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Test kometkowy jako metoda wykorzystywana
w badaniach nad uszkodzeniami struktury DNA
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Comet assay as a method used in research on DNA damage caused by pesticides in fish

Summary

The comet assay method is a research technique for detecting damage to cellular DNA due to active physical
or chemical agents. The comet assay is based on electrophoretic migration of genetic material contained in the
cell’s nucleus. This research method is commonly used in many different fields, such as toxicology, environmental
protection, and pharmacology. In recent years, the comet assay has attracted considerable attention from
scientists studying the effects of harmful substances on the genetic material in the cell’s nucleus. The presence
of pesticides in the environment is a threat to animals, because of the negative effects of pesticides on cells
and their genetic material. Therefore, the aim of this paper, based on the available literature, was to describe
the use of the comet assay in assessing the genotoxicity of pesticides to cells of aquatic organisms, as well as to
describe the methodology and potential complications of this procedure.
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Pestycydy — wspotczesne zagrozenie

Pestycydy to zwiazki chemiczne, ktore mozna skla-
syfikowac ze wzgledu na ich wiasciwosci: fizyczne,
chemiczne, spektrum dzialania oraz bezpieczenstwo
—klasy toksycznosci ostrej (10, 40). Pierwotnie zakta-
dano, ze stosowanie pestycydow nie bedzie wigzato si¢
ze szkodliwoscig dla cztowieka, zwierzat oraz Srodowi-
ska naturalnego. Jednakze ich wieloletnie stosowanie
ujawnito negatywne skutki odzialywania tych zwigz-
kéw na organizmy zywe (10, 41). Pestycydy tatwo
rozprzestrzeniaja si¢ w ekosystemie, w wyniku dzia-
fania takich czynnikow, jak wiatr czy deszcz. Podczas
rozpylania nad terenami rolniczymi pestycydowych
srodkow chemicznych, ulegaja one wraz z pragdami
powietrza przemieszczeniu na odlegle tereny, stano-
wiac jedno z najpowazniejszych zagrozen dla §rodo-
wiska, zwierzat oraz ludzi (10, 11, 41). W badaniach
nad wptywem dzialania metyksochloru — pestycydu
z grupy chlorowanych weglowodoréw, na funkcje
rozrodcze samcow szczuréw wykazano, ze zwigzek
ten moze powodowac nasilenie stresu oksydacyjnego,
peroksydacji lipidéw oraz obnizenie aktywnosci enzy-
moéw przeciwutleniajacych (24). W wyniku dziatania

pestycydow zwieksza si¢ ilos¢ wolnych rodnikow
w organizmie, ktora wyzwala zmiany w metabolizmie
réznych zwigzkéw w tym DNA, doprowadzajac do
jego uszkodzef. Zmiany te moga prowadzi¢ do roz-
nych chordb neurodegeneracyjnych, takich jak choroby
Alzheimera czy Parkinsona (13). Ekspozycja organi-
zmu na pestycydy moze doprowadzi¢ do uszkodzenia
narzgdow, w szczego6lnosci tych o budowie migzszo-
wej, powodowac uposledzenie funkcjonowania uktadu
nerwowego, odpornosciowego, jak rowniez przyczyni¢
si¢ do wystgpienia mutacji w materiale genetycznym
komorek (13, 41). Organizmy zyjace w $rodowisku
wodnym sg stale narazone na zanieczyszczenia do-
cierajace z terendbw uprawnych lub przemystowych.
W wyniku Zle zaprojektowanych sktadowisk odpadoéw
czy systemow melioracyjnych lub nieodpowiednie-
go stosowania §rodkéw ochrony roslin na terenach
uprawnych, pestycydy przedostaja si¢ do srodowiska
wodnego. W tabeli przedstawiono najczesciej wyste-
pujace pestycydy w srodowisku wodnym. Pestycydy
ulegaja bioakumulacji nie tylko w organizmie ryb, ale
rowniez matzy i pozostatych bezkregowcoéOw zyjacych
w srodowisku wodnym (9). Indukowany przez pesty-
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Tab. 1. Wykaz najczeSciej wystepujacych pestycydéw w wodach po-

wierzchniowych rzek i jezior
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wynikow przemawiaja za jej dalszym stoso-
waniem w badaniach (7). Wykorzystywana

