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Technika Comet Assay sty do analizy stopnia uszkodzeDNA w komorce
wywotanych czynnikami chemicznymi (np. mutagenygestoksydacyjny) lub fizycznymi
(np. promieniowanie jonizage i UV) oraz umgliwia sledzenie kinetyki ich naprawy.
Technika ta nie jest zalecana do wykrywania apgpt@zaobserwowa mazna jedynie
wczesne jej fazy, a paiejsze charakteryzajsie tak dwymi uszkodzeniami DNAze
"ucieka" ono zeli i nie jest obserwowane.

Comet Assay polega na elektroforetycznym rozdZiWA jadrowego co umdiwia
zaobserwowanie jego fragmentacji. Badane komoérkierunhamia s w agarozie na
szkietkach mikroskopowych, a neghie poddaje sije lizie w celu uwolnienia zawaloi
jadra. Wysoka sita jonowa buforu lizgego wspomaga dysocjadjiatek od DNA. Nasipnie
przeprowadzana jest elektroforeza (w warunkachrakych w standardowym buforze TBE
lub w warunkach alkalicznych). DNA wybarwiag dluorescencyjnie lub solami srebra, po
czym analizuje uzyskany obraz pod mikroskopem. &ygadku wysipowania uszkodze
zaobserwowa mazna obraz przypominggy komet. Glowe komety stanowi obszangra
komdrkowego, natomiast ogon fragmenty DNA, ktoremigrowaty podczas elektroforezy.
Im wigksze uszkodzenia tym ogon jestiafimy i zawiera wjcej DNA.

Analize obrazu kometek prowadziesisubiektywnie poprzez zliczanie komérek z
danego zakresu wielko ogona komety. Bardziej precyzyjny pomiar wymagatosowania
specjalistycznego oprogramowania do analizy obrBomiej przedstawione zostaly zdja
z programu do analizy uszkodz®NA metody Comet Assay. Przedstawjapne wyghd
komety i jej histogram (linie histograméw oznaezapwarté¢ DNA w gtowie komety,
ogonie i w catej komecie). Do opisywania stopniakaslzé stosuje si najczsciej %DNA w
ogonie (lub "intensywrni@" ogona), a take wspotczynniki Tail Moment (=dtugé
ogona*%DNA_ w_ ogonie/100) lub Olive Moment (obasym wzrost uszkodze DNA do
pewnego zakresu, po przekroczeniu ktéregelksvenie uszkodzenie powoduje j# wzrostu
wartasci tych wspotczynnikow).



Obraz DNA z komoérek kontrolnych (ludzkie komorkibhenkowe):
9% DNA w ogonie (lewa strona widok rzeczywisty, \weaz oprogramowania do analizy)

=

33% DNA w ogonie

Obraz DNA z komérek poddanych dziataniu promienioi&gonizupcego w dawce 60 Gy:
50% DNA w ogonie

64% DNA w ogonie




Obraz DNA z komorek poddanych dziataniu promienioi&gonizupcego w dawce 80 Gy:
83% DNA w ogonie

Obraz DNA z komorek poddanych dziataniu promienioi&gonizupcego w dawce 100 Gy:
94% DNA w ogonie

Obraz DNA z komorek poddanych dziataniu promienioigonizupcego w dawce 150 Gy:
98% DNA w ogonie




Komérki z nawietlanej populacji nie wykazajjednakowych uszkod#e dla danej dawki
czynnika uszkadzagego (tu promieniowanie jonizige wyraone w Gy) obserwujemy
zakres uszkodze
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Przepis na wykonanie analizy

Bufor lizuj acy (A):
2,5 M NaCl (146,1g/1)
100mM EDTA (37,2g/l)
10 mM Trizma-base/Tris (1,29/l)

Sktadniki wsypéa do 800 ml wody destylowanej i miesz@jdodawa NaOH okoto 7 g/l. Po
rozpuszczeniu wszystkich sktadnikéw usigdH na 10,0 (stosgg NaOH lub HCI), uzupehii
objetos¢ do 900 ml wod destylowan, ponownie sprawdzipH (ewentualnie skorygowa
matymi ilosciami stzonych NaOH lub HCI). Przechowywav temp. pokojowe;j.

