
STRESZCZENIE

Jedną z podstawowych metod określania stopnia zagro-
żenia środowiskowego ludzi jest oznaczenie substancji
szkodliwych w poszczególnych elementach środowiska
(powietrze, woda, gleba, żywność). W odróżnieniu od
monitoringu środowiska – monitoring biologiczny ludzi
(HBM) umożliwia oszacowanie wielkości dawki wchło-
niętej, ogólnej bądź zlokalizowanej w określonym narzą-
dzie. HBM pozwala na ocenę narażenia na substancje,
które wchłaniane są do organizmu wszystkimi drogami 
i z różnych nośników zanieczyszczeń. Polega na pomiarze
wskaźników, tzw. biomarkerów w płynach ustrojowych
(krew, mocz, ślina, itd.) lub w tkankach i narządach. Bio-
markery dzielimy na markery ekspozycji, skutków oraz
wrażliwości.

Szczególnie przydatną metodą jest oznaczanie adduk-
tów, czyli związków substancji rakotwórczych (lub ich
metabolitów) z białkami lub DNA, będących markerem
narażenia. Za biomarkery skutków biologicznych uznawa-
ne są różne zmiany cytogenetyczne, w tym także obecne 
w komórkach mikrojądra. Są to struktury pozajądrowe
zawierające fragmenty chromatyny (powstałe w skutek
pęknięć DNA) lub całe chromosomy (uszkodzenia wrze-
ciona podziałowego). 

Większość badań poziomu adduktów DNA i mikrojąder
była dotychczas prowadzona w  komórkach limfocytów
krwi obwodowej. W chwili obecnej prowadzenie badań
z wykorzystaniem krwi, zwłaszcza u dzieci jest obostrzone
względami bioetycznymi, dlatego zainteresowaniem nau-
kowców zaczęły się cieszyć testy wykorzystujące komórki
nabłonkowe z jamy ustnej.

Komórki nabłonkowe są głównym budulcem tkanki
nabłonkowej, a także stanowią około 60% wszystkich
komórek organizmu człowieka. Tkanka nabłonkowa pełni
przede wszystkim funkcję okrywającą i wyściełającą

zewnętrzne oraz wewnętrzne powierzchnie organizmu.
Nabłonek w różnych częściach organizmu człowieka uległ
wysokiej specjalizacji, co związane jest z  jego budową 
i pełnioną funkcją. Jamę ustną człowieka jest pokrywa
nabłonek wielowarstwowy płaski, który zbudowany jest 
z komórek określanych jako keratynocyty. Komórki nabłon-
kowe jamy ustnej mogą podlegać dwóm drogom różnico-
wania – w kierunku nabłonków rogowaciejących i niero-
gowaciejących. 

W niniejszej pracy w oparciu o nasze dotychczasowe
doświadczenia oraz dostępną literaturę przedstawiono pro-
cedury badawcze zawierające opis poboru komórek
nabłonkowych z jamy ustnej oraz przygotowanie go w ten
sposób, aby mógł zostać wykorzystany zarówno do analizy
adduktów DNA, jak i testu mikrojądrowego.

Słowa kluczowe: komórki nabłonkowe z jamy ustnej,
addukty DNA, test mikrojądrowy, biomonitoring

Skróty: HBM – monitoring biologiczny ludzi; TP – tem-
peratura pokojowa, PBS – zbuforowany roztwór soli fizjo-
logicznej

ABSTRACT

One of the basic methods for determining the degree
of environmental risk posed to humans is identification
of harmful substances in various environmental elements
(air, water, soil, food). In contrast to environmental mon-
itoring human biological monitoring (HBM) enables the
estimation of an absorbed dose, general or localized in 
a specific organ. HBM enables the assessment of exposure
to substances which are absorbed by the body via different
exposure pathways and with different contaminant carriers.
It is based on the measurement of indicators, the so-called
biomarkers, in body fluids (blood, urine, saliva, etc.) or in
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WPROWADZENIE

