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ANALIZA USZKODZEŃ DNA W KOMÓRKACH SSAKÓW  
METODĄ ELUCJI ALKALICZNEJ

Jedną z ważniejszych m etod stosowanych do  badania  efek tów działan ia  czynników 
genotoksycznych jest elucja a lkaliczna D N A . Jej podstaw ow ym i zaletam i są wysoka 
czułość oraz  uniw ersalność pozw alająca  n a  oznaczanie wielu różnych  uszkodzeń 
D N A . W pracy  przedstaw iono  podstaw y m etody  oraz  jej zastosow ania  badawcze.

W ST Ę P

A naliza uszkodzeń D N A , czyli ich identyfikacja oraz pomiar częstości 
występowania w genomie, stosowana jest w badaniach mechanizmów działania 
czynników genotoksycznych. Czynniki te mają naturę fizyczną (promieniowanie 
ultrafioletowe i jonizujące) lub są związkami chemicznymi różniącymi się 
między sobą zarówno mechanizmami reakcji ze składnikami chromatyny, 
jak  i biologicznymi konsekwencjami działania. Zależnie od rodzaju anali-
zow anego uszkodzenia D N A , stosowane są techniki oparte na różnych 
podstawach fizykochemicznych. Istnieje kilka rodzajów  uszkodzeń D N A , 
któ re zmieniają w sposób rzeczywisty (pęknięcia nici) lub pozorny (między- 
niciowe w iązania sieciujące, wiązania D N A -białko) wielkość cząsteczki 
polinukleotydu. Jedną z m etod, która odgrywa szczególnie w ażną rolę 
w badaniu takich uszkodzeń, jest elucja alkaliczna D N A  opracow ana przez 
K o h n a  [1-4]. W ciągu 25 lat od m om entu pojawienia się pierwszej 
publikacji donoszącej o nowej metodzie w ykrywania pęknięć D N A  [1], 
powstały liczne jej modyfikacje zwiększające liczbę rodzajów  uszkodzeń 
D N A , które m ożna wykrywać tą  techniką. Obecnie jest ona stosow ana do 
w ykrywania oraz ilościowego oznaczania następujących uszkodzeń D N A . 
pojedynczych pęknięć nici (SSB, ang. single strand break), podwójnych 
pęknięć nici (DSB, ang. double strand break), międzyniciowych wiązań 
sieciujących (ISC, ang. interstrand cross-link), miejsc wrażliwych na hydrolizę 
alkaliczną (ALS, ang. alkali-labile siies), miejsc potencjalnie sieciowalnych



w D N A  oraz wiązań sieciujących D N A -białko (DPC, ang. D NA-protein  
crosslink). Liczne modyfikacje m etody pow odują, żc czasem używany jest 
w literaturze termin „elucja m em branow a”, obejmujący wszystkie wersje tej 
techniki, opartej na eluowaniu D N A , który został wcześniej zaadsorbow any 
na specjalnych filtrach. Celem niniejszego przeglądu jest przedstawienie 
możliwości badawczych metody bez omaw iania przepisów wykonawczych. 
Najbardziej szczegółowy opis wykonywania analizy uszkodzeń D N A  techniką 
alkalicznej elucji D N A  m ożna znaleźć w [3],

W YK RY W A NIE  PO JE D Y N C Z Y C H  I PO D W Ó JN Y C H  PĘ K N IĘ Ć  N IC I DNA

Termin „pojedyncze pęknięcia” nici nie oznacza, że uszkodzenia z loka-
lizowane są wyłącznie na  jednej z komplementarnych nici D N A . Przeciwnie, 
pęknięcia znajdują się na obu niciach, z tym, że są od siebie oddalone o co 
najmniej 50 nukleotydów  [2], Jeżeli pęknięcia występują równolegle lub 
odległość między nimi jest mniejsza od 50 nukleotydów, wówczas uszkodzenie 
to  nazywane jest podwójnym pęknięciem nici.

