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ANALIZA USZKODZEN DNA W KOMORKACH SSAKOW
METODA ELUCJI ALKALICZNEJ

Jedng z wazniejszych metod stosowanych do badania efektow dziatania czynnikow
genotoksycznych jest elucja alkaliczna DNA. Jej podstawowymi zaletami sa wysoka
czuloéé oraz uniwersalno§¢ pozwalajaca na oznaczanie wielu réznych uszkodzen
DNA. W pracy przedstawiono podstawy metody oraz jej zastosowania badawcze.

WSTEP

Analiza uszkodzen DNA, czyli ich identyfikacja oraz pomiar czgstosci
wystgpowania w genomie, stosowana jest w badaniach mechanizmoéw dziatania
czynnikow genotoksycznych. Czynniki te maja naturg fizyczng (promieniowanie
ultrafioletowe i jonizujace) lub sa zwigzkami chemicznymi réznigcymi sig
miedzy soba zaréwno mechanizmami reakcji ze skladnikami chromatyny,
jak i biologicznymi konsekwencjami dzialania. Zaleznie od rodzaju anali-
zowanego uszkodzenia DNA, stosowane sg techniki oparte na réznych
podstawach fizykochemicznych. Istnieje kilka rodzajow uszkodzen DNA,
ktére zmieniaja w sposob rzeczywisty (pgknigcia nici) lub pozorny (migdzy-
niciowe wigzania sieciujace, wigzania DNA-biatko) wielkos¢ czasteczki
polinukleotydu. Jednag z metod, ktora odgrywa szczegOlnie wazna rolg
w badaniu takich uszkodzen, jest elucja alkaliczna DNA opracowana przez
Kohna [1-4]. W ciagu 25 lat od momentu pojawienia si¢ pierwszej
publikacji donoszacej o nowej metodzie wykrywania peknig¢ DNA [1],
powstaty liczne jej modyfikacje zwigkszajace liczbg rodzajow uszkodzen
DNA, ktére mozna wykrywac ta technika. Obecnie jest ona stosowana do
wykrywania oraz ilosciowego oznaczania nastepujacych uszkodzen DNA:
pojedynczych peknigé nici (SSB, ang. single strand break), podwdjnych
peknig¢ nici (DSB, ang. double strand break), miedzyniciowych wigzan
sieciujacych (ISC, ang. interstrand cross-link), miejsc wrazliwych na hydroliz¢
alkaliczna (ALS, ang. alkali-labile sites), miejsc potencjalnie sieciowalnych
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w DNA oraz wigzan sieciujacych DNA-biatko (DPC, ang. DNA-protein
crosslink). Liczne modyfikacje metody powoduja, Ze czasem uzywany jest
w literaturze termin ,,elucja membranowa”, obejmujacy wszystkie wersje tej
techniki, opartej na eluowaniu DNA, ktory zostal wczedniej zaadsorbowany
na specjalnych filtrach. Celem niniejszego przegladu jest przedstawienie
mozliwoéci badawczych metody bez omawiania przepisow wykonawczych.
Najbardziej szczegolowy opis wykonywania analizy uszkodzen DNA technikg
alkalicznej elucji DNA mozna znalez¢ w [3].

WYKRYWANIE POJEDYNCZYCH I PODWOJNYCH PEKNIEC NICI DNA

Termin ,,pojedyncze peknigcia” nici nie oznacza, ze uszkodzenia zloka-
lizowane sa wylacznie na jednej z komplementarnych nici DNA. Przeciwnie,
pekniecia znajduja si¢ na obu niciach, z tym, ze sa od siebie oddalone o co
najmniej 50 nukleotydéw [2]. Jezeli peknigcia wystgpuja réownolegle lub
odlegloé¢ migdzy nimi jest mniejsza od 50 nukleotydow, wowczas uszkodzenie
to nazywane jest podwojnym peknigciem nici.