We współczesnym środowisku życia człowieka
występuje wiele czynników, które mogą wywoływać
negatywne skutki zdrowotne. Podstawową metodą
określania stopnia zagrożenia środowiskowego ludzi
jest oznaczenie substancji niebezpiecznych w poszcze-
gólnych elementach środowiska. W odróżnieniu do
monitoringu środowiska monitoring biologiczny ludzi
umożliwia oszacowanie wielkości dawki wchłoniętej,
ogólnej bądź zlokalizowanej w określonym narządzie
lub tkance. Monitoring biologiczny ludzi (HBM, ang.
Human Biomonitoring) pozwala na ocenę narażenia
na substancje, które wchłaniane są do organizmu
wszystkimi drogami i z różnych nośników zanieczysz-
czeń. Polega on na pomiarze wskaźników, tzw. bio-
markerów w płynach ustrojowych (krew, mocz, ślina,
itd.) lub w tkankach i narządach. W zależności od
informacji, jakie dostarczają biomarkery, wyróżnia się
biomarkery narażenia (dawki), skutków (odpowiedzi)
oraz wrażliwości (podatności) [1, 2].

W monitoringu biologicznym ludzi najczęściej
wykorzystywanym materiałem jest krew i mocz, ale
także włosy, paznokcie, mleko matki, ślina czy nasie-
nie. Obecnie coraz częściej w HBM stosuje się komór-
ki nabłonkowe, które mogą być uzyskiwane z jamy
ustnej, śluzówki nosa, pęcherza moczowego lub
pochwy [3–6]. Zainteresowanie naukowców tym
rodzajem komórek wynika nie tylko z faktu ich
powszechnego występowania w organizmie, nieinwa-
zyjnych metod ich poboru oraz możliwości uzyski-
wania tych komórek z różnych narządów jednocześ-
nie, ale także ograniczeniami prawnymi dotyczącymi
poboru krwi. Statystyki dowodzą, że 90% wszystkich
nowotworów ma swoje źródło w zmianach zacho-
dzących w tkance nabłonkowej. Zatem, komórki te

są dobrym materiałem biologicznym do wykrywania
wczesnych zmian, które mogą być wywołane substan-
cjami genotoksycznymi obecnymi w środowisku [7].

Nabłonek jamy ustnej
Jamę ustną człowieka pokrywa nabłonek wielo-

warstwowy płaski, który zbudowany jest z komórek
określanych jako keratynocyty. Nazwa ta pochodzi od
obecności cytokeratyny, białka budującego filamenty
pośrednie cytoszkieletu komórek nabłonkowych.
Włókna keratynowe nadają komórką nabłonkowym
wytrzymałość i odporność na działanie czynników
mechanicznych oraz chemicznych. Do tej pory 
w keratynocytach zidentyfikowano około 30 różnych
białek budujących włókna keratynowe, które poja-
wiają się w czasie procesów różnicowania komórek.
Komórki nabłonkowe jamy ustnej mogą podlegać
dwóm drogom różnicowania – w kierunku nabłon-
ków rogowaciejących i nierogowaciejących [8, 9].

Nabłonek w pełni zrogowaciały występuje w obrę-
bie dziąseł i podniebienia twardego, gdzie śluzówka
jest narażona na działanie sił mechanicznych powsta-
jących szczególnie w trakcie żucia. Natomiast, dolna
powierzchnia języka, dno jamy ustnej, policzki,
wewnętrzna część warg i podniebienie miękkie
pokrywa nabłonek nierogowaciejący. Odmienną ana-
tomię wykazuje górna powierzchnia języka pokryta
wyspecjalizowaną śluzówką w obrębie, której wystę-
puje zarówno nabłonek rogowaciejący, jak i niero-
gowaciejący [8]. 

Struktura tkanki nabłonkowej jamy ustnej warun-
kuje szereg jej funkcji. Pełni ona przede wszystkim
funkcje osłaniające i ochronne, czyli zabezpiecza
tkanki leżące głębiej przed uszkodzeniami mecha-
nicznymi, działaniem patogenów (np. bakterie, pier-
wotniaki) oraz wysychaniem. Nabłonek uczestniczy
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tissues and organs. Biomarkers can be divided into markers
of exposure, effects and susceptibility.

A particularly useful method is determination of
adducts, i.e. carcinogenic compounds (or their metabolites)
with proteins or DNA, which are markers of exposure. Bio-
markers of biological effects are different cytogenetic
changes, including micronuclei. These are extranuclear
structures containing fragments of chromatin (arising as 
a result of DNA breaks) or whole chromosomes (damage
to the spindle apparatus during mitosis).