Bufor lizuj acy (B):
Przygotowa 100 ml 10% roztworu wodnego Triton X-100 (90ml watkstylowanej
uzupeiné do 100ml Tritonem X-100). Przechowyévar temp. pokojowej.

Petny bufor lizujacy (90 ml A + 10 ml B) przygotowabezpdrednio przed zyciem,
schitodz¢ 30 min. w lodéwce! Uzupetnienie buforu lizaego o DMSO (dimetylo sulfo
tlenek, 10%) chroni przed wtérnymi uszkodzenianziegrwolne rodniki uwalniane z
komodrek podczas lizy (caté procedury natey wykonywa przy stabym rozproszonym
swietle w celu minimalizacji mdiwosci wystpienia fotouszkodzg.

Bufor elektroforetyczny (alkaliczny):
300 mM NaOH (12g/l)
1 mM EDTA (0,371g/l)
Ustalic pH > 13 (wane !)

Bufor neutralizuj acy:
0,4 M Trizma-base/Tris pH 7,5 (48,5g/1)

Roztwory barwiace (fluorochromy):

Bromek etydyny ga/ml (przygotowa stzony 10x roztwor - 2Qg/ml, przed ayciem
rozcieaicza wodg) — wysokie tto,

SYBR Green- roztwor wodny w buforze 1:10 (jtBbarwnika 1:100 + 9@l 10 mM Tris
pH7,5). Przygotowawczeniej roztwor barwnika 1:100 w DMSO |flLst¢zonego barwnika +
99 ul DMSO). Odczyn roztworu bardzo way, szybko blednie, stabilny przez kilka godzin.
SYBR Gold- roztwor wodny w buforze 1:10 (fiBbarwnika 1:100 + 9@l 10 mM Tris
pH7,5). Przygotowawczeniej roztwor barwnika 1:100 w DMSO illstezonego barwnika +
99 ul DMSO). Odczyn roztworu bardzo wy, stabilny przez kilka godzin.

Mozna zastosowaDAPI, lub kady inny barwnik wazacy DNA (w tym pojedynczoniciowy)
w zaleznosci od wyposaenia mikroskopu w odpowiednie filtry emisyjne.

Agaroza:
1% agaroza NMP (o normalnej temperaturze topnigm@ygotowana na wodzie).
0,5% agaroza LMP (o niskiej temperaturze topiemiaygotowana na PBS)

Przygotowanie szkietek podstawowych:
Szkietka podstawowe dokladnie odgi¢ (acetonem lub chloroformem) poprzez zanurzenie



Na wrzcej tazni wodnej przygotowazlewke z 1% NMP agarag suche szkietko zanurgzy
w agarozie, a po wyajnieciu bibuk zetrz€ agaroz z dolnej powierzchni szkietka i
pozostawt do wyschngcia (zaznacz$, na ktorej stronie szkietka znajduje sigaroza,
warstwa mae by niewidoczna po wyschegiu).

Przygotowanie preparatow:

1. We wrzcej tazni wodnej uptynnij 0,5% LMP agar@zpo czym przeniepo 150ul do
probéwek typu eppendorf i undiew tazni na 42°C pozostawigj do ustalenia
temperatury.

2. Zbierz komorki z hodowli, policz w hemocytometrzelbauera (komorki na konteol
pozytywrs inkubuj z 100uM H,O; lub 25uM KMnO4 przez 20 min. w 4°C),
odpowiedni ilo$¢ przenid do probéwki typu eppendorf, osadrzez wirowanie 3009,
5 min. temp. pokojowa.

3. Zbierz supernatant, osad rozbij i zaswe 1 ml PBS, ponownie zwiruj (warunki jak
powyzej), odrzi supernatant, osad rozbij i zawie PBS do stzenia ~10000
komorek/10ul (10%komérek/ml).

