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Metoda komete e brza, jednostavna i osjetljiva
genotoksikolodka metoda za mjerenje stupnja
ostecenja DNK molekule u pojedinadnim
stanicama bilo koje Zivotinjske ili biline vrste |

tkiva. Rezultati elektroforeze cijeloga stanicnoga
genoma (koji poprima oblik repa kometa)
obraduju se raéunalom, analizom denzitomet-
rijskih i geometrijskih parametara koji opisuju
cijelu pojavu kometa, Optitka gustoéa kometa,
obojenog fluorescentnom bojom rabi se za
kvantifikaciju sadrzaja DNK i definira stupanj
ostecenja DNK, Moguénost uporabe ove metode
| uraznim podrugjima daje joj veliki potencijal kako
[ u istrazivanjima genotoksiénin tvari za Govjeka
| tako i u istraZivanjima onediscenja okolisa.
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|straiivanja prirode ostecenja DNK molekule i njezina popravka dala su nam vrijedna
saznanja na podrucju genetike procesa starenja, o nastanku karcinoma kod raznih
vrsta Zivotinja ukljucivo i ¢ovjeka. Sintetiziranje novih spojeva zahtijeva razvijanje novih
metoda za ispitivanje njihova mogucega genotoksic¢nog djelovanja. Jednu od takvih
metoda, metodu komete (comet assay, single cell gel assay) prvi su opisali 1984.
Ostling i Johanson (1). Nekoliko godina kasnije metoda je usavriena (2) i vrlo brzo
sirom svijeta prihvac¢ena zahvaljuju¢i svojoj jednostavnosti i visestrukoj primjeni. Meto-
da se bazira na svojstvu polomljenih krajeva negativno nabijene molekule DNK da
slobodno putuju u elektricnom polju od jezgre prema anodi. Moguénost DNK da
putuje funkcija je veli¢ine molekule DNK i broja polomijenih krajeva koji se mogu
vezati na vece dijelove molekule. Bivsa stani¢na jezgra i polomljeni krajevi DNK razvuéeni
u elektricnom polju oblikuju »glavu« i »rep« kometa, po ¢emu je metoda i dobila ime
(slika 1).

Metoda komete smatra se danas najosjetljivjom metodom za mjerenje lomova
DNK molekule, a to je ujedno jedna od rijetkih metoda koja omogucava analizu
pojedinacnih interfaznih stanica na vrlo malom uzorku s rezultatima dostupnim unutar
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Slika 1. Stanica limfocita nakon obrade metodom komete

nekoliko sati nakon uzorkovanja. Prosirenjem metode i uporabom enzima popravka
molekule DNK (endogenih i egzogenih) uvelike se sire moguénosti primjene ove me-
tode na pracenje dinamike stani¢nih procesa. Takva raznolikost primjene rezultirala je i
porastom zanimanja za ovu metodu u proteklih 5-6 godina. Tiskan je veci broj radova
koji su pokazali kako se ova metoda moze uspje$no kombinirati s drugim citogenetskim
metodama kao npr. s fluorescentnom in situ hibridizacijom.

METODOLOGIJA

Metodu éemo ukratko objasniti na limfocitima periferne krvi sisavea s obzirom na to
da je to za sada najcesce ispitivano tkivo.

Stanice se najcesce razrjeduju u agarozi niske temperature otapanja u konaénoj
koncentraciji od 0,5 do 1% i izlijevaju na smrznutu predmetnicu, $to dovodi do brzog
stvrdnjavanja agaroze. Tako pripremljeni preparati liziraju se u puferiranoj otopini za
lizu. Ovisno o pH vrijednosti lizirajué¢ih otopina mogu se kasnije razluditi jednolanéani
(za kisele) odnosno dvolancani (za luZnate otopine) lomovi DNK molekule.