Nazwa Wz6r chemiczny Rodzaj Zrédto jest w badaniach nad mechanizmami powsta-
Atrazyna C,H, CIN, herbicyd (12, 19) wania uszkodze;ﬁ oraz naprawy strukt}lry DNA
Bifentryna G, H, CIF0, T (35) w komprkach jak: leukocyty (33), limfocyty
Cvaroconazal 6N Cngiovd 35 (40), jadrzaste erytrocyty (2), spermato-
yproconazo 15 18 ungiey (39) cyty (37) oraz inne jadrzaste komorki (7).
Dichlorodifenylotrichloroetan - DDT C,,HCl, insekeyd (8,18) O stopniu uszkodzenia struktury DNA przez
Endosulfan C,H,C1,0.8 insekcyd (18) czynniki toksyczne informuje analiza tzw.
Fluometuron C,HFNO | herbicyd (30,32) | komety, ktorej ,,ogon” powstaje w wyniku
Prometryna 6 H NS herbicyd (30, 32) przemieszczenia si¢ fragmentow nici DNA
broni | e HCLNLO ngiovd 1 30 w zelu agarozowym w wyniku rozdziatu elek-
L 19171215 2 L (1.30) troforetycznego, za$ ,,gtowe” komety stanowi
Tebuconazol C,gH,,CIN,0 fungicyd (30, 4) unieruchomiona komorka przed liza (15, 16).

cydy stres oksydacyjny, a takze obnizenie aktywnosci
enzymoOw chronigcych przed nim przyczynily si¢ do
zwickszenia peroksydacji lipidow bton komorkowych
watroby u ryb (27, 34). W mézgu ryb pod wptywem
dziafania chlorpyrifosu — pestycydu fosforoorganiczne-
g0 — zaobserwowano zmniejszenie aktywno$ci enzymu
acetylocholinoesterazy odpowiedzialnego za rozktad
neuroprzekaznika — acetylocholiny na choling i reszte
kwasu octowego. Przyczynic si¢ to moze do zaburzenia
kaskady reakcji na poziomie osrodkowych i obwodo-
wych uktadéw neurohormonalnych, co moze spowo-
dowac nieprawidlowe zachowania behawioralne (35).
Rybie zarodki, ktore byty narazone na ekspozycje pe-
stycydow, pdzniej osiggaly dojrzatosé ptciowas, a takze
wykazywaty zaburzenia w dziataniu szlakow sygna-
lowych zwigzanych z reprodukcja (27). Wykazano,
ze pestycydy dziataja teratogennie na zarodki ryb,
powodujac ich deformacje, a takze przyczyniajg si¢
do duzej $miertelnosci narybku (27). W do§wiadczeniu
przeprowadzonym przez Mhadhbi i Beiras (28) badano
wplyw insektycydow (chlorpyrifos, dieldryna, diazi-
non, pirymifos metylowy) oraz herbicydéw (alachlor,
atrazyna, diuron) na rozwoj zarodkowy oraz larwalny
ryb z gatunku turbot (Psetta maxima). Wykazano,
ze badane insektycydy oraz herbicydy powodowaty
znaczy wzrost $miertelnosci zarodkow ryb. Ponadto,
zaobserwowano wystapienie wad morfologicznych
u zarodkow oraz larw ryb, w szczego6lnosci byly to
deformacje szkieletu, obrzek osierdzia oraz zmiany
w budowie woreczka zottkowego (28).

Zastosowanie testu kometkowego w ocenie stopnia
uszkodzenia struktury DNA organizméw wodnych
spowodowanego dziataniem pestycydow

Test kometkowy to jedna z metod badawczych wy-
korzystujaca techniki elektroforetyczne, ktora umoz-
liwia badanie uszkodzen struktury DNA. Metoda ta
zostata wprowadzona w latach 70. ubiegtego wieku
1 od tego czasu ulegla wielu modyfikacjom, dzigki
ktorym ciagle cieszy si¢ sporym zainteresowaniem
w srodowisku naukowym. Ponadto, wzglednie niskie
koszty zwigzane z tag metodg oraz krotki czas uzyskania