Up to now most studies on the DNA adduct levels and
micronuclei have been conducted in peripheral lympho-
cytes. At present, studies using blood, especially in children
to restricted to ethical aspects, and therefore tests using
epithelial cells from the oral cavity have become more
popular.

Epithelial cells are the main building material of an

epithelial tissue which makes up about 60% of all cells of
the human body. The main function of the epithelial tissue
is covering and lining of the outer and inner surfaces of
the body. Epithelium underwent high specialisation in var-
ious parts of the human body, which is associated with its
structure and function. Human oral cavity is covered by
stratified squamous epithelium, which is comprised of cells
called keratinocytes. Oral epithelial cells may differentiate
in two directions: towards keratinized or nonkeratinized
oral epithelia.

In this study, based on our past experience and the avail-
able literature, research procedures for the collection of
oral epithelial cells and their proper preparation for using
them both for the analysis of DNA adducts and micronu-
cleus assay are presented.

Key words: buccal cells, DNA adduct, micronucleus
assay, biomonitoring



również w reakcjach czuciowych, a także bierze
udział w absorpcji leków i pełni funkcje wydzielniczą
związaną z występowaniem gruczołów ślinowych [9].

Zarówno nabłonek wielowarstwowy płaski rogo-
waciejący, jak i nierogowaciejący zbudowany jest 
z kilku warstw, znacznie różniących się od siebie (ryc.
1). W obrębie nabłonka rogowaciejącego wyróżnia się
cztery warstwy komórek: podstawną (stratum basale),
kolczystą (stratum spinosum), ziarnistą (stratum gra-
nulosum) i warstwę zrogowaciałą (stratum corneum)
[10]. Warstwa podstawna składa się z pojedynczego
rzędu komórek sześciennych lub niskich walcowatych
przylegających do grubej błony podstawnej. Komórki
te, posiadają duże, okrągłe jądro komórkowe i nie-
wielką ilość cytoplazmy. W warstwie tej zachodzą licz-
ne podziały mitotyczne i dlatego nazywana jest rów-
nież warstwą rozrodczą (stratum germinativum) (ryc.
1). Zalicza się do niej również przylegającą cześć
warstwy kolczystej, której komórki także mogą się
dzielić. Warstwa kolczysta zbudowana jest z kilku rzę-
dów większych, wielobocznych komórek ułożonych
luźno, w których zachodzi synteza cytokeratyn.
Komórki warstwy ziarnistej są nieco większe i bardziej
płaskie niż warstwy kolczystej, ściśle do siebie przy-
legają tworząc kilka rzędów. Włókna keratynowe ule-

gają zagęszczeniu i skupiają się w pęczki, a cytoplazma
staje się silnie zasadochłonna. Natomiast, warstwa
rogowa cechuje się wyraźnie kwasochłonnym odczy-
nem. Składa się od kilku do kilkunastu rzędów pła-
skich, martwych komórek o silnie odwodnionej cyto-
plazmie i pogrubionej błonie komórkowej. Komórki
tej warstwy przyjmują kształt łuseczek (płytek) rogo-
wych odrywających się od powierzchni nabłonka. Pro-
ces złuszczania się komórek zachodzi w ciągu kilku
godzin, co uniemożliwia kolonizację nabłonka przez
mikroorganizmy. Ubytek zrogowaciałych komórek
uzupełniany jest przez stałą migracje komórek z głęb-
szych warstw nabłonka [9, 10].

Nabłonek nierogowaciejący dominuje w obrębie
jamy ustnej i podobnie jak rogowaciejący zbudowany
jest z czterech warstw. Pierwsze dwie warstwy pod-
stawna i kolczysta wykazują budowę podobną jak 
w nabłonku rogowaciejącym. Nad komórkami warst-
wy kolczystej nie powstaje warstwa ziarnista, lecz
występują dość duże wieloboczne komórki tworzące
warstwę pośrednią. Najbardziej na zewnątrz położona
jest cienka warstwa bardzo płaskich komórek złusz-
czających się (stratum disjunctum), która ze względu
na swoje właściwości nazywana jest również mianem
rozciągliwej (stratum distendum) (ryc. 1) [8, 9].
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Ryc. 1. Schemat budowy nabłonka wielowarstwowego płaskiego rogowaciejącego (lewy) i nierogowaciejącego (prawy)
Fig. 1. Schematic diagram of the keratinizing (left) and nonkeratinizing (right) squamous epithelium

