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ZASTOSOWANIE TESTU KOMETOWEGO DO OCENY
GENOTOKSYCZNOSCI PYLU ZAWIESZONEGO

Pytowe zanieczyszczenia powietrza atmosferycznego stajg si¢ coraz bardziej powaznym problemem
w naszym kraju przyczyniajac si¢ do powstawania epizodow smogowych w miastach takich, jak Wro-
ctaw czy Krakow. Wdychanie powietrza zawierajacego pyt z zaadsorbowanymi na jego powierzchni
zanieczyszczeniami powoduje zardéwno problemy zdrowotne, prowadzace do przedwczesnych zgonow,
jak réwniez wywoluje niszczenie materiatu genetycznego. Pyt i zaadsorbowane na jego powierzchni
substancje uznane zostaty przez Mi¢dzynarodows Agencj¢ Badan nad Rakiem jako substancje kance-
rogenne dla ludzi i zakwalifikowane do grupy 1. Zagrozenie zdrowia i zycia ludzi przez pyt zawieszony
W powietrzu mozna badaé przy uzyciu testOw genotoksycznosci takich, jak: test Salmonella, czy tez
Ames II. Artykut opisuje test kometowy jako metode badania genotoksycznos$ci. Opisano historig testu,
jego procedure oraz metody opracowania uzyskiwanych wynikow.

1. WSTEP

1.1. PYLOWE ZANIECZYSZCZENIA POWIETRZA ATMOSFERYCZNEGO

W powietrzu atmosferycznym znajduje sie ponad 2000 substancji chemicznych,
ktore moga tworzy¢ skomplikowane mieszaniny o nieznanych wlasciwosciach i dziata-
niu. Wsérod substancji adsorbowanych na powierzchni pylu zawieszonego znalezé
mozna migdzy innymi metale, wiclopier§cieniowe weglowodory aromatyczne, weglo-
wodory aromatyczne, fenole zwigzki organiczne zawierajace chlor i wiele innych [1].

Pytowe zanieczyszczenia powietrza wywotuja wiele zagrozen zdrowotnych wlacza-
jac w to przedwczesne zgony w szczego6lnosci z przyczyn sercowo-naczyniowych
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i oddechowych [3, 15, 18]. Badania przeprowadzone w 2010 roku wykazaty, ze zanie-
czyszczenia powietrza sa odpowiedzialne za 3,2 miliona przedwczesnych zgonow, czy-
niac je drugim srodowiskowym i dziewiagtym globalnym czynnikiem ryzyka na §wiecie
[3, 11]. Poza $miertelnoscig pytowe zanieczyszczenia powietrza odpowiedzialne sg
takze za zachorowania drog oddechowych takich jak ataki astmy, zapalenie ptuc, obni-
zenie czynno$ci pluc oraz sercowo-naczyniowego jak zawat serca. Powyzsze schorze-
nia, spowodowane pytem, obserwuje si¢ wsrod grup narazonych na ryzyko srodowi-
skowe (dzieci, osoby starsze) oraz u potencjalnie zdrowej czgsci populacji [3, 15, 16].
W pazdzierniku 2013 roku 24 ekspertéw z 11 krajow Swiata zrzeszonych przez Mie-
dzynarodowa Agencj¢ Badan nad Rakiem (International Agency for Research on Can-
cer - IARC) zaklasyfikowato, bazujac na dostepnej wiedzy i dowodach wykazanych w
badaniach, zanieczyszczenia powietrza zewngtrznego w tym pyt zawieszony do 1 grupy
zwiazkow genotoksycznych. Nalezy rowniez pamietaé, ze na wspomniane;j liscie znaj-
duja si¢ takze substancje adsorbowane na powierzchni pytu migdzy innymi: benzen,
benzo[a]piren, formaldehyd, spaliny silnikéw diesla; réwniez w grupie
1; benzo[a]antracen, benzo[a]antracen, benzo[k]fluorantren, benzo[c]fenantren,
dibenzo[a,h]piren w grupach 2A i 2B [2, 9, 14]. W tabeli 1 przedstawiono klasyfikacje
substancji kancerogennych wedtug Migdzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem.