Zasade wykrywania SSB przedstawiono na rys. 1. Komorki z DNA,
wyznakowanym najczesciej za pomoca radioaktywnej tymidyny, nanoszone
sa na filtry membranowe wykonane z materialu charakteryzujacego si¢
niskim powinowactwem do bialek i poddane lizie buforem zawierajacym
siarczan dodecylu sodu (SDS). Najczgsciej stosowane sa filtry poliwgglanowe
firmy Nucleopore lub Millipore o $rednicy porow 0,8-2 um. Po przesaczeniu
lizatu, na filtrze zatrzymany zostaje DNA wraz z niewielka iloScia bialek
[1-4]. Poniewaz obecno$¢ bialek zaburza przeptyw DNA przez filtry, nalezy
przed rozpoczgciem elucji dokona¢ odbialczenia DNA. Wykonuje si¢ to
w prosty sposéb poprzez inkubacj¢ filtrow w roztworze zawierajacym
proteinaz¢ K. Po strawieniu bialek, na filtry nanoszony jest alkaliczny (pH
12,1-12,2) bufor denaturujacy i jednoczesnie wymywajacy DNA. Denaturacja
DNA jest konieczna, aby dhlugie nici polinukleotydowe mogly przejs¢ przez
pory filtrow w trakcie powolnego przeptywu buforu. W natywnym heliksie
DNA nici komplementarne stabilizuja si¢ nawzajem, dzigki czemu posiada
on wiasciwoéci mechaniczne helikalnej sprezyny i stawia opor sitom dzia-
lajacym poprzecznie do osi czasteczki. Utrudnia to wyginanie czgsteczek
DNA, ktore sa zbyt dlugie aby przej$¢ przez male pory filtréw. Pojedyncze
nici zdenaturowanego DNA sa wiotkie, tatwo ulegaja przemianom konfor-
macyjnym i moga przeplywaé przez filtr z szybkoscia zalezna jedynie od
ich dtugosci [1-4]. Poréwnujac szybkosci elucji DNA z komorek kontrolnych
i z komorek, ktére poddano dzialaniu czynnikéw powodujacych peknigcia
nici (rys. 2), latwo zauwazy¢ zalezny od st¢zenia czynnika genotoksycznego
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wzrost szybkosci elucji [5]. Korzystajac z odpowiednich metod obliczeniowych
mozna oznaczyC czgstoS¢ wystgpowania peknig¢ i wyrazi¢ ja w umownych
jednostach (najcz¢$ciej jako rownowaznik dawki promieniowania jonizujacego,
tzw. rad-ekwiwalent) lub obliczy¢ czesto§¢ absolutng (np. liczba peknieé/10°
nukleotydow). Czulo$¢ metody wynosi 1 peknigcie/107 nukleotydow [2]
i odpowiada czuloéci innych popularnych obecnie metod wykrywania
peknigé nici DNA, takich jak metoda kometkowa [6] czy test alkalicznego
rozwini¢gcia DNA [7].
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Rys. 2. Krzywe elucji DNA komoérek linii HeLa poddanych dzialaniu czynnikéw generujacych

wolne rodniki. Hodowane in vitro komorki HeLa inkubowano 60 min w temperaturze 0°C

z H,0, lub poddano promieniowaniu y (dawka 3 Gy). A — DNA kontrolny; A — 50 uM

H,0, @® - 100 uM H,0,; O - 200 uM H,0, O - promieniowanie y (dawka 3 Gy).
Wedtug Szmigiero i Studziana [5]

Przyjmuje si¢ zazwyczaj, ze w $rodowisku alkalicznym oznaczane sa
pojedyncze peknigcia nici DNA, ale trzeba pamigtaé, ze metoda nie odroznia
w tych warunkach SSB od DSB, czyli w rzeczywistoéci oznaczana jest suma
obu tych uszkodzen. Jezeli istnieje konieczno$¢ pomiaru czgstosci DSB,
elucj¢ prowadzi si¢ za pomoca buforu o pH 10 [2-4]. Pozostale warunki
sa identyczne jak w przypadku oznaczania SSB. Ze wzgledu na wspomniang
wczesniej trudno$¢ przechodzenia dwuniciowego DNA przez filtry nalezy
stosowac filtry o porach posiadajacych wigksza $rednicg (2-5 um). Czuloéé
metody w tych warunkach jest w przyblizeniu 10-krotnie nizsza [2-4].
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OZNACZANIE MIEJSC DNA WRAZLIWYCH NA HYDROLIZE ALKALICZNA