Zasadę wykrywania SSB przedstawiono na rys. 1. K om órki z D N A , 
wyznakow anym najczęściej za pom ocą radioaktywnej tymidyny, nanoszone 
są na filtry m embranowe wykonane z m ateriału charakteryzującego się 
niskim powinowactwem do białek i poddane lizie buforem zawierającym 
siarczan dodecylu sodu (SDS). Najczęściej stosowane są filtry poliwęglanowe 
firmy N ucleopore lub M illipore o średnicy porów 0,8-2 /im. Po przesączeniu 
lizatu, na filtrze zatrzymany zostaje D N A  wraz z niewielką ilością białek 
[1-4]. Ponieważ obecność białek zabufza przepływ D N A  przez filtry, należy 
przed rozpoczęciem elucji dokonać odbiałczenia D NA . W ykonuje się to 
w prosty sposób poprzez inkubację filtrów  w roztw orze zaw ierającym 
proteinazę K. Po strawieniu białek, na filtry nanoszony jest alkaliczny (pH 
12,1-12,2) bufor denaturujący i jednocześnie wymywający D N A . D enaturacja 
D N A  jest konieczna, aby długie nici polinukleotydow e mogły przejść przez 
pory filtrów w trakcie powolnego przepływu buforu. W natywnym heliksie 
D N A  nici komplementarne stabilizują się naw zajem, dzięki czemu posiada 
on właściwości mechaniczne helikalnej sprężyny i stawia opó r siłom dzia-
łającym poprzecznie do osi cząsteczki. U trudnia to  wyginanie cząsteczek 
D N A , które są zbyt długie aby przejść przez małe pory filtrów. Pojedyncze 
nici zdenaturowanego D N A  są wiotkie, łatwo ulegają przemianom konfor- 
macyjnym i m ogą przepływać przez filtr z szybkością zależną jedynie od 
ich długości [1-4]. Porównując szybkości elucji D N A  z kom órek kontrolnych 
i z kom órek, które poddano działaniu czynników powodujących pęknięcia 
nici (rys. 2), łatwo zauważyć zależny od stężenia czynnika genotoksycznego
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wzrost szybkości elucji [5], Korzystając z odpowiednich metod obliczeniowych 
m ożna oznaczyć częstość występowania pęknięć i wyrazić ją  w umownych 
jednostach (najczęściej jako równoważnik dawki promieniow ania jonizującego, 
tzw. rad-ekwiw alent) lub obliczyć częstość absolutną (np. liczba pęknięć/106 
nukleotydów). Czułość metody wynosi 1 pęknięcie/107 nukleotydów  [2] 
i odpow iada czułości innych popularnych obecnie m etod w ykryw ania 
pęknięć nici D N A , takich jak m etoda kom etkow a [6] czy test alkalicznego 
rozwinięcia D N A  [7].
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Rys. 2. Krzywe elucji D N A  kom órek  linii H eL a poddanych  dzia łaniu czynników generu jących 
w olne rodnik i. H odow ane in vitro k om órk i H eL a inkubow ano 60 m in  w tem peraturze  0°C 
z H 20 2 lub pod dan o  prom ieniow aniu y (daw ka 3 G y). A -  D N A  k ontro lny ; A -  50 /iM 
H 20 2; •  -  100 nM  H 20 2; O  -  200 H 20 2; □  -  p rom ieniow anie  y (daw ka 3 Gy).

W edług S z m i g i e r o  i S t u d z i a n a  [5]

Przyjmuje się zazwyczaj, że w środowisku alkalicznym oznaczane są 
pojedyncze pęknięcia nici D N A , ale trzeba pamiętać, że m etoda nie odróżnia 
w tych w arunkach SSB od DSB, czyli w rzeczywistości oznaczana jest suma 
obu tych uszkodzeń. Jeżeli istnieje konieczność pom iaru częstości DSB, 
elucję prowadzi się za pomocą buforu o p i l  10 [2-4]. Pozostałe w arunki 
są identyczne jak w przypadku oznaczania SSB. Ze względu na w spom nianą 
wcześniej trudność przechodzenia dwuniciowego D N A  przez filtry należy 
stosow ać filtry o porach posiadających większą średnicę (2-5 /an). Czułość 
m etody w tych w arunkach jest w przybliżeniu 10-krotnie niższa [2-4].