Tabela 1. Klasyfikacja substancji kancerogennych IARC, stan na 24 sierpnia 2015 [9]

Grupa Opis Tlo$¢ zwigzkow
1 Substancje kancerogenne dla ludzi 117
2A Substancje prawdopodobnie kancerogenne dla ludzi 74
2B Substancje potencjalnie kancerogenne dla ludzi 287

Substancje niemozliwe do zaklasyfikowania jako
kancerogenne dla czlowieka
Substancje prawdopodobnie niekancerogenne dla
czlowieka

3 503

1.2. METODY BADANIA GENOTOKSYCZNOSCI PYLOWYCH ZANIECZYSZCZEN POWIETRZA

Genotoksyczne dziatanie pylowych zanieczyszczen powietrza zostato potwierdzone
w licznych publikacjach. Najcze$ciej pojawiajacg sie w literaturze metodg oceny geno-
toksycznosci pytowych zanieczyszczen powietrza atmosferycznego jest test Amesa
oraz jego modyfikacje.

Test Salmonella (Amesa) wykorzystywany jest do badania efektu mutagennego or-
ganicznych ekstraktow z pytow zawieszonych zaréwno w Polsce, jak i na catym $wie-
cie. Test Amesa zostal opracowany juz w latach 70. XX wieku przez Bruca Amesa
i opiera si¢ na sprawdzeniu czy badany materiat powoduje rewersje histydynozaleznych
auksotroficznych bakterii Salmonella typhimurium LT2 do prototrofii. Test Salmonella
jest szybka i dajaca wiarygodne wyniki metoda badan in vitro, przy pomocy dobrze
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znanych i w pelni scharakteryzowanych szczepow bakteryjnych. W celu aktywacji me-
tabolicznej promutagendéw stosuje si¢ tutaj mikrosomalng frakcje wyizolowang z wa-
troby szczura — S9. Najczesciej wykorzystywanymi szczepami w badaniach genotok-
syczno$ci powietrza sa szczepy podstawowe TA98, TA100, oraz szczepy wrazliwe na
nitrowe pochodne WWA —YG1041 oraz YG1042 [2, 14, 19].

Inng metoda wykrywania mutagennosci jest, oparty na tescie Salmonella, mikroptyt-
kowy test Ames II, produkowany przez szwajcarska firme Xenometrix. Opisywany test
zawiera standardowo dwa szczepy bakteryjne Salmonella typhimurium TA98 wykry-
wajace zmiane ramki odczytu oraz mieszaning szczepoOw TA-Mix. W sktad mieszaniny
TA-Mix wchodzi szes$¢ szczepoéw otrzymanych metodami inzynierii genetycznej, kazdy
w rownych proporcjach. Szczepy oznaczone jako TA7001-TA7006 prowadza do wy-
krycia wszystkich sze$ciu mozliwych substytucji par zasad, a dzigki zastosowaniu mie-
szaniny mozliwe staje si¢ w trakcie prowadzenia jednej hodowli wykrycie kazdej z sub-
stytucji. Odczyt wynikow testu opiera si¢ o zmian¢ barwy podioza hodowlanego
bedacej skutkiem rozpoczgcia proceséw metabolicznych bakterii testowych, ktore wy-
dalane do roztworu powodujg zmian¢ jego pH. Zmiana zabarwienia §wiadczy o rewersji
bakterii testowych [7, 8, 10].

2. TEST KOMETOWY

2.1. HISTORIA TESTU

Test kometowy, nazywany takze elektroforezg zelows pojedynczych komorek, jest
podstawowa metoda analizy stopnia fragmentacji DNA. Pierwsze wersje testu, znane
wtedy jako ,,test halo” opracowane zostaty w 1978 roku przez Rydberga i Johansona,
ktorzy prowadzili pomiary peknie¢ DNA w immobilizowanych zelem agarowym ko-
morkach. Wiasciwy test kometowy zostal opracowany pozniej przez Ostlinga i Johan-
sona, ktorzy poprawili czuto$¢ metody. Najwazniejszym etapem prowadzenia testu jest
elektroforeza prowadzona przez krétki okres czasu na zliofilizowanych komoérkach. Za-
barwienie zelu przy pomocy barwnika pozwala na analiz¢ wynikoéw w postaci charak-
terystycznych komet analizowanych przy pomocy mikroskopu. Glowa komety jest cha-
rakterystycznym miejscem, w ktorym znajdujg si¢ badane komorki przed
przeprowadzeniem lizy, ogony pojawiajg si¢ tylko w przypadku gdy na komoérke za-
dziata czynnik powodujacy degradacje materiatu genetycznego. Miarg ilosci pgknigc
uznano odlegto$¢ pomiedzy fluorescencja srodka glowy, a centrum ogona komety, co
okazalo sie byé wprost proporcjonalne do dawki promieniowania uzytej przez Ostlinga
i Johansona [5, 13, 17].
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Glowna zaleta opisywanej metody jest zdolno$¢ do analizy kilku réznych modyfi-
kacji DNA przy nieznacznych zmianach procedury testu. W trakcie badania testem ko-
metowym mozliwa jest identyfikacja jednoniciowego i dwuniciowego pekniecia DNA,
a poza tym takze modyfikacje chemiczne i enzymatyczne mogace przeksztatcac si¢
w peknigcia [4, 5].