W komórkach nabłonków nierogowaciejących
włókna keratynowe nie grupują się w pęczki, jak 
w nabłonku rogowaciejącym, lecz są równomiernie
rozmieszczone w cytoplazmie. Inna jest też budowa
keratyn tworzących filamenty pośrednie. Komórki
położone w warstwie złuszczającej się zawierają jądro
komórkowe i mniejszą ilość organelli niż w komór-
kach warstwy pośredniej. Tempo odnowy nabłonka
nierogowaciejącego jest większe niż nabłonka rogo-
waciejącego i dla przykładu dla policzków wynosi
około 14 dni, a dla podniebienia twardego około 24
dni [8, 9].

W nabłonku jamy ustnej występują także komórki
nie będące keratynocytami. Zalicza się do nich mela-
nocyty, czyli komórki barwnikowe nadające natural-
ne zabarwienie błonie śluzowej jamy ustnej. W roz-
woju odpowiedzi immunologicznej w obrębie jamy
ustnej biorą udział komórki Langerhansa położone
w górnej części warstwy kolczystej. Natomiast, w spe-
cyficznych mechanizmach obronnych uczestniczą
także limfocyty występujące zarówno śródbłonowo,
jak i w blaszce właściwej błony śluzowej. Ostatnim
zidentyfikowanym typem komórek nie zaliczanym
do keratynocytów są komórki Merkla, które mają



okrągły kształt i leżą pomiędzy komórkami warstwy
podstawnej. Ze względu na ich położenia w pobliżu
wolnych zakończeń nerwowych, uważa się, że komór-
ki te pełnią funkcję mechanoreceptorów reagując na
dotyk i ucisk [8, 9].

Wykorzystanie komórek nabłonkowych 
z jamy ustnej

W ciągu ostatnich lat komórki nabłonkowe z jamy
ustnej są coraz częściej stosowane w badaniach słu-
żących do oceny uszkodzeń DNA. W nabłonkach
można wykryć zmiany będące biomarkerami nara-
żenia (adddukty DNA), skutków (pęknięcia DNA,
mikrojądra, abberacje chromosomowe), czy wrażli-
wości (polimorfizm genów) [11–19].

Addukty DNA mogą być identyfikowane w tym
materiale przy użyciu metod chemicznych lub immu-
nochemicznych [20–23]. Badania specyficznych
adduktów z wykorzystaniem immunohistochemicz-
nej metody peroksydazowej w komórkach nabłon-
kowych dotyczyły głównie narażenia wynikającego
z palenia papierosów [13, 24, 25] oraz zanieczysz-
czenia powietrza u niepalących kobiet zamieszkują-
cych Górny Śląsk [26].

Wielokrotnie badano występowanie mikrojąder 
w komórkach nabłonkowych z jamy ustnej u osób
palących tytoń w porównaniu z osobami niepalącymi
[27–32]. Wpływ wielopierścieniowych węglowodo-
rów aromatycznych na poziom mikrojąder w komór-
kach z jamy ustnej stwierdzono także u mechaników
silników, taksówkarzy i policjantów [33], benzenu 
u pracowników przemysłu petrochemicznego [14], 
a arsenu u pracowników huty miedzi [34]. Uszkodze-
nia DNA w komórkach nabłonkowych badane testem
mikrojądrowym stwierdzono u pracowników tartaku
[35], stacji benzynowych [36, 37], pielęgniarek poda-
jących leki przeciwnowotworowe [38], malarzy poko-
jowych [39] oraz pracowników fabryki dywanów
[40]. Test ten stosowano także w badaniach narażenia
zawodowego i środowiskowego na pestycydy [41, 42]. 

