Instrukcja ¢wiczen ,Diagnostyka molekularna” dla IV roku Analityki Medycznej

(€T VT - Wroctaw,

Imie i nazwisko studenta: Imie i nazwisko prowadzacego:

Cwiczenie nr 9.
Techniki analizy uszkodzenn DNA: test kometowy cz. 1.
Prosze przynies¢ na zajecia wtasne rekawice!

UWAGA! Praca z materiatem biologicznym!

Odczynniki: Sprzet:
PBS Miniwiréwka
DPBS Termoblok 37°C
1% zel agarozowy (agaroza o niskiej Aparat do elektroforezy DNA z zasilaczem
temperaturze topnienia) w DPBS Pipety automatyczne
Bufor do elektroforezy: 300 mM NaOH, 1 mM Eppendorfki 2ml
EDTA w wodze MiliQ, zawsze na $wiezo. Mikroskop
Schtodzony bufor lizujgcy: 100 mM EDTA, Szkietka podstawowe,
10mM Tris, 2,5M NaCl, 1% Triton X-100 w Kominki
wodze MiliQ. Zimne wktady chtodnicze
Trypsyna

Ptyn hodowlany DMEM

Test kometkowy (ang. comet assay) jest testem stuzgcym do wykrywania uszkodzern DNA
powstajgcych podczas procesu apoptozy. Metoda polega na przeprowadzeniu elektroforezy
pojedynczych unieruchomionych komérek zatopionych w zelu agarozowym. Nie pociete fragmenty
pozostajg w jgdrze komdérkowym, natomiast pociete ujemnie natadowane fragmenty DNA migrujg pod
wptywem pola elektrycznego w kierunku anody (+), dajgc obraz przypominajgcy komete. Ksztatt
powstatej komety zalezy od ilosci i jakosci powstatych uszkodzert DNA. Powstaty ogon jest tym wiekszy
im wiekszy jest stopien zaawansowania fragmentacji. Test kometowy, zaleznie od pH srodowiska
elektroforezy, pozwala na wykrycie réznych form uszkodzen DNA i daje mozliwosé odrdznienia od
siebie dwdch typow Smierci komérkowej, nekrotycznej od apoptotycznej (metoda alkaliczna). W
warunkach alkalicznych wykrywane sg pekniecia pojedynczych nici DNA oraz podwdjne pekniecia
tancuchéw DNA. Warunki neutralne umozliwiajg identyfikacje tylko podwdjnych peknie¢ faricucha
DNA, ktore charakterystyczne sg dla procesu apoptozy, gdyz enzymy tng dwuniciowy DNA miedzy
nukleosomami.

Komorki przeznaczone do wykonania testu kometowego unieruchamia sie w agarozie na szkietkach
mikroskopowych. Nastepnie w celu przerwania btony komoérkowej komarki traktuje sie buforem
lizujgcym. Tak przygotowane komorki poddaje sie elektroforezie (w warunkach neutralnych
w standardowym buforze TBE lub w warunkach alkalicznych). Pod wptywem przytozonego napiecia
pofragmentowane DNA opuszcza komodrke i przemieszcza sie w kierunku anody. Po zakonczeniu
elektroforezy wybarwia sie DNA w celu uwidocznienia pocietego DNA. Jezeli nie doszto do pociecia
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DNA obserwuje sie jedynie swiecenie w obrebie gtowy komety, gdyz nie pociete DNA jest za duze
by mogto opusci¢ komodrke.

Hodowla komérkowa to metoda umozliwiajgca utrzymywanie poza organizmem, czyli in vitro, zywych
komérek przez dtuzszy okres czasu. W odpowiednich warunkach, komarki proliferuja, czyli rozmnazajg
sie. Proliferacja umozliwia uzyskiwanie materiatu badawczego do réznych doswiadczen.

Zadanie 1.

Celem testu kometowego jest sprawdzenie czy przeprowadzone wczesniej doswiadczenia na
komérkach (np. inkubacja ze zwigzkami, czy rdinego rodzaju terapie przeciwnowotworowe)
doprowadzajg komoérki do Smierci komodrkowej: nekrotycznej czy apoptotycznej. Komérki
przeznaczone do wykonania testu kometowego po wczesniej przeprowadzonych doswiadczeniach,
nalezy poddac trypsynizacji.

1. Od prowadzgcego otrzymasz komdrki, ktdre znajdujg sie na dnie szalki. Jest to hodowla
monowarstwowa. Po rozsadzeniu na szalke, komadrki przyczepiajg sie do niej. Proliferujgc powiekszaja
swojg liczbe, tworzac jedng warstwe na dnie naczynia.

Sprawdz pod mikroskopem, jaki ksztatt przybierajg przyklejone komadrki na dnie szalki. Podpisz szalke.

2. Proces trypsynizacji.

2A. W celu ,,oderwania” komoérek od podtoza, usun (do bruddw/zlewek) przy pomocy pipety 1000 ul
ptyn hodowlany przechylajgc lekko szalke. Usun doktadnie catg ilosé ptynu uwazajac na przyklejone
komorki.

2B. Delikatnym strumieniem nalej do szalki 2 ml roztworu PBS, poruszaj szalkg tak, aby roztwér mégt
wyptukaé pozostaty ptyn hodowlany, po czym usun PBS tak jak w punkcie wyzej. WAZNE: Nie kieruj
strumienia ptynu bezposrednio na komérki aby ich mechanicznie nie oderwac od podtoza.