O Z N A C Z A N IE  M IE JS C  ONA W R A Ż L IW YC H  NA H Y D R O L IZ Ę  A L K A LIC Z N Ą

Istnieje wiele czynników genotoksycznych, które uszkadzają D N A  bez 
przerywania ciągłości jego nici, ale zmieniają stabilność polinukleotydu 
w środow isku zasadowym. Takimi uszkodzeniami są np. produkty alkilacji 
grup fosforanowych lub miejsca bez zasad (abasic site) [8, 9], Te ostatnie 
pow stają w wyniku działania enzymów reperacyjnych usuwających zmody-
fikow ane czynnikami genotoksycznymi zasady azotowe lub poprzez sam o-
rzutny rozpad wiązań N-glikozydowych. W środowisku silnie alkalicznym 
miejsca takie (ALS) ulegają przekształceniu w pęknięcia nici. Ich oznaczanie 
przeprow adzane jest w sposób prawie identyczny jak  w przypadku SSB, 
z tym, że płyn elucyjny posiada wyższe pH (12,7 zamiast 12,1), a przed 
rozpoczęciem elucji inkubuje się zaadsorbow any na filtrach D N A , przez 
kilka godzin w płynie denaturującym  (rys. 3). Obecność ALS w D N A

Objętość eluatu (ml)

Rys 3 Krzyw e elucji wskakujące na  obecność  w D N A  miejsc wrażliwych n a  hydrolizę  
a lkaliczną K om órki H eL a eksponow ano na  dzia łanie ipery tów  izofosforoam idow ych 60 mm  
w 37°C następnie  p od dan o  lizie na  filtrach  po liwęglanow ych. D N A , odbiałczono  i przed 
rozpoczęciem  elucji D N A  inkubow ano 3 godz. w tem peraturze  pokojow ej w buforze  pH  12,7. 
D uża szybkość elucii D N A  z komórek  poddanych działaniu iperytu dibromo-izofosforoamidowego 
w sk "z^ e  n a  obecność w D N A  miejsc w rażliw ych n a  hydro lizę  a lkaliczną □  -  D N A  
k o n tro ln y  O  -  ipery t dichloro-izofosforam idow y; 3  -  ipery t ch lorobrom o-izofosforoam idow y; 

f  -  ipery t d ibrom o-izofosforoam idow y. W edług S t u d z i a n a i S z m i g i e r o  [10]



m ożna zauważyć także w przypadku oznaczania SSB, ponieważ krzywe 
elucji posiadają wówczas charakterystyczne wykrzywienia wskazujące na jej 
przyspieszanie w trakcie przemyw ania filtrów alkalicznym roztw orem [2-4].

O Z N A C Z A N IE  M IĘ D Z Y N IC IO W Y C H  W IĄZA Ń SIE C IU JĄ C Y C H

N iektóre związki chemiczne posiadają wiecej niż jedno centrum  zdolne 
do tw orzenia kow alencyjnych połączeń z D N A . M ogą więc reagow ać 
dw ufunkcyjnie i przyłączać się jednocześnie do obu kom plem entarnych nici 
D N A , tw orząc uszkodzenie D N A  zwane międzyniciowym wiązaniem sieciu-
jącym (ISC). Przykładami takich związków są liczne leki przeciwnowotworowe, 
takie jak  cz.ę-diamminodichloroplatyna, mitom ycyna C, nitrozom oczniki, 
pochodne iperytu azotowego [11] lub izofosforamidowego [10]. Zasada 
oznaczania ISC przedstawiona jest na rys. 1. Przebieg oznaczenia przypomina 
procedurę stosowaną do wykrywania SSB i także w tym przypadku konieczne

0)N

ajc
0O)<D
c
co
E
1
m
N

O
'o
to

Objętość eluatu (ml)