A

v

9

Komorki nieuszkodzone Komorki uszkodzone
(kometki)

Rys. 1. Schemat prowadzenia testu kometowego

2.2. TEST KOMETOWY W BADANIACH PYLOWYCH ZANIECZYSZCZEN POWIETRZA

Test kometowy jest stosunkowo nowg metodg stosowang w badaniach powietrza at-
mosferycznego. Metoda kometowa jest badaniem, ktore mierzy stopien zniszczenia ma-
terialu DNA w badanych komodrkach. Test kometowy taczy ze sobg elektroforeze
z mikroskopia fluorescencyjng. W trakcie badan uzywane mogg by¢ rd6znego rodzaju
komorki poczawszy od prostych komorek bakteryjnych, komorek rozwielitek i innych



Zastosowanie testu kometowego do oceny genotoksycznosci pytu zawieszonego 9

drobnych organizmoéw, do tych wyizolowanych ze zwierzat doswiadczalnych, na przy-
ktad ze szczurow, poprzez komoérki ludzkie, komorki krwi, po hodowlane linie komor-
kowe i wyizolowane komorki rakowe. Materiat genetyczny badanych komoérek wysta-
wiany jest na dzialanie pytowych zanieczyszczen powietrza, ktore mogg powodowac
jego niszczenie. DNA, ktore poddane zostato dziataniu zwigzkoéw genotoksycznych pod
wptywem elektroforezy zostaje odseparowane od komorki, powodujac powstanie ogona
kometki. W przypadku, w ktorym badane zwigzki nie powoduja uszkodzenia DNA,
efekt ogona nie wystepuje w badanej probce. Obserwacja dokonywana jest przy po-
mocy mikroskopu fluorescencyjnego. Oceny zniszczenia DNA dokonuje si¢ zazwyczaj
poprzez wizualng oceng dtugosci ogona [4, 12]. Na rysunku 1 przedstawiono schemat
prowadzenia testu kometowego.

Test kometowy jest zatem czula i szybka metoda wykrywania zniszczenia materiatu
genetycznego w komorkach, ktora stosuje si¢ w badaniach monitorujacych zanieczysz-
czenia $rodowiska zaré6wno metodami in vitro jak i in vivio, a coraz czgéciej takze w
badaniach powietrza i jego pytowych zanieczyszczen [4, 6].

2.3. OPRACOWANIE | PRZEDSTAWIANIE WYNIKOW TESTU

Przy wynikach testu kometowego istnieje mozliwos$¢ okreslenia liczby komet, zmie-
rzenie ich dlugosci, dtugosci samych ogonow lub okreslenia zawartosci DNA
w poszczeg6lnych elementach komet. Przyjmuje si¢, ze miarodajny wynik uzyskuje sie
poprzez analize od 50 do 100 powstalych w trakcie testu komet.

Do analizy wynikoéw uzyskanych w trakcie badan wykorzystywaé mozna programy
komputerowe, ktore dostepne sg zarowno na zasadach komercyjnych jak i open source.
Jednym z dostepnych darmowych programéw do analizy kometek jest CASPLab opra-
cowany w Instytucie Fizyki Teoretycznej Politechniki Wroctawskiej. Program zostat
zaprojektowany do analizy zdjec¢ kolorowych, jak i w odcieniach szaro$ci zapisanych
w formacie TIF. Program analizuje kometki zorientowane prawostronnie, to znaczy po-
siadajace glowe po lewej oraz ogon komety po prawej stronie. Ramka pomiarowa jest
wyrysowywana i dopasowywana do wielkosci komet na ekranie programu z wezytanym
zdjeciem. Ramka moze by¢ przesuwana pomigdzy kometami na tym samym pliku gra-
ficznym. Aktywacja pomiaru pozwala na pomiar intensywnosci profilu komety, a wy-
niki moga zosta¢ zapisane w pamigci programu.

