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STRESZCZENIE

Jedna z podstawowych metod okreslania stopnia zagro-
zenia Srodowiskowego ludzi jest oznaczenie substancji
szkodliwych w poszczegélnych elementach Srodowiska
(powietrze, woda, gleba, zywnos$¢). W odréznieniu od
monitoringu Srodowiska — monitoring biologiczny ludzi
(HBM) umozliwia oszacowanie wielkosci dawki wchto-
nigtej, ogélnej badz zlokalizowanej w okre$lonym narzg-
dzie. HBM pozwala na ocen¢ narazenia na substancje,
ktoére wchianiane s3 do organizmu wszystkimi drogami
i z r6znych no$nikow zanieczyszczen. Polega na pomiarze
wskaznikow, tzw. biomarkeréw w plynach ustrojowych
(krew, mocz, Slina, itd.) lub w tkankach i narzadach. Bio-
markery dzielimy na markery ekspozycji, skutkow oraz
wrazliwosci.

Szczegblnie przydatng metodg jest oznaczanie adduk-
tow, czyli zwigzkow substanciji rakotwoérczych (lub ich
metabolitow) z biatkami lub DNA, bedacych markerem
narazenia. Za biomarkery skutkéw biologicznych uznawa-
ne sa rézne zmiany cytogenetyczne, w tym takze obecne
w komorkach mikrojadra. Sa to struktury pozajadrowe
zawierajace fragmenty chromatyny (powstate w skutek
peknie¢ DNA) lub cate chromosomy (uszkodzenia wrze-
ciona podziatowego).

Wigkszo$¢ badan poziomu adduktéw DNA i mikrojader
byta dotychczas prowadzona w komoérkach limfocytow
krwi obwodowej. W chwili obecnej prowadzenie badan
z wykorzystaniem krwi, zwtaszcza u dzieci jest obostrzone
wzgledami bioetycznymi, dlatego zainteresowaniem nau-
kowcow zaczely sie cieszy¢ testy wykorzystujace komorki
nabtonkowe z jamy ustne;j.

Komorki nabtonkowe sg gtownym budulcem tkanki
nabtonkowej, a takze stanowia okoto 60% wszystkich
komorek organizmu cztowieka. Tkanka nabtonkowa petni
przede wszystkim funkcje okrywajaca i wyscietajacg

zewnetrzne oraz wewnetrzne powierzchnie organizmu.
Nabtonek w réznych czesciach organizmu cztowieka ulegt
wysokiej specjalizacji, co zwiazane jest z jego budowg
i pelniong funkcjg. Jame ustna cztowieka jest pokrywa
nabtonek wielowarstwowy ptaski, ktory zbudowany jest
z komorek okreslanych jako keratynocyty. Komoérki nabton-
kowe jamy ustnej moga podlega¢ dwoém drogom r6znico-
wania — w kierunku nabtonkéw rogowaciejacych i niero-
gowaciejacych.

W niniejszej pracy w oparciu o nasze dotychczasowe
do$wiadczenia oraz dostepna literature przedstawiono pro-
cedury badawcze zawierajace opis poboru komorek
nabtonkowych z jamy ustnej oraz przygotowanie go w ten
sposob, aby mogt zosta¢ wykorzystany zarbwno do analizy
adduktéw DNA, jak i testu mikrojadrowego.

Stowa kluczowe: komoérki nabtonkowe z jamy ustnej,
addukty DNA, test mikrojadrowy, biomonitoring

Skroty: HBM — monitoring biologiczny ludzi; TP — tem-
peratura pokojowa, PBS — zbuforowany roztwoér 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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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

WPROWADZENIE

We wspotczesnym Srodowisku zycia cztowieka
wystepuje wiele czynnikdw, ktére mogg wywotywac
negatywne skutki zdrowotne. Podstawowa metoda
okreslania stopnia zagrozenia srodowiskowego ludzi
jest oznaczenie substancji niebezpiecznych w poszcze-
goélnych elementach srodowiska. W odréznieniu do
monitoringu Srodowiska monitoring biologiczny ludzi
umozliwia oszacowanie wielkos$ci dawki wchtonietej,
ogolnej badz zlokalizowanej w okre§lonym narzadzie
lub tkance. Monitoring biologiczny ludzi (HBM, ang.
Human Biomonitoring) pozwala na ocene narazenia
na substancje, ktore wchtaniane s3 do organizmu
wszystkimi drogami i z r6znych nosnikow zanieczysz-
czen. Polega on na pomiarze wskaznikow, tzw. bio-
markeré6w w ptynach ustrojowych (krew, mocz, $lina,
itd) lub w tkankach i narzagdach. W zaleznosci od
informacji, jakie dostarczajg biomarkery, wyr6znia sie
biomarkery narazenia (dawki), skutkéw (odpowiedzi)
oraz wrazliwosci (podatnosci) [1, 2].