Rys. 4. Krzywe elucji charak terystyczne d la  D N A  zawierającego międzynic iow e w iązania  
sieciujące. K om órki H eL a eksponow ano na  działanie  iperytów  izofosforoam idow ych 60 min 
w 37°C, następnie  p od d an o  je  p rom ieniow aniu  y d aw k ą 3 G y i z lizow ano n a  filtrach  
poliw ęglanow ych. D N A  eluow ano z filtrów  buforem  o pH  12,1. □  -  D N A  kontro lny ;
O  -  ipery t d ich loro-izofosforam idow y; 9  -  ipery t ch lorobrom o-izofosforoam idow y; •  -  ipery t 

d ibrom o-izofosforoam idow y. W edług S t u d z i a n a  i S z m i g i e r o  [10]



jest zdenaturow anie D N A  alkalicznym buforem elucyjnym [2-4], Obecność 
ISC pow oduje, że pojedyncze nici zdenaturowanego D N A  nie oddalają się 
od siebie, m imo zerwania wiązań wodorowych pomiędzy kom plementarnym i 
param i zasad. Dzięki tem u dochodzi do spowolnienia wypływu D N A  
z filtrów, gdyż dwie nici przechodzą przez pory filtrów  razem, imitując 
edną dłuższą cząsteczkę. Efekt ten widoczny jest tylko wtedy, gdy nici D NA  
nie są zbyt długie. D latego kom órki kontrolne i badane na obecność ISC 
poddaw ane są przed lizą promieniow aniu y (daw ka 3 Gy) celem pocięcia 
nici D N A  na krótsze odcinki. O obecności ISC świadczy zmniejszenie 
w porów naniu z kontrolą  szybkości elucji D N A  (rys. 4).

Konieczność fragmentacji D N A  za pomocą promieniow ania jonizującego 
jest istotnym  utrudnieniem  technicznym, w ymaga bowiem dostępu do 
apara tury  radiacyjnej, wysoko wydajnych bomb kobaltow ych lub aparatów  
R oentgena o dużej mocy. Problem ten m ożna jednak ominąć stosując 
alternatyw ne m etody fragmentacji D N A  wykorzystujące związki chemiczne 
zdolne do generowania wolnych rodników. Najczęściej stosowanymi do tego 
celu związkami są: nadtlenek w odoru [5] i bleomycyna [12].

O Z N A C Z A N IE  W  DNA M IE JS C  PO T E N C J A L N IE  SIE C IO W A L N Y C II

Związki powodujące ISC reagują z D N A  dw uetapow o [11]. W  pierw-
szym etapie  pow staje m ono addu k t z cząsteczką czynnika sieciującego 
przyłączoną do jednej tylko nici D N A . M on oadd uk t, k tó ry  posiada  
w swojej cząsteczce drugie centrum zdolne do kow alencyjnego połączenia 
z D N A , może po pewnym czasie (1-6 godz.) wytworzyć drugie w iązanie 
z kom plem entarną nicią. Pewna część m onoadduktów  zostaje w tym cza-
sie usunięta na drodze spontanicznego odrzucenia zmodyfikowanej zasady 
lub w wyniku działania komórkowych systemów napraw czych. A by m oż-
liwa była ocena sprawności systemów napraw y ISC, konieczna jest znajo-
mość potencjalnie maksym alnej częstości tych uszkodzeń, które mogłyby 
za istnieć przy b raku  m echanizm ów  usuw ających m onoadduk ty . Jedna 
z modyfikacji alkalicznej elucji pozwala na oznaczenie częstości miejsc 
potencjalnie sieciowalnych [13]. W metodzie tej kom órki poddaw ane są 
działaniu czynnika sieciującego, w czasie którego dochodzi do pow stania 
m onoadduktów . N astępnie przeprow adza się fragmentację D N A  i lizuje 
kom órki na filtrach membranowych. Po odbiałczeniu D N A  nie zostaje on 
od razu zdenaturow any, lecz filtry są inkubowane w buforze o pH 10 
w 37°C przez wiele godzin (do 12). W tym czasie m oże zachodzić drugi



etap sieciowania, w którym  m onoaddukty reagują z D N A  nici kompleman- 
tarnej. W reakcji tej uczestniczy znacznie większa liczba m onoadduktów , 
niż m a to miejsce w przypadku, gdy reakcja biegnie wewnątrz kom órki [13].