Istnieje wiele czynnikoéw genotoksycznych, ktore uszkadzaja DNA bez
przerywania cigglo$ci jego nici, ale zmieniaja stabilno$¢ polinukleotydu
w §rodowisku zasadowym. Takimi uszkodzeniami sa np. produkty alkilacji
grup fosforanowych lub miejsca bez zasad (abasic site) [8, 9]. Te ostatnie
powstaja w wyniku dzialania enzymoOw reperacyjnych usuwajacych zmody-
fikowane czynnikami genotoksycznymi zasady azotowe lub poprzez samo-
rzutny rozpad wigzan N-glikozydowych. W §rodowisku silnie alkalicznym
miejsca takie (ALS) ulegaja przeksztalceniu w peknigcia nici. Ich oznaczanie
przeprowadzane jest w sposob prawie identyczny jak w przypadku SSB,
z tym, ze plyn elucyjny posiada wyzsze pH (12,7 zamiast 12,1), a przed
rozpoczeciem elucji inkubuje si¢ zaadsorbowany na filtrach DNA, przez
kilka godzin w plynie denaturujacym (rys. 3). Obecno§¢ ALS w DNA
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Rys. 3. Krzywe elucji wskazujace na obecnof.sé w l?NA miej:sc wrailiwy?h na hydroli;g
alkaliczng. Komorki HeLa eksponowano na dzialanie iperytow lzofosforoam'ldowych ‘60 min
w 37°C, nastepnie poddano lizie na filtrach poliweglanowych. DNA, .odblalczono i przed
rozpoczeciem elucji DNA inkubowano 3 godz. w t?mpe:raﬁurze polso_;owej w buforze pH 12.9.
Duza szybkoé¢ elucji DNA z komorek poddanych.dztalamu iperytu q:brmno-l;ofosforoam:dowego
wskazuje na obecno$¢ w DNA miejsc wrazliwych na hydrolizg alkal{czna. O —-.DNA
kontrolny; O - iperyt dichloro-izofosforamidowy; @ — iperyt cl.ﬂorobr.omo-lz?quforoamxdowy;
® - iperyt dibromo-izofosforoamidowy. Wediug Studziana i Szmigiero [10]
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mozna zauwazyC takze w przypadku oznaczania SSB, poniewaz krzywe
elucji posiadaja wowczas charakterystyczne wykrzywienia wskazujace na jej
przyspieszanie w trakcie przemywania filtrow alkalicznym roztworem [2-4].

OZNACZANIE MIEDZYNICIOWYCH WIAZAN SIECIUJACYCH

Niektore zwigzki chemiczne posiadaja wiecej niz jedno centrum zdolne
do tworzenia kowalencyjnych polaczen z DNA. Moga wigc reagowac
dwufunkcyjnie i przylacza¢ si¢ jednocze$nie do obu komplementarnych nici
DNA, tworzac uszkodzenie DNA zwane migdzyniciowym wigzaniem sieciu-
jacym (ISC). Przykladami takich zwigzkow sa liczne leki przeciwnowotworowe,
takie jak cis-diamminodichloroplatyna, mitomycyna C, nitrozomoczniki,
pochodne iperytu azotowego [l1] lub izofosforamidowego [10]. Zasada
oznaczania ISC przedstawiona jest na rys. 1. Przebieg oznaczenia przypomina
procedurg¢ stosowang do wykrywania SSB i takze w tym przypadku konieczne
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Rys. 4. Krzywe elucji charakterystyczne dla DNA zawierajgcego miedzyniciowe wigzania
sieciujace. Komorki HeLa eksponowano na dzialanie iperytow izofosforoamidowych 60 min
w 37°C, nastgpnie poddano je promieniowaniu y dawka 3 Gy i zlizowano na filtrach
poliwgglanowych. DNA eluowano z filtrow buforem o pH 12,1. 0 — DNA kontrolny;
O - iperyt dichloro-izofosforamidowy; ® — iperyt chlorobromo-izofosforoamidowy; @ — iperyt
dibromo-izofosforoamidowy. Wedtug Studziana i Szmigiero [10]
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jest zdenaturowanie DNA alkalicznym buforem elucyjnym [2-4]. Obecnos¢
ISC powoduje, ze pojedyncze nici zdenaturowanego DNA nie oddalaja si¢
od siebie, mimo zerwania wigzan wodorowych pomigdzy komplementarnymi
parami zasad. Dzigki temu dochodzi do spowolnienia wyplywu DNA
z filtrow, gdyz dwie nici przechodzgq przez pory filtrow razem, imitujgc
edna dluzsza czasteczke. Efekt ten widoczny jest tylko wtedy, gdy nici DNA
nie sa zbyt dlugie. Dlatego komorki kontrolne i badane na obecnos¢ ISC
poddawane sa przed liza promieniowaniu y (dawka 3 Gy) celem pocigcia
nici DNA na krotsze odcinki. O obecnosci ISC $wiadczy zmniejszenie
w porownaniu z kontrola szybkosci elucji DNA (rys. 4).