Przy pomocy testu mikrojądrowego badano wpływ
fal elektromagnetycznych emitowanych przez telefo-
ny komórkowe, prześwietlenia panoramicznego
zębów oraz higieny jamy ustnej i stanu uzębienia na
poziom uszkodzeń DNA w komórkach nabłonko-
wych z jamy ustnej [43–46]. Poziom mikrojąder 
i innych typów zmian w komórkach nabłonkowych
z jamy ustnej zbadano u pacjentów ze zmianami
nowotworowymi dróg oddechowych [47–49]. Test
mikrojądrowy znalazł także zastosowanie w bada-
niach u osób chorych, m.in. z zespołem Downa 
i chorobę Alzheimera [50–52].

Ze względu na swoją nieinwazyjność, test mikro-
jądrowy w komórkach nabłonkowych z jamy ustnej

był stosowany w odniesieniu do populacji dziecię-
cych, jako grupy cechującej się większą wrażliwością
oraz podatnością na szkodliwe czynniki obecne 
w środowisku niż dorośli [53–55]. W badaniach pró-
bowano wykazać zależności pomiędzy częstością
występowania mikrojąder, a wiekiem i płcią dzieci
[56], a także narażeniem środowiskowym dzieci na
ozon, [57], formaldehyd, kurz i rozpuszczalniki [58]
oraz ołów [59]. Wykazano również istotny wpływ
zanieczyszczonego powietrza na poziom mikrojąder
u dzieci [57, 60–62]. 

Możliwość izolacji DNA z komórek nabłonkowych
pozwała na wykorzystanie tego materiału do różnych
analiz [63–66]. Nabłonki z jamy ustnej zostały wyko-
rzystane do badania pęknięć DNA w teście kometo-
wym [11, 18, 67, 68], uszkodzeń oksydacyjnych [17],
polimorfizmiu pojedynczych nukleotydów (SNP, ang.
Single Nucleotide Polymorphism) [69] oraz ekspresji
genów [70].

OPIS PROCEDUR BADAWCZYCH

Opisane poniżej procedury badawcze opracowano
tak, aby przygotowanie materiału do analizy adduk-
tów DNA i testu mikrojądrowego podlegało tym
samym czynnością. Etap wspólny stanowił pobór
komórek nabłonkowych i przygotowanie materiału
obejmujące izolację, oczyszczanie i homogenizację
zawiesiny komórkowej oraz utrwalanie i wykony-
wanie preparatów mikroskopowych (ryc. 2).

Ryc. 2. Schemat obrazujący przebieg procedur badawczych
wykorzystujących komórki nabłonkowe z jamy ustnej

Fig. 2. Diagram showing the course of the testing procedures
using the epithelial cells from the oral cavity
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Pobór komórek nabłonkowych
Komórki nabłonkowe pobierane są z różnych

obszarów jamy ustnej. Najczęściej pochodzą one 
z policzków, a także z dolnej powierzchni języka,
bocznych części języka lub podniebienia twardego
[19, 24, 27, 71, 72]. Do ich pobierania mogą służyć
drewniane albo plastikowe szpatułki lekarskie, wyka-
łaczki, szczoteczki do wymazów cytologicznych,
szczoteczki do zębów [19, 30, 36, 38, 44–47]. 

W naszych badaniach zastosowano sterylną
wymazówkę z flokowanego nylonu (Copan, nr kat.
552C). Ta modyfikacja zapewniała łatwy pobór
komórek i duży odzysk materiału dzięki prostopad-
łemu ułożeniu włókien. Delikatne włókna nylonowe
nie powodowały podrażnień, jakie są typowe dla
szczoteczek do zębów, co jest zaletą szczególnie, gdy
osobą badaną jest dziecko. Zastosowanie pojedynczo
pakowanych, sterylnych wymazówek nylonowych do
poboru komórek nabłonkowych z jamy ustnej gwa-
rantuje pełne bezpieczeństwo.

Przed przystąpieniem do poboru materiału jamę
ustną dokładnie wypłukano wodą w celu usunięcia
zanieczyszczeń. Komórki nabłonkowe pobrano
wyłącznie z obszaru policzków poprzez wielokrotne
pocieranie przy jednoczesnym obracaniu wymazówki
wokół własnej osi. Do każdego policzka (prawe 
i lewe) używano jedną wymazówkę. Pobrany materiał
z obydwu wymazówek wytrząsano do odpowiednio
oznakowanego pojemnika zawierającego 15 ml PBS
(Oxoid, nr kat. BR0014). Zabezpieczone i szczelnie
zamknięte pojemniki transportowano do laborato-
rium w temperaturze +4° C i w takich warunkach
przechowywano do następnego dnia. 