O Z N A C Z A N IE  W IĄ Z A Ń  SIE C IU JĄ C Y C H  DN A-B IA ŁKO

Ten rodzaj uszkodzeń chromatyny jest stosunkow o najmniej poznany, 
m imo że pow odowany jest przez bardzo wiele czynników. A lkaliczna elucja 
D N A  jest jedną z ważniejszych technik, które są używane do jego oznaczania 
[2-4], Sposób oznaczania D PC  przypom ina procedurę opracow aną dla 
w ykryw ania ISC z kilkoma zmianami. Fragm entacja D N A  przeprow adzana 
jest zwykle 10 razy wyższą daw ką promieniow ania, komórki poddaw ane są 
lizie na filtrach membranow ych o dużym powinowactwie do białek i pomija 
się odbiałczanie. M ocno pocięty przez promieniowanie y lub inny czynnik 
generujący wolne rodniki i następnie zdenaturowany D N A  wypływa z filtrów

Objętość eluatu (ml)

Rys. 5. W ykrywanie w iązań  D N A -b iałko  m etodą alkalicznej elucji. K om órki H ela ink ubow ano 
z ipery tam i izofosforoam idow ymi jak  pod ano  w opisie rys. 4 i po d da no  prom ieniow aniu  
y (daw ka 30 Gy). K om órki zlizowano n a  filtrach  po lichlorow inylow ych i e luow ano D N A  
bu forem  o pH  12,1 nie zaw iera jącym  detergentów . □  -  D N A  ko n tro ln y ; O  -  ip ery t 
d ich loro-izofosforam idow y; 9  -  ipery t chlorobrom o-izofosforoam idow y; •  -  iperyt d ib ro m o- 

-izofosforoam idow y. W edług S t u d z i a n a  i S z m i g i e r o  [10]



bardzo szybko [2-4]. N atom iast frakcja D N A , która  połączona jest kowalen-
cyjnymi wiązaniami z białkami, zostaje wraz z nimi zaadsorbow ana na 
filtrze (rys. 5). Ilość D N A  zatrzymanego na filtrze jest m iarą  częstości D PC  
[2-4, 14]. Czułość wykryw ania D PC  nie różni się od czułości pom iaru SSB 
oraz ISC i wynosi 1 uszkodzenie/107 nukleotydów  [2-4],

M O Ż L IW O ŚC I A RT E FA K TÓ W

Żadna, naw et najbardziej nowoczesna m etoda stosow ana w badaniach 
biochemicznych nie jest pozbaw iona ograniczeń czy możliwości dostarczania 
błędnych wyników. Nie jest inaczej w przypadku alkalicznej elucji D N A  
i należy pamiętać o przestrzeganiu pewnych zasad w trakcie w ykonywania 
oznaczeń, które zabezpieczają przed artefaktami.

Jednym z czynników wpływających na dokładność oznaczeń są w arunki 
oświetlenia pracow ni. Wszystkie czynności od m omentu rozpoczęcia lizy 
kom órek muszą być prow adzone w pomieszczeniu zaciemnionym z tylko 
jednym, słabym źródłem światła umieszczonym kilka m etrów  od miejsca 
pracy. Zaciemnienie zabezpiecza D N A  przed pojawieniem się dodatkow ych 
pęknięć nici. Szczególnie dużą wrażliwość na  św iatło w ykazuje D N A  
jednoniciowy. D wuminutow e naświetlenie zdenaturow anego D N A  za pomocą 
zwykłych świetlówek znajdujących się w odległości 10 cm od filtrów  
pow oduje pojawienie się pęknięć nici z częstością rów now ażną działaniu 
promieniowania y o dawce 3 Gy (Szmigiero i Kohn, wyniki nie publikowane). 
Ponieważ elucja zdenaturow anego D N A  trw a zwykle od 5 do 15 godz., 
więc zaciemnienie pracowni w tym okresie powinno odpow iadać ciemni 
fotograficznej. Dwuniciowy D N A  nie jest tak m ocno wrażliwy na działanie 
światła, ale trzeba pamiętać, że wiele związków oddziaływ ających z D N A  
może mieć właściwości światłouczulające. Tak jest w przypadku barwnych 
ligandów interkalujących, takich jak bromek etydyny lub związki akrydynowe. 
Naśw ietlanie dwuniciowego D N A  w obecności brom ku etydyny w stężeniach 
rzędu 1 0~ 7 m ol/dcm 3 powoduje bardzo wysoką częstość pęknięć nici D N A , 
rów now ażną prom ieniow aniu y o dawce 4-5 Gy (Szmigiero i K ohn, wyniki 
nie publikow ane). D rugim  czynnikiem zw iększającym częstość pęknięć 
w badanym D N A  może być nadmierna szybkość przepływu buforu elucyjnego 
przez filtry. Szybkość ta  kon trolow ana jest za pom ocą wielokanałowych 
pom p  perystaltycznych i pow inna być u trzym ana w przedziale 
0 ,0 3 -0 ,1 0  ml/min. Możliwe jest również uzyskanie fałszywie zaniżonych 
oznaczeń częstości SSB spow odowane niedostatecznym odbiałczaniem. Zasad-
niczo standardow a m etoda odbiałczania D N A  w ykorzystująca trawienie 
lizatów  kom órkow ych p rote inazą K  jest zabiegiem w ystarczającym  do 
usunięcia białek z filtrów [l^ t]. Jednakże zdarzają się czynniki genotoksyczne,