Program poza podstawowymi mierzonymi parametrami takimi jak $rednica gltowy,
dhugos¢ ogona i tym podobne, oblicza takze Tail Moment — TM oraz Olive Tail Moment
— OTM. Tail Moment okreslany jest jako odleglos¢ pomiedzy srodkiem gtowy komety
oraz $rodkiem gtowy ogona komety, natomiast Olive Tail Moment to iloczyn Tail Mo-
ment i procentowej iloSci DNA zawartej w ogonie komety, mierzonej poprzez inten-
sywnos¢ fluorescencji ogona. Zapisane w programie wyniki bez problemu mozna wy-
eksportowac do pliku tekstowego lub arkusza kalkulacyjnego w celu dalszej ich analizy
i obrobki.
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3. PODSUMOWANIE

Od kilkunastu lat obserwuje si¢ pogarszanie warunkow srodowiskowych na ziemi.
Jednym z najbardziej widocznych efektow zanieczyszczenia srodowiska jest zta jakos¢
powietrza atmosferycznego. W coraz wigkszej ilosci miast w Europie, obserwuje si¢
intensyfikacje¢ sytuacji smogowych. Smog jest mieszaning zwigzkéw chemicznych i py-
tow zawieszonych w powietrzu. W ciggu ostatnich kilku miesigcy w Polsce na nowo
rozpoczeta si¢ dyskusja nad jakoscig powietrza atmosferycznego i zanieczyszczeniami
pytowymi wywotywanymi coraz czestszymi przekroczeniami dopuszczalnych norm
stezenia pytu w miastach takich jak Krakoéw czy Wroctaw.

Drobne frakcje pylu zawieszonego dostaja si¢ do organizmu ludzkiego w wyniku
oddychania, podczas ktorego przecigtny cztowiek pobiera od 12 do 15 m® powietrza na
dobe. Zanieczyszczenia zaadsorbowane na tym pyle posiadaja wiasciwosci genotok-
syczne dlatego tak wazna staje si¢ kwestia monitorowania zanieczyszczen oraz badania
stopnia uszkadzania materiatu genetycznego, ktdére moga powodowac.

Do metod znanych i stosowanych powszechnie takich jak biotesty z wykorzystaniem
bakterii, coraz czesciej zaczyna si¢ uzywa¢ nowych metod badania genotoksycznosci
pylowych zanieczyszczen powietrza. Jedna z nich jest test kometowy, ktory pozwala na
szybkie i precyzyjne okreslenie stopnia uszkodzenia DNA komorek. Niekwestionowana
zaleta tego testu jest mozliwo$¢ zastosowania szerokiej gamy komoérek w celu okresle-
nia potencjalnego dzialania na r6zne organizmy.

Opracowanie wynikow testu kometowego utatwiajg liczne programy do analizy ko-
metek, ktore przyspieszaja 1 utatwiajg analize¢ duzej ilo$ci danych, pozwalajac na pre-
cyzyjne okreslenie dlugosci ogona komety, okreslajacego stopien uszkodzenia komorki.

Aktualnie w Zaktadzie Biologii Sanitarnej i Ekotechniki Politechniki Wroctawskiej
trwaja badania zwigzane z genotoksycznos$ci pylowych zanieczyszczen powietrza at-
mosferycznego frakcji PM2s przy pomocy testu kometowego.
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GENOTOXICITY ASSESMENTN OF THE PARTICULATE MATTER USING COMET ASSAY

Air pollutions becoming serious problem in our country. It contributing formation of smog in cities like
Wroclaw and Krakow. Inhalation of air containing particulate matter causing health problems. Particulate
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matter and substances adsorbed on its surface were considered by the International Agency for Research
on Cancer as carcinogenic to humans and classified into group 1. Threat to human life and health by par-
ticulate matter in the air can by examined using genotoxicity tests such as Salmonella or Ames Il tests. This
article describes the comet assay as a method for testing genotoxicity. It describes the history of the test,
methods and give guidelines for processing results.