Konieczno$¢ fragmentacji DNA za pomoca promieniowania jonizujacego
jest istotnym utrudnieniem technicznym, wymaga bowiem dostgpu do
aparatury radiacyjnej, wysoko wydajnych bomb kobaltowych lub aparatow
Roentgena o duzej mocy. Problem ten mozna jednak omingé stosujac
alternatywne metody fragmentacji DNA wykorzystujace zwiazki chemiczne
zdolne do generowania wolnych rodnikéw. Najczeéciej stosowanymi do tego
celu zwiazkami sa: nadtlenek wodoru [5] i bleomycyna [12].

OZNACZANIE W DNA MIEJSC POTENCJALNIE SIECIOWALNYCH

Zwiazki powodujace ISC reaguja z DNA dwuetapowo [11]. W pierw-
szym etapie powstaje monoaddukt z czasteczka czynnika sieciujacego
przylaczona do jednej tylko nici DNA. Monoaddukt, ktéry posiada
w swojej czasteczce drugie centrum zdolne do kowalencyjnego polaczenia
z DNA, moze po pewnym czasie (1-6 godz.) wytworzy¢ drugie wigzanie
z komplementarna niciag. Pewna czg$¢ monoadduktow zostaje w tym cza-
sie usuni¢ta na drodze spontanicznego odrzucenia zmodyfikowanej zasady
lub w wyniku dzialania komoérkowych systemow naprawczych. Aby moz-
liwa byla ocena sprawnosci systemow naprawy ISC, konieczna jest znajo-
moéé potencjalnie maksymalnej czestosci tych uszkodzen, ktére moglyby
zaistnie¢ przy braku mechanizmoéw usuwajacych monoaddukty. Jedna
z modyfikacji alkalicznej elucji pozwala na oznaczenie czestosci miejsc
potencjalnie sieciowalnych [13]. W metodzie tej komoérki poddawane sa
dzialaniu czynnika sieciujacego, w czasie ktorego dochodzi do powstania
monoadduktow. Nastgpnie przeprowadza si¢ fragmentacje DNA i lizuje
komorki na filtrach membranowych. Po odbialczeniu DNA nie zostaje on
od razu zdenaturowany, lecz filtry sa inkubowane w buforze o pH 10
w 37°C przez wiele godzin (do 12). W tym czasie moze zachodzi¢ drugi
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etap sieciowania, w ktorym monoaddukty reaguja z DNA nici kompleman-
tarnej. W reakcji tej uczestniczy znacznie wigksza liczba monoadduktow,
niz ma to miejsce w przypadku, gdy reakcja biegnie wewnatrz komorki [13).