Przygotowanie materiału
Odpowiednie przygotowanie materiału komórko-

wego zapewnia wysoką jakość preparatów mikrosko-
powych, co jest niezmiernie ważne przy prowadzeniu
końcowej analizy. Procedura izolacji, oczyszczania 
i homogenizacji komórek nabłonkowych została
przeprowadzona według protokołu Thomasa i wsp.
[19]. Pobraną zawiesinę komórkową wytrząsano na
Vortexie i przenoszono do próbówki wirówkowej na
15 ml. Po procesie wirowania (10 min, 581 g, TP)
usuwano supernatant pozostawiając około 1 ml
zawiesiny. Do próbówki z zawiesiną komórek dodano
5 ml świeżego roztworu PBS, wytrząsano przy pomo-
cy Vortexu i ponownie wirowano (10 min, 581 g,
TP). Po usunięciu supernatantu ponownie dodano 5
ml PBS. W celu uzyskania zawiesiny pojedynczych
komórek próbkę homogenizowano przy użyciu
homogenizatora (2–3 min, 20.000 obr/min). Aby
usunąć agregaty komórkowe i inne zanieczyszczenia
zawiesinę komórkową filtrowano przez filtr nylono-

wy o średnicy 100 µm. Komórki ponownie wirowano
(10 min, 581 g, TP), a następnie usuwano superna-
tant pozostawiając około 1 ml zawiesiny. Gęstość
uzyskanej zawiesiny sprawdzano przy pomocy
komory Thoma. Próbkę rozcieńczano tak, aby uzys-
kać 80.000 komórek w 1 ml. Do rozcieńczenia sto-
sowano świeżo przygotowaną mieszaninę etanolu 
i lodowatego kwasu octowego (w stosunku 3:1). Aby
zapobiec sklejaniu się komórek mieszaninę utrwala-
jącą dodawano do osadu kroplami cały czas wytrzą-
sając ją na Vortexie. Proces utrwalania trwał mini-
mum 20 min, a uzyskany materiał nanoszono
poprzez nakrapianie na szkiełko mikroskopowe 
w trzech rzędach na całej jego długości. Tak przygo-
towane szkiełka mikroskopowe pozostawiano do cał-
kowitego wyschnięcia, a następnie przechowywano
w temperaturze +4° C. 

Metodyka barwienia immunochistochemicznego
Metody immunohistochemiczne służą do wykry-

wania w komórkach i/lub tkankach substancji o cha-
rakterze antygenowym za pomocą znakowanych
przeciwciał. Wykorzystują one reakcję przeciwciała
z danym antygenem. Wizualizacja miejsca wiązania
jest możliwa dzięki odpowiedniemu znakowaniu
przeciwciała fluorochromami, enzymami lub meta-
lami. Opisana w tej pracy metoda była już wcześniej
stosowana przez Hsu i wsp. [13] w komórkach
nabłonkowych z jamy ustnej do oceny adduktów
DNA z 4-aminobifentylem (4-ABP) oraz adduktów
benzo(a)pirenu (BPDE-1-DNA). Może ona również
posłużyć do oceny adduktów DNA z innymi związ-
kami, dla których są dostępne przeciwciała. 