które wytw arzają D PC  wykazujące, z niewyjaśnionych przyczyn, znaczną 
oporność na trawienie proteinazą [15]. W takich przypadkach należy ustalić 
niestandardow e w arunki odbiałczania: podwyższone stężenie proteinazy 
i przedłużony czas traw ienia lizatów.

Podobne zasady prowadzenia eksperymentów dotyczą oznaczania ISC. 
Z tym, że czynniki w prow adzające artefakty podczas oznaczania SSB 
działają odwrotnie w przypadku wykrywania sieciowania D N A . Światło 
obniża ilość wykrywanych ISC, a niedostateczne odbiałczanie pozornie ją  
podw yższa. Oddzielnym problemem, który nie wydaje się możliw y do 
całkowitego rozwiązania, jest badanie związków indukujących w D N A  
jednocześnie SSB oraz ISC. Pęknięcia D N A  zwiększają szybkość elucji, 
a wiązania sieciujące ją obniżają. D ochodzi więc do wzajemnego maskow ania 
uszkodzeń. N a ogół oba te uszkodzenia różnią się kinetyką pow staw ania
i reperacji, dzięki czemu m aksim a ich efektów rozdzielone są w czasie [16]. 
F a k t ten daje możliwość oznaczenia pęknięć nici i wiązań sieciujących D N A  
w innym czasie po zakończeniu ekspozycji komórek na działanie czynnika 
genotoksycznego. Jeżeli taki sposób prow adzenia eksperymentu nie jest 
możliwy, należy zastosow ać m atem atyczną metodę korekcji wyników [3, 4], 
T rzeba  jednak w tym przypadku pam iętać, że m etoda op arta  jest na 
pom iarach w ykonanych dla szczególnego układu uszkodzeń wywołanych 
jednoczesnym  działaniem  iperytu azotow ego jako  czynnika sieciującego
i promieniow aniem jonizującym powodującym pęknięcia D N A  [3]. Inne 
czynniki genotoksyczne m ogą posiadać odmienną charakterystykę krzywych 
elucji i założenia matematyczne wspomnianej metody obliczeniowej korygującej 
wyniki oznaczeń m ogą nie być dla tych czynników właściwe.

