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Cwiczenie nr 7.

Programowana $mier¢ komorki, techniki analizy uszkodzen DNA

Test kometkowy

Test kometkowy (ang. comet assay) jest testem stuzagcym do wykrywania uszkodzen DNA powstajacych
podczas procesu apoptozy. Metoda polega na przeprowadzeniu elektroforezy pojedynczych
unieruchomionych komdrek zatopionych w zelu agarozowym. Niepocigte fragmenty pozostaja w jadrze
komoérkowym, natomiast pocigte ujemnie natadowane fragmenty DNA migruja pod wptywem pola
elektrycznego w kierunku anody (+), dajac obraz przypominajacy komete. Ksztalt powstatej komety
zalezy od iloSci i jakosci powstatych uszkodzen DNA. Powstaly ogon jest tym wickszy im wigkszy jest
stopien zaawansowania fragmentacji. Test kometowy, zaleznie od pH $rodowiska elektroforezy, pozwala
na wykrycie roznych form uszkodzen DNA i daje mozliwo$¢ odroznienia od siebie dwoch typoéw $mierci
komoérkowej, nekrotycznej od apoptotycznej (metoda alkaliczna). W warunkach alkalicznych wykrywane
sa pekniecia pojedynczych nici DNA oraz podwojne peknigcia tancuchow DNA. Warunki neutralne
umozliwiaja identyfikacje tylko podwdjnych peknie¢ tancucha DNA, ktore charakterystyczne sa dla
procesu apoptozy, gdyz enzymy tng dwuniciowy DNA migdzy nukleosomami.

Komorki przeznaczone do wykonania testu kometowego unieruchamia si¢ w agarozie na szkietkach
mikroskopowych. Nastepnie w celu przerwania btony komoérkowej komorki traktuje si¢ buforem
lizujacym. Tak przygotowane komorki poddaje si¢ elektroforezie (w warunkach neutralnych w
standardowym buforze TBE lub w warunkach alkalicznych). Pod wplywem przytozonego napiecia
pofragmentowane DNA opuszcza komoérke i przemieszcza si¢ w kierunku anody. Po zakonczeniu
elektroforezy wybarwia si¢ DNA w celu uwidocznienia pocigtego DNA. Jezeli nie doszto do pocigcia
DNA obserwuje si¢ jedynie §wiecenie w obrebie glowy komety, gdyz nie pocigte DNA jest za duze by
mogto opusci¢ komorke.

Celem testu kometowego jest sprawdzenie czy przeprowadzone wczesniej doswiadczenia na komorkach
(np. ocena cytotoksycznosci zwigzkow czy rd6znego rodzaju terapie przeciwnowotworowe)
doprowadzaja komorki do $mierci komorkowej: nekrotycznej czy apoptotyczne;.

Zadanie 1. Analiza preparatéow komorkowych po tescie kometkowym.

Wykonaj ocene i analize komdrek na szkietkach mikroskopowych uzywajac mikroskopu, na podstawie
rozmiaru gtowy i wielkosci ogona. W tabeli ponizej przedstawiono kryteria oceny komet i przyktadowe
zdjecia. Analizie poddaj od 100 do 200 komérek. Przeanalizuj 5 roznych pdl widzenia, danego szkietka.
Obraz kometek:

Nieuszkodzone jgdra obserwowane sg jako sama gtowa, bez ogona (okragta kropka, kategoria 0).

Komoérki o uszkodzeniach posrednich nalezg do kategorii 1 i 2, niewielki ogon, nieprzekraczajgcy dwdch
wielkosci jadra.
Komérki apoptotyczne i nekrotyczne nalezg do 3 i 4 kategorii. W apoptotycznym jadrze, mate fragmenty

DNA migruja z gtowy (pierwotne miejsce jadra) do ogona, tworzgc obraz szerokiej komety. Moze dojs¢
do sytuacji, ze gtowa w ogéle nie bedzie wystepowa¢, a widoczny bedzie jedynie sam ogon.
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Ogony kometek powstatych z komdrek nekrotycznych, nigdy nie sg szersze niz gtowa, przyjmujg postaé
nieregularnej smugi i wyraznie sg pofaczone z glowa, poniewaz podczas nekrozy dochodzi

do przypadkowej, nieregularnej fragmentacji DNA.
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