Najpierw szkiełka przepłukano w PBS (225 min).
W celu degradacji RNA materiał traktowano roztwo-
rem RNazy (100 µg/ml) (Sigma-Aldrich, nr kat.
R6513) i inkubowano (1 h, +37° C). Następnie,
szkiełka przepłukano w PBS (225 min). Dodano roz-
twór proteinazy K (10 µg/ml) (Sigma-Aldrich, nr kat.
P6556) i inkubowano (10 min, TP), aby zhydrolizo-
wać białka. Szkiełka przepłukano ponownie w PBS
(325 min). DNA zdenaturowano przy pomocy 5 M
kwasu solnego (10 min, TP). W celu neutralizacji
kwasu szkiełka umieszczano w 50 mM TRIS base (5
min, TP), a następnie inkubowano w 3% roztworze
H2O2 (5 min, TP), aby unieczynnić endogenne pero-
ksydazy. Preparaty ponownie przepłukano w PBS
(325 min). Na szkiełka nakropiono roztwór bloku-
jący (zestaw ABC, Vector Laboratories, nr kat. PK-
6200) i inkubowano (45 min, +37° C), żeby zapobiec
niespecyficznemu wiązaniu się przeciwciała. W celu
wykrycia adduktów BPDE-1-DNA na preparaty doda-
no pierwszorzędowe przeciwciała 5D11, inkubowano
je przez noc (+4° C) i przepłukano w PBS (325 min).
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Na preparat nanoszono przeciwciała drugorzędowe
związane z kompleksem awidyna-biotyna (zestaw
ABC, Vector), a następnie inkubowano (30 min, +37°
C) i płukano w PBS (325 min). Następnie nakro-
piono wcześniej przygotowany roztwór zawierający
peroksydazę (zestaw ABC) i inkubowano (30 min,
+37° C). Przed płukaniem w PBS (325 min) szkiełka
umieszczano w roztworze Triton X-100 (1% w PBS,
30 s, TP), który zmniejsza napięcie powierzchniowe.
Aby zidentyfikować miejsca wiązania przeciwciała
na preparat nanoszono świeżo przygotowany roztwór
DAB (Kit firmy Vector Laboratories, nr kat. SK-4100)

w celu wywołania reakcji barwnej. Szkiełka inkubo-
wano (7 min, TP), a następnie płukano pod bieżąca
wodą (325 min). Preparaty mikroskopowe przepro-
wadzono przez serię odwadniającą (95% etanol,
100% etanol, ksylen), osuszono i zabezpieczono
medium zamykającym DPX (Merck, nr kat. MM-
101979.0500). Analizę adduktów DNA przeprowa-
dzano metodą półilościową pozwalającą na ocenę
intensywności zabarwienia jąder komórkowych 
z wykorzystaniem mikroskopu świetlnego wyposa-
żonego w kamerę i program do pomiaru gęstości
optycznej (Image ProPlus). 
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Metodyka testu mikrojądrowego
Przy zastosowaniu odpowiedniego barwienia DNA

test mikrojądrowy pozwala na zaobserwowanie wielu
zmian cytogenetycznych zachodzących w komórkach
nabłonkowych. Najbardziej popularne jest barwienie
metodą Feulgena. Po raz pierwszy ta technika bar-
wienia została użyta do obserwacji uszkodzeń DNA
w komórkach nabłonkowych z jamy ustnej przez
Stich i wsp. [73]. Odczynnik Schiffa posłużył do
wybarwienia materiału jądrowego, a roztwór Light
Green do zabarwienia cytoplazmy. Metoda ta jest
zalecana przez protokół metodyczny opublikowany
przez Thomasa i wsp. [19] i obecnie jest przedmiotem
standaryzacji w ramach międzynarodowego projektu
HUMNXL (ang. Human Micronucleus in Exfoliated
Buccal Cells). W tego typu badaniach do barwienia
stosowano również barwniki fluorescencyjne (DAPI,
oranż akrydyny) [27, 38, 41, 42], barwnik Giemzy
[30, 46, 74], hematoksylinę Mayera [29] lub barwie-
nie metodą May-Grunwald-Giemza [28], a także
technikę FISH [14]. W porównaniu z barwnikami
fluorescencyjnymi, które wymagają użycia mikrosko-
pu fluorescencyjnego barwienie metodą Feulgena jest
proste i stosunkowo tanie. Metoda ta pozwala unik-
nąć fałszywie dodatnich wyników, ponieważ barwie-

nie metodą Giemzy i May-Grunwals-Giemsa nie
pozwalają na odróżnienie ciałek keratynowych od
mikrojąder [75]. Co więcej, barwienie zapropono-
wane przez Sticha i wsp. [73] umożliwia prowadzenie
analizy zarówno w mikroskopie świetlnym, jak i fluo-
rescencyjnym. 