Do oceny poziomu uszkodzen DNA niezbedne
jest uzycie programu komputerowego shuzacego do
analizy obrazu, dzigki ktéremu mierzona jest dlugos¢
»ogona”, jak rowniez ilo§¢ zawartego w nim DNA (22).
W ostatnich latach metoda ta zostala wykorzystana
w badaniach z zakresu ochrony $rodowiska w celu
monitorowania wystepowania czynnikéw fizycznych
1 chemicznych, gtownie jako strategia oceny ryzyka
ekotoksykologicznego (17, 23, 26, 29). Jednakze test
kometkowy nie jest jedynga metoda stosowang w celu
oszacowania wzglednej toksycznosci roznych szkodli-
wych zwigzkow na faung i flore¢ Srodowiska wodnego
(2, 6, 21, 29, 36) oraz osadow dennych rzek i jezior
(23). Nalezy do nich réwniez zatwierdzony przez
Europejskie Centrum Walidacji Metod Alternatywnych
(ECVAM) test mikrojadrowy stanowiacy alternatyw-
ng metod¢ testu aberracji chromosomowej (5, 21)
oraz zgodny z wytycznymi Organizacji Wspotpracy
Gospodarczej i Rozwoju (OECD) test toksycznosci
ostrej dlaryb (39). Przykladem badania nad oceng ge-
notoksycznosci pestycyddéw u organizmow srodowiska
wodnego, w ktorym wykorzystano test kometkowy,
jest doswiadczenie przeprowadzone przez Cavasa
1 wspotautorow (3). Badali oni wplyw cytogenetyczny
1 genotoksyczny glifosatu bedacego gldownym sktadni-
kiem preparatu Roundup® wzgledem erytrocytow ryb
z gatunku kara$ chinski (Carassius auratus L.). Glifosat
jest nieselektywnym herbicydem wykorzystywanym
w rolnictwie do hamowania wzrostu niepozadanych
chwastow oraz roslin. Zwigzek ten jest wysoce roz-
puszczalny w wodzie, przez co fatwo moze przemiesz-
cza¢ si¢ wraz z wodami opadowymi z pdl uprawnych
do $rodowiska wodnego, stanowigc duze zagrozenie
dla zamieszkujacych je organizméw. Ryby z grupy
kontrolnej negatywnej byty utrzymywane w odchlo-
rowanej wodzie z kranu, za$ ryby z grupy kontrolne;j
pozytywnej traktowano cyklofosfamidem — zwigzkiem
chemicznym o dziataniu cytostatycznym, w dawce
5 mg/l. Ryby z grup do§wiadczalnych byty narazone
na glifosat w dawkach 5, 10 1 15 mg/l. Pobrano od ryb
krew z zyty ogonowej do badan drugiego, czwartego
oraz szostego dnia po ekspozycji na glifosat. Rezultaty
testu kometkowego wykazaly wzrost czgstotliwosci
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peknig¢ mikrojader i nici DNA u ryb z grup do$wiad-
czalnych w porownaniu z rybami grupy kontrolnej
(3). Cavas (2) w swoich kolejnych badaniach z wy-
korzystaniem testu kometkowego skupit si¢ na ocenie
toksycznego wplywu 98% atrazyny oraz komercyjnego
herbicydu Gesaprim® zawierajagcego w swoim sktadzie
atrazyne o st¢zeniu 500 mg/ml na obwodowe erytrocy-
ty ryb z gatunku kara$ chinski (Carassius auratus L.).
Zastosowal trzy stezenia badanych substancji, kolejno
5, 10 i 15 pg/l. Wykazat on, ze wraz ze wzrostem
stezenia w wodzie herbicydu zawierajacego atrazyng
oraz wydhuzeniem czasu ekspozycji nastgpuje wzrost
czestotliwosci peknig¢ mikrojadra oraz nici DNA
erytrocytow obwodowych, w poréwnaniu do zastoso-
wania czystej atrazyny (2). W zaproponowanym przez
Sharma (36) doswiadczeniu wykonanym na rybach
z gatunku bagr kobaltowy (Mystus vittatus) wykazano
negatywny wptyw endosulfanu nalezacego do grupy
insektycydow chloroorganicznych na organizmy ryb
oraz potwierdzono przydatnos¢ testu kometkowego do
badan laboratoryjnych in vivo. W tym do$wiadczeniu
wykorzystano rézne stezenia endosulfanu (0,20 pg/l,
0,25 pg/110,50 pg/l), ktérymi traktowano pobrane od
ryb komorki skrzeli, nerek oraz erytrocytow. Wyniki
badan wykazaty, ze wszystkie uzyte st¢zenia endosul-
fanu wptywaja negatywnie na struktur¢ DNA komoérek
ryb, jednak najwigkszy stopien uszkodzenia struktury
DNA wystepuje pierwszego dnia ekspozycji (36).