4. Okoto 20ul zawiesiny komoérek patz z 150ul 0,5% LMP agarozy (42°C) wymieszaj
i nani& na szkietko podstawowe pokryte NMP agarpa 30pl.

5. Komorki zawieszone w LMP agarozie przykryj szkielki nakrywkowym, lekko
docinij i odstaw do lodowki (lub umig na wyzebionym wkiadzie chtodniczym) na
10 min.

6. Delikatnie zsd (nie unost) szkietko nakrywkowe (mana naniéc trzech warstwe
agarozy - LMP).

7. Szkietka umié¢ w swiezym, zimnym buforze lizacym (A+B) i inkubuj co najmniej
1h w 4°C (lub przez noc).

8. Delikatnie zbierz bufor lizujacy (odsysanie) a rpate zalej zima woda
destylowan, delikatnie zamieszaj i urfieszkietka podstawowe, aby odmigufor
lizujacy.

9. Zbierz roztwor i zalej koleporcih wody destylowanej, po czym inkubuj przez
5 min. (ptukanie wykonaj trzykrotnie).

10. Zalej szkietkaswiezym, zimnym buforem elektroforetycznym (pH >13),ikatnie
zamieszaj i inkubuj 15 min. w 4°C. Zbierz roztwor.

11.Powtérz czynn& z punktu 10 (catkowity czas inkubacji w buforze
elektroforetycznym powinien trigaminimum 30 min.).

12.Delikatnie przenig¢szkietka do aparatu elektroforetycznego wypetngarigviezym,
zimnym buforem elektroforetycznym.

13. Elektroforez prowad przy nap¢ciu ~0,75V/cm (odlegix pomidzy elektrodami
aparatu elektroforetycznego, ustatapatzenie do 300mA regulag poziomem
buforu) przez 30 min. w temperaturze 4°C.

14.Szkietka przeniedo naczynia i przemyj trzykrotnie zimpwoda destylowaa.

15. Zalej zimnym buforem neutralizagym i inkubuj 10 minut.

16. Przemyj trzykrotnie wogldestylowaa.

17.Zanurz szkietka w roztworze 70% etanolu na 5 minut.

18.Wysusz w temperaturze pokojowej lub cieplarce (3.7°C

Uwagi. Do zakdiczenia elektroforezy wszystkie operacje prowaguizy przyciemnionym
swietle (intensywnedwiatto powoduje uszkodzenia DNA). Czas lizy, inkojpav buforze
elektroforetycznym, elektroforezy oraz warunki étekorezy musz by¢ state i doktadnie
zachowywane dla powtarzakw wynikow.



Barwienie. Nanig ok. 10 ul roztworu barwacego na preparat, przykryj szkietkiem
nakrywkowym, po czym analizuj obraz pod mikroskod&rorescencyjnym.

Barwienie solami srebra:
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Szkietka suche podstawowe z preparatami inkulbowaoztworze utrwalacym 10
min. sporadycznie mieszaj

Przemy kilkakrotnie wod destylowan

Wysusz szkietka w cieplarce co najmniej 1 godz.ARC3

Przygotuj roztwér barwicy B (rozpy¢ 25g weglanu sodu w 500 ml wody
destylowanej)

Przygotuj roztwér barwicy C (rozpéé¢ w 500 ml wody destylowanej w podanej
kolejncsci: 100 mg azotanu amonu, 100 mg azotanu srebr@®m&O0kwasu
wolframokrzemowego po czym dodaj 0,25 ml 37% foxealydu).

Tuz przed ayciem pokcz 68ml roztworu barwcego C z 32ml roztworu bargdego
B, zalej wysuszone szkietka (w przypadku wgemia st czarnego osadu soli srebra
zlej roztwor i nanig $wieza porcg).

Barwienie prowad przez 10-20 min,zado uzyskania hzowego lub szarego koloru.
Przemyj dwukrotnie wogldestylowan i zablokuj reakaj w 1% kwasie octowym.
Osusz szkietka i obserwuj pod mikroskop@mietinym.