Podczas oznaczania D PC  trzeba z kolei zwracać uwagę na  dokładność 
oczyszczenia filtrów z detergentu użytego do lizy kom órek. N aw et jego 
niewielkie ilości pozostające na filtrze zakłócają elucję i obniżają wyniki 
oznaczeń DPC. Błąd tego rodzaju jest łatwy do zauważenia, ponieważ zmienia 
kąt nachylenia krzywych elucji i zmniejsza powtarzalność uzyskiwanych wyni-
ków. N a powtarzalność wyników otrzymyw anych wszystkimi modyfikacjami 
alkalicznej elucji D N A  wpływa też dokładność działania pom p perystaltycz- 
nych. Nawet urządzenia najbardziej renomowanych producentów nie gwarantu-
ją  tej samej szybkości pom pow ania we wszystkich kanałach. D latego przed 
rozpoczęciem eksperymentów każde nowe urządzenie musi być dokładnie 
przetestowane i wyregulowane. D odatkow ym sposobem poprawiającym pow ta-
rzalność i porównywalność wyników jest zastosowanie normalizacji opartej na 
w prow adzeniu dodatkow ego standardu D N A , obecnego we wszystkich bada-
nych próbkach [2-4], Źródłem tego D N A  są komórki napromieniowane dawką 
3 Gy. D N A  standardow y wyznakowany jest innym izotopem prom ieniotw ór-
czym niż D N A  komórek badanych. Badany i standardowy D N A  eluowane są 
jednocześnie z tego samego filtru. Krzyw ą elucji przedstawia się wówczas jako



zmiany retencji badanego D N A  w odniesieniu do retencji standardow ego 
D N A , a nie jako  funkcję czasu trw ania elucji lub objętości eluatu.

W większości odmian elucji D N A  z filtrów m em branow ych stosowane 
są warunki alkaliczne. pH buforów  elucyjnych nie powinno być niższe niż 
12,0. Ze względu na szybkie pochłanianie C O z przez alkaliczne roztw ory 
ich pH  nie jest stabilne i dlatego przed każdym doświadczeniem musi być 
sprawdzane. Przy wartości p il  od 11,7 do 11,9 rozdzielenie nici D N A  nie 
jest pełne, co może się stać przyczyną błędnych wyników i prow adzić do 
obniżenia częstości wykryw anych SSB, a także pozornego podwyższenia 
częstości ISC lub D PC. Interpretując wyniki oznaczeń ISC należy brać pod 
uwagę, że alkaliczność buforów elucyjnych, jakkolw iek konieczna, m oże 
pow odow ać hydrolizę wiązań sieciujących pow odowanych przez niektóre 
związki reagujące z D N A  [17, 18]. D latego w pracach nad m echanizm ami 
działania związków sieciujących, metodyka badań nie powinna być ograniczona 
tylko do alkalicznej elucji DN A . T a ostatnia  uwaga m a charakter ogólny
i dotyczy również innych technik używanych w badaniach czynników 
genotoksycznych.

PO D SU M O W A N IE

K ażde z uszkodzeń D N A , które wykrywane jest alkaliczną elucją, może 
być oznaczane innymi m etodam i. W przypadku w ykryw ania SSB istnieją 
naw et m etody ok. 10 razy czulsze, takie jak  ultraw irow anie nukleoidów  [19] 
lub wiskoelastymetria D N A  [20]. W iększość m etod analizy uszkodzeń D N A  
w kom órkach ssaków, alternatywnych w stosunku do alkalicznej elucji, jest 
przystosowana do wykrywania tylko jednego rodzaju uszkodzenia chromatyny, 
a nieliczne z nich, jak  np. m etoda „kom etkow a” , pozw alają badać zarówno 
pęknięcia D N A , jak i ISC [21]. Podstawową zaletą alkalicznej elucji D N A  
jest jej uniwersalność. Pozwala ona bowiem na szybkie wykrycie wielu 
rodzajów  uszkodzeń D N A , obecnych w jednej badanej populacji komórek. 
T a  cecha powoduje, że w rutynowych badaniach aktywności genotoksycznej 
leków i substancji zanieczyszczających środowisko naturalne, alkaliczna 
elucja D N A  jest techniką często stosowaną.
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AN A LY SIS O F  DNA D AM A GE  IN M A M M A L IA N  C E L L S BY A L KA L IN E  E L U T IO N

D N A  alkaline e lution is one o f the m ost p rom inen t m ethods which are curren tly  in use 
for investigation  o f the  effects o f  genotoxic agents. T he m ain  advantage o f  th is  technique is 
its high  sensitivity as well as versatility th a t allows one to  m easure  a  varie ty o f D N A  lesions. 
Basic p rinciples o f the  m ethod  and  its research applications are  reviewed.