OZNACZANIE WIAZAN SIECIUJACYCH DNA-BIALKO

Ten rodzaj uszkodzen chromatyny jest stosunkowo najmniej poznany,
mimo ze powodowany jest przez bardzo wiele czynnikéw. Alkaliczna elucja
DNA jest jedng z wazniejszych technik, ktore sa uzywane do jego oznaczania
[2-4]. Sposéb oznaczania DPC przypomina procedur¢ opracowang dla
wykrywania ISC z kilkoma zmianami. Fragmentacja DNA przeprowadzana
jest zwykle 10 razy wyzsza dawkg promieniowania, komorki poddawane sa
lizie na filtrach membranowych o duzym powinowactwie do bialek i pomija
si¢ odbialczanie. Mocno pocigty przez promieniowanie y lub inny czynnik
generujacy wolne rodniki i nastgpnie zdenaturowany DNA wyplywa z filtrow
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Rys. 5. Wykrywanie wigzat DNA-biatko metodg alkalicznej elucji. Komorki Hela inkubowano
z iperytami izofosforoamidowymi jak podano w opisie rys. 4 i poddano promieniowaniu
y (dawka 30 Gy). Komorki zlizowano na filtrach polichlorowinylowych i eluowano DNA
buforem o pH 12,1 nie zawierajgcym detergentéw. [0 — DNA kontrolny; O - iperyt
dichloro-izofosforamidowy; @ — iperyt chlorobromo-izofosforoamidowy; @ - iperyt dibromo-
-izofosforoamidowy. Wedtug Studziana i Szmigiero [10]
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bardzo szybko [2-4]. Natomiast frakcja DNA, ktora polaczona jest kowalen-
cyjnymi wigzaniami z biatkami, zostaje wraz z nimi zaadsorbowana na
filtrze (rys. 5). lloé§¢ DNA zatrzymanego na filtrze jest miarg czgstosci DPC
[2-4, 14]. Czulo$¢ wykrywania DPC nie rézni si¢ od czulo$ci pomiaru SSB
oraz ISC i wynosi 1 uszkodzenie/107 nukleotydow [2-4].

MOZLIWOSCI ARTEFAKTOW

Zadna, nawet najbardziej nowoczesna metoda stosowana w badaniach
biochemicznych nie jest pozbawiona ograniczen czy mozliwosci dostarczania
blednych wynikoéw. Nie jest inaczej w przypadku alkalicznej elucji DNA
i nalezy pamigta¢ o przestrzeganiu pewnych zasad w trakcie wykonywania
oznaczen, ktore zabezpieczaja przed artefaktami.

Jednym z czynnikéw wplywajacych na dokladnos¢ oznaczen sa warunki
o$wietlenia pracowni. Wszystkie czynno$ci od momentu rozpoczgcia lizy
komérek musza byé prowadzone w pomieszczeniu zaciemnionym z tylko
jednym, stabym zrédlem $wiatla umieszczonym kilka metréw od miejsca
pracy. Zaciemnienie zabezpiecza DNA przed pojawieniem si¢ dodatkowych
peknigé nici. Szczegdlnie duza wrazliwo$¢ na $wiatlo wykazuje DNA
jednoniciowy. Dwuminutowe naswietlenie zdenaturowanego DNA za pomoca
zwyklych $wietlowek znajdujacych si¢ w odleglosci 10 cm od filtrow
powoduje pojawienie si¢ peknigé nici z czgstoscia rownowazng dziataniu
promieniowania y o dawce 3 Gy (Szmigiero i Kohn, wyniki nie publikowane).
Poniewaz elucja zdenaturowanego DNA trwa zwykle od 5 do 15 godz,
wiec zaciemnienie pracowni w tym okresie powinno odpowiada¢ ciemni
fotograficznej. Dwuniciowy DNA nie jest tak mocno wrazliwy na dzialanie
§wiatla, ale trzeba pamigtaé, ze wicle zwiazkow oddzialywajacych z DNA
moze mie¢ wlasciwosci $wiatlouczulajace. Tak jest w przypadku barwnych
ligandéw interkalujacych, takich jak bromek etydyny lub zwigzki akrydynowe.
Naswietlanie dwuniciowego DNA w obecnosci bromku etydyny w st¢zeniach
rzedu 1077 mol/dem® powoduje bardzo wysoka czgsto$¢ peknig¢ nici DNA,
rownowazng promieniowaniu y o dawce 4-5 Gy (Szmigiero i Kohn, wyniki
nie publikowane). Drugim czynnikiem zwigkszajacym czgsto$¢ peknigc
w badanym DNA moze by¢ nadmierna szybko$¢ przeptywu buforu elucyjnego
przez filtry. Szybkos¢ ta kontrolowana jest za pomoca wielokanatowych
pomp perystaltycznych i powinna by¢ utrzymana w przedziale
0,03-0,10 ml/min. Mozliwe jest rowniez uzyskanie falszywie zanizonych
oznaczen czestoici SSB spowodowane niedostatecznym odbialczaniem. Zasad-
niczo standardowa metoda odbialczania DNA wykorzystujaca trawienie
lizatow komorkowych proteinaza K jest zabiegiem wystarczajacym do
usunigcia bialek z filtrow [1-4]. Jednakze zdarzaja si¢ czynniki genotoksyczne,
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ktore wytwarzaja DPC wykazujace, z niewyjasnionych przyczyn, znaczng
oporno$¢ na trawienie proteinaza [15]. W takich przypadkach nalezy ustali¢
niestandardowe warunki odbialczania: podwyZszone stgzenie proteinazy
i przedtuzony czas trawienia lizatow.