W naszych badaniach odpowiednio utrwalone 
i przygotowane preparaty mikroskopowe przeprowa-
dzano przez szereg uwadniający (50% etanol, woda,
20% etanol, woda), a następnie inkubowano w 5 M 

roztworze HCl (30 min, TP) (Merck nr kat. MM-
109911.0001), aby zdenaturować DNA. W celu
sprawdzenia skuteczności działania kwasu solnego
jedno szkiełko umieszczano w wodzie (kontrola
negatywna). Inkubacja preparatów w odczynniku
Schiffa (Sigma-Aldrich, nr kat. 3952016) w ciemności
(90 min, TP) zapewniała wybarwienie DNA na kolor
purpurowy. Następnie preparaty zanurzano w 0,2%
(wt/vol) roztworze Light Green (Polyscinces, nr kat.
02753) przez 30 sekund w celu wybarwienia cyto-
plazmy. Odwodnienie preparatów w etanolu zabez-
pieczało barwnik przed blednięciem. Wysuszone pre-
paraty zamykano za pomocą medium DPX. 

Analiza mikroskopowa wybarwionych prepara-
tów komórkowych została wykonana w mikrosko-

Ryc. 3. Zdjęcia komórek nabłonkowych z jamy ustnej otrzymane za pomocą barwienia
immunohistochemicznego z wykorzystaniem przeciwciał anty-BPDE-1 (powięk-
szenie 400 razy)

Fig. 3. Microphotographs of the epithelial cells from the oral cavity received by immuno-
histochemical staining using anti-BPDE-1 (magnification 4002)



pie świetlnym w powiększeniach 400 i 1000 razy.
Obserwowano zmiany w jądrach komórkowych
wybarwionych na kolor purpurowy oraz w cyto-
plazmie zabarwionej na bladoniebiesko-zielono.
Częstość komórek z mikrojądrami i innych uszko-
dzeń oceniano w 2000 komórek zróżnicowanych.
Analizę uszkodzeń DNA w komórkach nabłonko-
wych z jamy ustnej przeprowadzano zgodnie 

z wytycznymi zaproponowanymi przez Thomasa 
i wsp. [19], które pozwalają na identyfikację komó-
rek bazalnych, zróżnicowanych, z mikrojądrami, 
z mostkami jądrowymi, dwujądrowych, ze skonden-
sowaną chromatyną, kariorhetycznych, piknotycz-
nych i kariolitycznych. Cechy charakterystyczne każ-
dego z typów obserwowanych komórek przed-
stawiono poniżej (ryc. 4). 
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Ryc. 4. Różne typy komórek nabłonkowych z jamy ustnej obserwowane w teście
mikrojądrowym (Holland i inni, [52]; zmodyfikowany).

Fig. 4. Different types of epithelial cells from the oral cavity observed in the micro-
nucleus assay (Holland et al., [52], modified).

PODSUMOWANIE

Coraz powszechniejszy staje się pogląd, że ocena
narażenia pojedynczego człowieka oraz skutków
zdrowotnych, jakie to narażenie u niego powoduje,
jest ważniejsza od oceny zagrożeń, czyli wskaźników
zanieczyszczenia środowiska. Monitoring biologicz-
ny ludzi (HBM) jest obecnie uzupełnieniem moni-
toringu środowiska, a szerokie zastosowanie znalazł
w ocenie narażenia zawodowego i środowiskowego
wybranych populacji. Dotychczas najczęściej stoso-
wanym materiałem w badaniach biomonitoringo-
wych były krew i mocz. Ze względu na powszechne
występowanie w organizmie i nieinwazyjną metodę
poboru komórki nabłonkowe są coraz częściej wyko-
rzystywane jako materiał do różnorodnych analiz.
W materiale tym można wykryć równocześnie zmia-

ny będące biomarkerami narażenia – addukty DNA
i skutków – mikrojądra. Doniesienia literaturowe
wskazują, że w przyszłości izolowane z komórek
nabłonkowych DNA może posłużyć do badania poli-
morfizmów genowych jako biomarkerów wrażliwo-
ści. Metody bazujące na komórkach nabłonkowych
z jamy ustnej są szybsze, łatwiejsze w wykonaniu 
i tańsze w porównaniu z badaniami limfocytów krwi
obwodowej. Ze względu na liczne zalety materiał
ten w przyszłości powinien być wykorzystywany 
w badaniach narażenia dużych populacji, zwłaszcza
dziecięcych.

Praca naukowa finansowana ze środków Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyższego w ramach projektu badaw-
czego nr N N404 1107 34 oraz środków dotacji na pod-
stawową działalność statutową w latach 2008 i 2011.
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