Nakon liziranja preparati se ispiru u luznatoj otopini (pH 13) kao priprema za
elektroforezu. Trenuta¢no se primjena razli¢itih oblika metode komete razlikuje uglavnom
po uvjetima (voltaZi, viemenu, koncentraciji soli u puferu i sl.) elektroforeze. Duljina
repa u velikoj mjeri ovisi o uvjetima elektroforeze. Tako se kod malih ostecenja mole-
kula DNK viSe istefe nego Sto putuje. Porastom broja ostecenja, dijelovi DNK mole-
kule slobodno putuju i tvore rep kometa sve do krajnjeg sluéaja (apoptoti¢ke stanice)
u kojoj su glava i rep kometa jasno razdvojeni. Za mikroskopski vidljiv pomak dovoljno
je da molekula DNK putuje samo djeli¢ milimetra.

Nakon elektroforeze preparati se ispiru u puferu i boje fluorescentnom bojom
(etidium bromid) koja se veZe na DNK molekulu. Jadina fluorescencije u repu u
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odnosu na glavu kometa daje podatak o broju lomova. Analiza duljine repa i intenzite-
ta fluorescencije izvodi se s pomocu racunalne analize mikroskopske slike | matematicke
obrade podataka. (I varijanti metode gdje se primjenjuje visoki pH, postaju vidljiva
mjesta koja su osjetljiva na luznati okoli§ (2).

Kako jo& nisu potpuno jasni fizikalnokemijski mehanizmi nacina oblikovanja molekule
DNK u oblik kometa, danas se jedno od prihvacenih mogucih objasnjenja bazira na
modelu strukture kromatina u kojem je molekula DNK u jezgri viSestruko obavijena
oko sebe. Jedan prekid molekule (uzrokovan genotoksinom ili kakvim drugim povo-
dom) dovoljan je da se takva uzvojnica DNK rasipa iz svoje Cvrste strukture. Takva
pojava opisana je veé ranije u sluéaju djelovanja ioniziraju¢eg zracenja (3, 4).

PRIMJENA

Interpretacija i prikaz rezultata metode komete bila je razmatrana na nekoliko medunarodnih
skupova. Najvi$e se raspravljalo o standardiziranju mjerenja repa kometa, a drugi
problem bilo je razlikovanje repa nastalog kao posliedica smrti stanice od onog koji je
nastao kao posljedica djelovanja genotoksic¢ne tvari (5).

Pokazalo se da se ovom metaodom moze ustanoviti djelovanje velikog broja mutagena
(5, 6). Ostecenja koja se ovom metodom mogu uoditi nakon djelovanja kemijskih
mutagena u najvecoj su mijeri apirimidinska/apurinska mjesta i lomovi nastali u pro-
cesu popravka molekule DNK.

U genotoksi¢nim istraZivanjima poseban interes izazivaju mutageni spojevi kao 5to su
npr. neki citostatici, formaldehid, metali i sl. koji uz direktno o3tecenje molekule DNK
izazivaju i dodatne tzv. meduveze izmedu lanaca DNK. lako se danas istrazivaci ne slazu
potpuno s mehanizmom nastanka i utjecajem ove pojave na karcinogeni potencijal nekog
spoja, pokazano je da se metoda komete, uz nuzno prilagodavanje uvjeta, moze primi-
jeniti za prepoznavanje spojeva koji mogu izazvati stvaranje takvih DNK meduveza (7).

Zanimljivo je da se u eksperimentima sa spojevima arsena i kadmija pokazalo
kako se rezultati izmjene sestrinskih kromatida, metode posebno razvijene za pracenje
kemijskih mutagena, ne mogu Korelirati s rezultatima metode komete. Naime, ocekivalo
se da ¢e rezultati kometne metode kao osjetljivije pokazati znacajnija odstupanja vec
kod nizih doza, ali su negativni rezultati iznenadili. S druge strane, time je bila potvrdena
pretpostavka da metali primarno djeluju izazivajuéi poremetnje u mehanizmima diobe
stanice i procesima popravka molekule DNK (8).