Podobne zasady prowadzenia eksperymentoéw dotycza oznaczania ISC.
Z tym, ze czynniki wprowadzajace artefakty podczas oznaczania SSB
dziataja odwrotnie w przypadku wykrywania sieciowania DNA. Swiatto
obniza ilo§¢ wykrywanych ISC, a niedostateczne odbialczanie pozornie ja
podwyzsza. Oddzielnym problemem, ktory nie wydaje si¢ mozliwy do
calkowitego rozwigzania, jest badanie zwigzkéw indukujacych w DNA
jednoczeénie SSB oraz ISC. Pegknigcia DNA zwigkszaja szybkos¢ elucii,
a wigzania sieciujace ja obnizaja. Dochodzi wigc do wzajemnego maskowania
uszkodzen. Na ogo6l oba te uszkodzenia roéznig si¢ kinetyka powstawania
i reperacji, dzigki czemu maksima ich efektow rozdzielone sa w czasie [16].
Fakt ten daje mozliwo§¢ oznaczenia p¢knigé nici i wigzan sieciujacych DNA
w innym czasie po zakonczeniu ekspozycji komorek na dzialanie czynnika
genotoksycznego. Jezeli taki sposob prowadzenia eksperymentu nie jest
mozliwy, nalezy zastosowaé¢ matematyczna metode¢ korekcji wynikow [3, 4].
Trzeba jednak w tym przypadku pamigta¢, ze metoda oparta jest na
pomiarach wykonanych dla szczegélnego ukladu uszkodzen wywotlanych
jednoczesnym dzialaniem iperytu azotowego jako czynnika sieciujacego
i promieniowaniem jonizujagcym powodujacym peknigcia DNA [3]. Inne
czynniki genotoksyczne moga posiada¢ odmienng charakterystyke krzywych
elucji i zalozenia matematyczne wspomnianej metody obliczeniowej korygujacej
wyniki oznaczen moga nie by¢ dla tych czynnikow wlasciwe.

