowy - procedura wg Burzan i wsp. (2007).

1. Do przeprowadzenia doswiadczenia wykorzystuje sie krew pobrana od badanego organizmu (w
tym przypadku pstraga teczowego - Oncorhynchus mykiss) z tetnicy, zyty ogonowej lub serca.

2. Kolejnym etapem jest wykonanie rozmazu (na szkietko podstawowe nanie$¢ krople krwi
i rozmazac ja po calej powierzchni za pomoca szkietka nakrywkowego)

. Otrzymany rozmaz nalezy utrwali¢ w metanolu (zanurzenie szkietka na 5 minut)

. Barwienie szkietka roztworem Giemzy (rozcieficzenie 1:9 przez 20 minut)

Odptukanie szkietka w buforze fosforanowym (pH=6,8 przez 10 minut)

. Wysuszony preparat analizuje sie pod mikroskopem- zliczajac okoto 200 erytrocytéw. Struktura
uznana za mikrojadro (wyrdzniona w preparacie) powinna charakteryzowac sie nastepujacymi
cechami:

- powinna by¢ wybarwiona w identyczny sposéb jak jadro komoérkowe
- regularne kuliste struktury- nie potaczone z jadrem komoérkowym
- struktury stanowigce mniej niz 1/3 objetosci jadra komoérkowego [1].

Test mikrojadrowy - procedura wg Blaszczyk i wsp. (2012)

Materiat badawczy utrwalony na preparatach mikroskopowych nalezy przeprowadzic¢ przez szereg
uwadniajacy tj: 50% etanol, wode 20%, kontrole negatywna. Nastepnie, szkietka inkubowaé przez
30 minut w 5 M HCI jednocze$nie nalezy przygotowac kontrole negatywna, tj. umiesci¢ szkietko
w wodzie zamiast w HCI, w celu sprawdzenia skutecznosci dziatania kwasu solnego. Inkubacja ma na
celu zdenaturowanie DNA. Kolejnym etapem jest 90-minutowa inkubacja szkietek w odczynniku
Schiffa, przeprowadzana w ciemnosci. Dzieki niej DNA zabarwi sie na kolor purpurowy. W celu
wybarwienia cytoplazmy preparaty poddaje 30 sekundowemu zanurzeniu w 0,2% roztworze Light
Green, po czym preparaty moza odwodni¢ w etanolu, co ma zapobiec ich blaknieciu. Wysuszone
szkietka nalezy zamkna¢ przy pomocy zywicy (medium) stosowanej do preparatow
histopatologicznych (np. medium DPX) [2], [3].

Zamykanie preparatéw nalezy przeprowadzi¢ bardzo ostroznie i wolno. Nalezy je wykonywacé tak,
aby pod powierzchnia szkietka nakrywkowego nie pozostaly pecherzyki powietrza, gdyz znacznie
utrudniaja obserwacje. Po uptywie godziny nastepuje polimeryzacja zywicy, przygotowany preparat
staje sie trwaly i gotowy do analizy mikroskopowej [3].

W swoich badaniach Btaszczyk i wsp. (2012) przeprowadzili analize mikroskopowa preparatow
w mikroskopie swietlnym przy powiekszeniu 400x oraz 1000x. W preparatach obserwowano zmiany
w jadrach komorkowych (wybarwionych n apurpurowo) oraz w cytoplazmie (wybarwionej na
bladoniebiesko-zielono). Czestos¢ komérek z mikrojadrami oceniano w przeliczeniu na 2000
komérek zrdznicowanych w preparatach mikroskopowych. Analize komo6rek nabtonkowych
przeprowadzono zgodnie z wytycznymi zaproponowanymi przez Thomasa i wsp. (2009). Dzieki
istniejacej klasyfikacji mozliwe jest rozréznienie komorek: bazalnych, zrdéznicowanych,
z mikrojadrami, z mostkami jadrowymi, dwujadrowych, ze skondensowang chromatyng,
kariorhetycznych, piknotycznych oraz kariolitycznych [2], [4].



Na rynku dostene sa gotowe zestawy do przeprowadzenia testu mikrojadrowego (np. Cyprotex- In
vitro HCS Micronucleus Test- MNT). Jest to test oparty na fluorescencyjnym obrazowaniu komaorki
z systemem “high content screening-HCS”, dzieki czemu test jest dokladniejszy niz metody
manualne [6]. Dodatkowo, mozliwe jest okreslenie wiekszej iloSci parametréw opisujacych ,stan”
komérki , m.in. integralnos¢ btony komoérkowej (ocena cytotoksycznosci), czy informacje dotyczace
przebiegu cyklu komorkowego (indeks proliferacji). W potaczeniu parametry te okreslaja zdrowie
komorki (cytostaza) [6].

Zdjecie: mikrojadra (biate starztki) - test MNT(Cyprotex),
http://www.cyprotex.com/toxicology/genotoxicity/in-vitro-micronucleus/ [6].

Analiza mikrojader- preparat mikrojader z wymazow z wewnetrznej strony policzka

Sellappa S i wsp. (2011) w swoich badaniach analizowali mikrojadra w preparatach przygotowanych
z wymazow z wewnetrznej strony policzka. Ochotnicy, ktorzy zgtosili sie do badania pocierali
wewnetrzng strone policzka bardzo miekka szczoteczka do zebdéw. Komoérki nablonkowe ze $ling
zostaly zebrane do 3 ml probéwek. Nastepnie, do préobek dodano bufor fosforanowy (PBS) o pH=7.0
i wirowano (1500 rpm/ 10 minut). Otrzymany po wirowaniu nadsacz usunieto, a do probki dodano
kolejna 5-cio ml porcje swiezego roztworu PBS, po czym prébke ponownie zwirowano przez 10 min
przy 1500 rpm. Proces ten powtdérzono 3x, poniewaz bufor PBS inaktywuje endogenne DNAzy,
a takze usuwa bakterie, ktéore moga utrudnia¢ koncowa ocene. Po odrzuceniu supernatantu,
otrzymana peletke komdrek rozmazano na czystym szkietku mikroskopowym (robigc rozmaz za
pomoca szkietka nakrywkowego), preparat nastepnie suszono na powietrzu przez 10 minut, a dalej
utrwalono w zimnym roztworze metanolu z kwasem octowym (zmieszanych w stosunku 3:1) przez 10
minut. Preparaty wysuszono na powietrzu przez 10 do 15 minut, barwiono w 2% barwniku Giemsy
(10 minut). Po barwieniu szkietka przemyto woda podwdjnie destylowana - a tak otrzymane
preparaty suszono na powietrzu, po czym analizowano pod mikroskopem swietlnym [10].

Autor: Lidia Koperwas
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