Procedury testu — mozliwosci i ograniczenia

Prawidlowe otrzymanie wynikéw badan z wykorzy-
staniem testu kometkowego uzaleznione jest od prze-
prowadzenia poszczegdlnych etapow, przygotowania
probki badanej, sprzetu oraz odczynnikow. Zazwyczaj
test kometkowy przeprowadza si¢ zgodnie z procedu-
ra zaproponowang przez Hartmann oraz Speit (14),
Klaude i wsp. (20) oraz Singha i wspotautorow (38),
jednak procedura ta moze podlega¢ modyfikacjom.
Poczatkowy etap testu jest bardzo istotny, poniewaz
nieprawidlowe przygotowanie szkietek mikroskopo-
wych moze powodowac¢ brak trwatego przylegania
warstwy natozonej na nie agarozy o normalnej tempe-
raturze topnienia. Szkietka powinny by¢ prawidlowo
oczyszczone za pomocg 98% roztworu metanolu lub
etanolu, a nastgpnie opalone nad ptomieniem palnika.
Powszechnie wykorzystuje si¢ dwie metody nakta-
dania agarozy. Pierwsza polega na natozeniu kropli
agarozy na szkietko mikroskopowe i roztarciu jej za
pomoca szybkiego ruchu wykonanego drugim szkiet-
kiem mikroskopowym. Druga metoda jest tatwiejsza
do wykonania, polega ona na zanurzeniu szkietka
w zlewce wypehionej ciekly agaroza o temperaturze
37°C, ktéra umieszczona jest w tazni wodnej o tej
samej temperaturze. Po zanurzeniu szkietka mikrosko-
powego Jego dolng strong przeciera si¢ ligning w celu
oczyszczenia. Tak przygotowane szkietka odklada
si¢ do cieplarki o temperaturze 30°C na okoto 6 go-
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dzin, lub pozostawia na 24 godziny w temperaturze
pokojowej w celu wysuszenia. Nastgpnie wczesniej
pobrany material badawczy mieszany jest z agaro-
z3 o niskiej temperaturze topnienia i naktadany na
szkietka mikroskopowe pokryte zastygnie;tq agaroza.
Tak przygotowane probki sa umieszczane w zlewce
zawierajacej roztwor lizujacy (2,5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100) o pH = 10.
Liza przeprowadzana jest w temperaturze 4°C, przez
minimum 2 godziny do maksymalnie 24 godzin, w za-
leznos$ci od wielkosci badanego materiatu. Kolejno
przeprowadza si¢ elektroforeze (300 mA; 0,8 V/cm)
w temperaturze 4°C, przez 30 minut. Zalecane jest
przed rozpoczgciem elektroforezy pozostawienie
szkietek wraz z badanym materialem w roztworze
do elektrolizy (300 mM NaOH; 1 mM EDTA)
o pH = 10, przez 30 minut. Po elektroforezie prob-
ki ptukane s3 w roztworze neutralizujacym (0,4 M
Tris, stgzony HCI, podwdjnie destylowana woda)
opH=7,5. Test kometkowy powinien by¢ wykonywa-
ny w warunkach z ograniczonym dost¢pem do $wiatla,
poniewaz $wiatto stoneczne powoduje uszkodzenie
materiatu genetycznego. Do wizualizacji materialu
genetycznego wykorzystuje si¢ takie barwniki jak
DAPI, SYBR Green, bromek etydyny oraz azotan
srebra, ktore naklada si¢ na szkietka z materialem
badawczym i1 oglada pod mikroskopem epifluorescen-
cyjnym lub mikroskopem §wietlnym w zalezno$ci od
uzytego barwnika (14, 15, 20, 22, 38). Do analizy za-
warto$ci procentowej DNA w kometach wykorzystuje
si¢ szeroko dostepne programy komputerowe takie jak
darmowy program do analizy zdjg¢ CASPlab (http://
casplab.com/) (15, 22).

Podsumowanie

Mimo wielu ograniczen prawnych oraz wprowadze-
nia programow dotyczacych zmniejszenia stosowania
pestycydéw w rolnictwie na terenach panstw czton-
kowskich Unii Europejskiej, problem zwigzany z po-
zostatosci pestycydow stosowanych w XXI w. jest na-
dal obecny. Niesie on duze zagrozenie dla wszystkich
gatunkow zwierzat, powodujac uszkodzenia narzadow
migzszowych, uktadu nerwowego, odporno$ciowego
oraz hormonalnego. Pestycydy maja duza zdolnos¢ do
bioakumulacji w tkankach zwierzat, w szczegdlnosci
w tkance thuszczowej, dlatego obecnie prowadzonych
jest wiele badan z wykorzystaniem r6znych metod ana-
lizy chemicznej w celu okreslenia ilosci pozostatosci
pestycydoéw w tkankach oraz wptywu tych zwigzkoéw
na organizmy zywe (25). W ocenie toksycznos$ci spo-
wodowanej pozostalosciami pestycydéw w tancuchu
troficznym skuteczne okazato si¢ wykorzystanie testu
kometkowego. Test ten okazat si¢ szybka oraz czuly
metodg stuzaca do identyfikacji uszkodzen struktury
DNA. Dodatkowo test kometkowy cieszy si¢ duzym
zainteresowaniem nie tylko w badaniach nad ocena
genotoksycznosci pestycydow, ale rowniez wptywem
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obecnosci innych zanieczyszczen zawartych w osa-
dach dennych rzek i jezior na organizmy wodne (6, 23),
dlatego wykorzystanie testu kometkowego w bada-
niach z zakresu ekotoksykologii oraz biomonitoringu
srodowiska wodnego jako metoda badawcza wydaje
si¢ niezbedna (21, 31).
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