Podczas oznaczania DPC trzeba z kolei zwraca¢ uwage na dokladnosé
oczyszczenia filtrow z detergentu uzytego do lizy komorek. Nawet jego
niewielkie ilo§ci pozostajace na filtrze zaklocaja elucj¢ i obnizaja wyniki
oznaczenn DPC. Blad tego rodzaju jest fatwy do zauwazenia, poniewaz zmienia
kat nachylenia krzywych elucji i zmniejsza powtarzalno$¢ uzyskiwanych wyni-
koéw. Na powtarzalnos¢ wynikéw otrzymywanych wszystkimi modyfikacjami
alkalicznej elucji DNA wplywa tez dokladnos§¢ dziatania pomp perystaltycz-
nych. Nawet urzadzenia najbardziej renomowanych producentow nie gwarantu-
ja tej samej szybkosci pompowania we wszystkich kanalach. Dlatego przed
rozpoczeciem eksperymentow kazde nowe urzadzenie musi by¢ dokladnie
przetestowane i wyregulowane. Dodatkowym sposobem poprawiajacym powta-
rzalno$¢ i porownywalnos¢ wynikow jest zastosowanie normalizacji opartej na
wprowadzeniu dodatkowego standardu DNA, obecnego we wszystkich bada-
nych probkach [2-4]. Zrodlem tego DNA sa komorki napromieniowane dawka
3 Gy. DNA standardowy wyznakowany jest innym izotopem promieniotwor-
czym niz DNA komorek badanych. Badany i standardowy DNA eluowane sa
jednoczesnie z tego samego filtru. Krzywa elucji przedstawia si¢ wowczas jako
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zmiany retencji badanego DNA w odniesieniu do retencji standardowego
DNA, a nie jako funkcj¢ czasu trwania elucji lub objetosci eluatu.

W wigkszoéci odmian elucji DNA z filtrow membranowych stosowane
sa warunki alkaliczne. pH buforow elucyjnych nie powinno byé nizsze niz
12,0. Ze wzgledu na szybkie pochlanianie CO, przez alkaliczne roztwory
ich pH nie jest stabilne i dlatego przed kazdym do$wiadczeniem musi by¢
sprawdzane. Przy wartoéci pH od 11,7 do 11,9 rozdzielenie nici DNA nie
jest pelne, co moze si¢ sta¢ przyczyna blednych wynikéw i prowadzi¢ do
obnizenia czestosci wykrywanych SSB, a takze pozornego podwyzszenia
czestosci ISC lub DPC. Interpretujac wyniki oznaczen ISC nalezy braé¢ pod
uwage, ze alkaliczno$¢ buforéw elucyjnych, jakkolwiek konieczna, moze
powodowaé hydrolize wigzan sieciujacych powodowanych przez niektére
zwiazki reagujace z DNA [17, 18]. Dlatego w pracach nad mechanizmami
dzialania zwiazkow sieciujacych, metodyka badan nie powinna by¢ ograniczona
tylko do alkalicznej elucji DNA. Ta ostatnia uwaga ma charakter ogdlny
i dotyczy réwniez innych technik uzywanych w badaniach czynnikow
genotoksycznych.

PODSUMOWANIE

Kazde z uszkodzen DNA, ktére wykrywane jest alkaliczng elucja, moze
by¢ oznaczane innymi metodami. W przypadku wykrywania SSB istnieja
nawet metody ok. 10 razy czulsze, takie jak ultrawirowanie nukleoidow [19]
lub ‘wiskoelastymetria DNA [20]. Wigkszo$¢ metod analizy uszkodzenn DNA
w komérkach ssakéw, alternatywnych w stosunku do alkalicznej elucji, jest
przystosowana do wykrywania tylko jednego rodzaju uszkodzenia chromatyny,
a nieliczne z nich, jak np. metoda ,.kometkowa”, pozwalaja bada¢ zar6wno
pekniecia DNA, jak i ISC [21]. Podstawowa zaleta alkalicznej elucji DNA
jest jej uniwersalno$é. Pozwala ona bowiem na szybkie wykrycie wielu
rodzajow uszkodzeii DNA, obecnych w jednej badanej populacji komorek.
Ta cecha powoduje, ze w rutynowych badaniach aktywnosci genotoksycznej
lekow i substancji zanieczyszczajacych Srodowisko naturalne, alkaliczna

elucja DNA jest technika czgsto stosowang.
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ANALYSIS OF DNA DAMAGE IN MAMMALIAN CELLS BY ALKALINE ELUTION

DNA alkaline elution is one of the most prominent methods which are currently in use
for investigation of the effects of genotoxic agents. The main advantage of this technique is
its high sensitivity as well as versatility that allows one to measure a variety of DNA lesions.
Basic principles of the method and its research applications are reviewed.