Osim ostec¢enja molekule DNK, nastanak lomova molekule DNK moze biti i posliedica
mehanizma popravka molekule DNK putem enzima pa ¢e konaéni rezultati metode
komete biti posljedica djelovanja nekog npr. kemijskog mutagena, ali i sloZzenih me-
hanizama i dinamike popravka DNK (9-11).

Starenje koje se jednom teorijom (12) objasnjava povisenim stupnjem ostecenja
DMK molekule, $to je najvjerojatnije vremenski paralelno sa smanjenom aktivnoscu
enzima za popravak molekule DNK, takoder je moguce pratiti metodom komete, lako
su rezultati ispitivanja ovom metodom jo$ pri po¢ecima, s pomocu nje se prvi put
mogu pratiti fiziolodke razine popravka molekule DNK, premda je ustanovljena vrlo
visoka interindividualna razlika u osoba iste dobi pa je takav rezultat postao novim
izazovom za istraZivanje (12).
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Za potrebe biomonitoringa osoba izlozenih mutagenima radnog okoli§a metoda
se pokazala pogodnom, ali njezina visoka osjetljivost zahtijeva i poseban pristup problemu.
Interindividualne razlike, sezonske razlike i razlike u prehrani koje s& mogu ustanoviti
ovom metodom postavljaju zahtjev obaveznih kontrolnih uzoraka i visekratnog uzor-
kovanja istih osoba.

Kod pacijenata koji su u terapijske svrhe primali citostatik i indirektni mutagen,
ciklofosfamid koji zahtijeva metaboliziranje, metodom komete ustanovljena je velika
interindividualna razlika. Takvi rezultati vierojatno su posljedica razlike u aktivnosti
enzima koji sudjeluju u metaboliziranju ciklofosfamida i razini pepravka ostecene molekule
DMK pojedinih osoba (13, 14), $to je od velike vanosti u ciljanoj terapiji citostaticima.

Zbog svega toga veliki interes za ovu metodu u istraZivanju posliedica izlofenosti
niskim dozama kemijskih mutagena i zraenju zahtijeva jo$ prilagodavanje kako metodologki
tako i u statistitkoj obradi rezultata (15).

U eksperimentima s izvorom ionizirajuéeg zracenja pokazano je da je ovom metodom
moguée ustanoviti ostecenja izazvana rasponom doze ve¢ od 0,013 Gy do 0,049 Gy
(15), ali i zadtitno djelovanje vitamina C (16, 17).

Usporedbom djelovanja ionizirajuéeg zraenja i etilen oksida kao direktno djelujuéeg
alkilirajuceg spoja metodom komete se prvi put na interfaznim stanicama pokazalo da
se dvolancani lomovi nastali djelovanjem etilen oksida popravijaju sporije od onih
nastalih gama-zracenjem (18).

Metoda komete svojom moguénoséu analize pojedinaénih stanica prvi put je
omogucila razdvajanje subpopulacija stanica nekog tkiva u odnosu na njihovu sposobnost
popravka, Sto je veomna vazno u procjeni djelovanja citostatika ili radioterapije.

TKIVNA RAZNOLIKOST

Jedna od velikih prednosti metode komete jest da se moze primijeniti za analizu svih
vrsta biljnih i Zivotinjskih tkiva. Time su otvorene velike moguénosti usporedbe rezul-
tata dobivenih analizom genoma cirkulirajuéih limfocita, najéeséeq tipa stanica u analizi
djelovanja mutagena na organizam sisavca, i ciljnih tkiva za pojedine kemijske mu-
tagene kao Sto su jetra, pluéa ili bubrezi (19).