2C. Delikatnym strumieniem zalej komérki 1 ml roztworu 0.25% trypsyny. Inkubuj komodrki w
obecnosci trypsyny 3-5 minut; Czas trypsynizacji zalezy od aktywnosci trypsyny, typu oraz , kondycji”
komarek. W cieptym srodowisku trypsyna dziata skuteczniej, dlatego wtéz szalke do termobloku (37°C)
na 3 min.

2D. Po tym czasie sprawdz pod mikroskopem, czy komorki przybraty okragty ksztatt i czy luzno unosza
sie w zawiesinie. Jesli nie, to odczekaj dodatkowe 2 minuty, i przenie$ ponownie szalke do termobloku.
To kluczowy moment, dlatego zapytaj prowadzacego czy komdrki rzeczywiscie zdazyty sie odkleié.

2E. Dodaj do szalki 0,5 ml ptynu hodowlanego (DMEM). Delikatnie wymieszaj poprzez pipetowanie
zawartos$¢ w szalce, aby uzyskac jednolitg zawiesine komaorek.

2F. Catos¢ przeniesé pipetg do eppendorfki (Pamietaj aby jg podpisac!). Komérki odwiruj 10 min. na
10000 rpm. (pamietaj o przeciwwadze!). Po odwirowaniu doktadnie! zlej supernatant. Komoérki
znajdujg sie na sciance eppendorfki (powinien by¢ widoczny pelet).

3. Ptukanie komoérek PBS’em. Do eppendorfki z komdrkami dodaj 1 ml roztworu PBS i tg sama
koncdwka wymieszaj poprzez pipetowanie, aby uzyskac jednolitg zawiesine komorek. Komorki odwiruj
10 min. na 10000 rpm. (pamietaj o przeciwwadze!). Po odwirowaniu doktadnie! zlej supernatant.

4. Do eppendorfki z komdrkami dodaj 30 pl roztworu DPBS i tg samg korncéwka wymieszaj poprzez
pipetowanie, aby uzyskac jednolitg zawiesine komoérek.
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5. Do nastepnego etapu, czyli natozenia komédrek na szkietko podstawowe, bedg potrzebne:

1% agaroza typu VI w buforze DPBS,
szkietko podstawowe (to grubsze),
szkietko nakrywkowe (bardzo cienkie),
wktad chtodniczy.

Wczesniej przygotowana agaroza, aby nie zastygta musi by¢é w temperaturze co najmniej 37°C, dlatego
bedzie stata w termobloku o temperaturze 37°C. Przygotuj sobie szkietko podstawowe, podpisz je po
matowej stronie. Pobierz 100 pl agarozy i wymieszaj z komoérkami, pobierz catos¢ i nanies na szkietko
podstawowe na ok. potowe jego dtugosci (patrz rysunek). Od razu nanies szkietko nakrywkowe, tak aby
zréwnaty sie bokami.

Tak nanie$ komorki

\,—_————

ﬁTo riejsce na opis

6. Jesli sg babelki powietrza, delikatnie nacisnij szkietko, bgbelek powinien przemiescic sie i ,uciec”.
Tak przygotowane szkietka umie$é na zimnym wkfadzie chtodniczym na okoto 45 sekund. Obserwuj
szkietko, agaroza nie powinna zamarznac.

7. Po zestaleniu sie agarozy, zsun ostroznie szkietko nakrywkowe (tak aby nie naruszy¢ agarozy) i
zanurz szkietko podstawowe w buforze lizujgcym w temperaturze 0 — 4°C na minimum 20 min.
(Prowadzacy okresli doktadny czas)

8. Po lizie szkietka przenies¢ do buforu do elektroforezy na 20 min. (tzw. Rozwijanie”, ten etap nie
powinien trwac ani dtuzej ani krdcej).

9. Po skonczonym rozwijaniu elektroforeze przeprowadzi¢ w nastepujgcych warunkach: natezenie:
490 mA, napiecie: 1,0 — 1,2 V/cm, czas: 20 minut, temperatura: 0 — 4°C.

10. Po elektroforezie szkietko ptukaé w wodzie (2 x 5 minut).
11. Szkietko suszy¢ w temperaturze pokojowe] przez catg noc lub do czasu barwienia.
ANALIZA szkietek odbedzie na kolejnych éwiczeniach.

Utrwalanie i wizualizacja. Szkietko umieszcza sie na 10 minut w roztworze utrwalajgcym o sktadzie:
50 g siarczanu cynku, 150 g kwasu trdjchlorooctowego, 50 g glicerolu w 1 litrze wody. Nastepnie
szkietka umieszcza sie w wodzie, w celu przeptukania (1 x 1 minut). Szkietka suszy¢ catg noc
w temperaturze pokojowej. Szkietko umieszcza sie w roztworze barwigcym (srebro, DAPI, Hoechst, PI)
na 10 — 20 minut. Barwienie zatrzymuje sie w 1 % kwasie octowym (5 minut). Preparat ptucze sie
w wodzie (1 x 1 minute), a nastepnie suszy catg noc w temperaturze pokojowej.
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Uzyskane komety liczy sie przy uzyciu mikroskopu $wietlnego Olympus. Analizie poddaje sie od 100
do 500 komodrek. Komorki ocenia sie analizujgc: rozmiar gtowy i ogona oraz intensywnos$¢ ich
Swiecenia.
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