Ispitivanje integriteta genoma u spolnim stanicama koji je od velike vasnosti za
pravilno prenosenje informacija na buduée generacije, sprecavanje abortusa, malfor-
macija, prou¢avanje nasljednih bolesti i nastanka karcinoma uspjesno se moze ana-
lizirati ovom metodom (20). Naime, za razliku od somatskih stanica, DNK spermato-
zoida sisavaca je znacajno ja¢e kondenzirana struktura i vezana molekulama prota-
mina ¢ime je njezino istraZivanje uvijek bilo otezano, Zahvaljujuéi posebnu nainu
liziranja u kometnoj metodi moguce je npr. pratiti i mijeriti radiorezistenciju spermato-
zoida razlicitih vrsta sisavaca (20-22).

U svrhu ekologkih istrazivanja onediséenja malih vodenih povréina kao 3to su
Jezerca, potoci i bare pokazalo se da su vodozemci, osobito Zabe, pogodni Zvotinjski
modeli, Tako su na nekoliko vrsta zaba napravljeni mnogobrojni pokusi genotoksié¢nog
djelovanja mutagena okoli$a. Primjenom kometne metode kod dviju vrsta 2aba Rana
clamitans i Bufo americanus pokazalo se da je ova metode veoma osjetljiva i pogod-
na za istraZivanje genotoksi¢nosti pesticida koji su procjedivanjem ispusteni u okolig
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(23). Sli¢na su ispitivanja dala jednako dobre rezultate i na drugim Zivotinjama veza-
nim uz vodene tokove (24, 25).

Sirina moguénosti ove metode je da se osim za Zivotinjske stanice ona moze
prilagoditi i za rad na biljnim tkivima. Osnovno ogranicenje za uporabu ove metode
kod biljnih stanica bila je njihova cvrsta stijenka, ali se uz nekoliko tehnoloskih doda-
taka ona sada uspjedno primjenjuje i kod meristena korijena Allium cepa L., konven-
cionalno prihvacene biljke u genotoksi¢nim istrazivanjima ili stanica korijena boba (27).

TEHNOLOSKA POTPORA

Jedan od proizvodaca programske potpore za analizu slike i rezultata kometne me-
tode, Kinetic Imaging iz Velike Britanije, pokrenuo je unatrag nekoliko godina ¢asopis
Comet Newsletter koji je periodi€ki donosio novosti o primjeni metode ili nove detalje
same metode. SnaZnim razvojem Interneta ¢asopis se ugasio, ali je otvorena stranica
&ija je uporaba besplatna (http://www.kineticimaging.com/), a na kojoj se mogu
dobiti sve potrebne informacije o uvodenju metode i kupnji nuZne opreme.

ZAKLJUCNE NAPOMENE

Vazno je naglasiti da se ova metoda jednako uspje$nom pokazala kako u bazi¢nim
tako i u primijenjenim istraZivanjima. U posljednjih desetak godina metoda je primijenjena
u brojnim istrafivanjima, ali potrebno je upozoriti da je metoda ogranic¢ena na pracenje
lomova DNK koji su u najvecoj mijeri popravljivi stani¢nim mehanizmima popravka.
Isto tako, jo3 neko vrijeme bit ¢e od velike vaZnost istovremena primjena drugih
metoda kako bi se normirali uvjeti rada u metodi i kako bi se reducirale varijabilnosti.

Na kraju, upoznavajuéi ovu metodu u radu, mozemo zakljuéiti isto sto i dr. Fair-
bairn (5), da je jedini ogranicavajuéi ¢imbenik u primjeni metode komete masta
istrazivaca.
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Summary

THE COMET ASSAY: A NEW APPROACH IN GENOTOXICOLOGICAL
RESEARCH

The comet assay is a fast, simple and sensitive genotoxicological technique for measuring DNA damage in an
individual cell of virtually any cell type of animal or plant origin, Electrophoresis of complete cell genome (assuming
a comet-like shape) combined with the image analysis systems for comet analysis provide densitometric and
geometric parameters describing the complete comet as well as the head and tail. The comet optical density values
are used to quantify the total comet fluorescence and hence indicate DNA content and the level of damage. The
application of this method in different fields makes it & power ful tool in human genotoxic study as well as in the
astimation of environmental pollution.
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