W monitoringu biologicznym ludzi najczesciej
wykorzystywanym materiatem jest krew i mocz, ale
takze wtosy, paznokcie, mleko matki, §lina czy nasie-
nie. Obecnie coraz czeSciej w HBM stosuje sie komor-
ki nabtonkowe, ktére moga by¢ uzyskiwane z jamy
ustnej, sluzowki nosa, pecherza moczowego lub
pochwy [3-6]. Zainteresowanie naukowcow tym
rodzajem komoérek wynika nie tylko z faktu ich
powszechnego wystepowania w organizmie, nieinwa-
zyjnych metod ich poboru oraz mozliwosci uzyski-
wania tych komorek z r6znych narzgdéw jednoczes-
nie, ale takze ograniczeniami prawnymi dotyczacymi
poboru krwi. Statystyki dowodza, ze 90% wszystkich
nowotworéw ma swoje zrodto w zmianach zacho-
dzacych w tkance nabtonkowej. Zatem, komorki te

sa dobrym materialem biologicznym do wykrywania
wczesnych zmian, ktére mogg by¢ wywotane substan-
cjami genotoksycznymi obecnymi w srodowisku [7].

Nabtonek jamy ustnej

Jame ustna cztowieka pokrywa nabtonek wielo-
warstwowy ptaski, ktéry zbudowany jest z komoérek
okreslanych jako keratynocyty. Nazwa ta pochodzi od
obecnosci cytokeratyny, biatka budujacego filamenty
posrednie cytoszkieletu komoérek nabtonkowych.
Wiékna keratynowe nadajg komoérka nabtonkowym
wytrzymatos¢ i odpornos¢ na dziatanie czynnikow
mechanicznych oraz chemicznych. Do tej pory
w keratynocytach zidentyfikowano okoto 30 r6znych
biatek budujacych wiokna keratynowe, ktoére poja-
wiajg si¢ w czasie procesow roznicowania komorek.
Komoérki nabtonkowe jamy ustnej moga podlegac
dwoém drogom réznicowania — w kierunku nabton-
kow rogowaciejacych i nierogowaciejacych [8, 9].

Nabtonek w pelni zrogowacialy wystepuje w obre-
bie dzigset i podniebienia twardego, gdzie sluzowka
jest narazona na dziatanie sit mechanicznych powsta-
jacych szczegblnie w trakcie zucia. Natomiast, dolna
powierzchnia jezyka, dno jamy ustnej, policzki,
wewnetrzna czeS¢ warg i podniebienie migkkie
pokrywa nabtonek nierogowaciejacy. Odmienng ana-
tomie wykazuje gorna powierzchnia jezyka pokryta
wyspecjalizowang $§luzowka w obrebie, ktorej wyste-
puje zarbwno nabtonek rogowaciejacy, jak i niero-
gowaciejacy [8].

Struktura tkanki nabtonkowej jamy ustnej warun-
kuje szereg jej funkcji. Petni ona przede wszystkim
funkcje ostaniajace i ochronne, czyli zabezpiecza
tkanki lezace glebiej przed uszkodzeniami mecha-
nicznymi, dziataniem patogendéw (np. bakterie, pier-
wotniaki) oraz wysychaniem. Nabtonek uczestniczy
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rowniez w reakcjach czuciowych, a takze bierze
udziat w absorpgji lekéw i petni funkcje wydzielnicza
zwigzang z wystepowaniem gruczotéw slinowych [9].

Zaréwno nabtonek wielowarstwowy ptaski rogo-
waciejacy, jak i nierogowaciejacy zbudowany jest
z kilku warstw, znacznie rdzniacych sie od siebie (ryc.
1). W obrebie nabtonka rogowaciejacego wyrdznia sie
cztery warstwy komorek: podstawna (stratum basale),
kolczysta (stratum spinosum), ziarnistg (stratum gra-
nulosum) i warstwe zrogowaciata (stratum corneum)
[10]. Warstwa podstawna sktada sie z pojedynczego
rzedu komorek sze$ciennych lub niskich walcowatych
przylegajacych do grubej btony podstawnej. Komorki
te, posiadaja duze, okragte jadro komérkowe i nie-
wielka ilo$¢ cytoplazmy. W warstwie tej zachodzg licz-
ne podzialy mitotyczne i dlatego nazywana jest row-
niez warstwg rozrodczg (stratum germinativum) (ryc.
1). Zalicza sie do niej rowniez przylegajaca czes¢
warstwy kolczystej, ktorej komorki takze moga sie
dzieli¢. Warstwa kolczysta zbudowana jest z kilku rze-
dow wiekszych, wielobocznych komorek utozonych
luzno, w ktoérych zachodzi synteza cytokeratyn.
Komorki warstwy ziarnistej sg nieco wieksze i bardziej
ptaskie niz warstwy kolczystej, scisle do siebie przy-
legaja tworzgc kilka rzedow. Wtokna keratynowe ule-

gaja zageszczeniu i skupiajg sie w peczki, a cytoplazma
staje sie silnie zasadochtonna. Natomiast, warstwa
rogowa cechuje sie wyraznie kwasochtonnym odczy-
nem. Sktada si¢ od kilku do kilkunastu rzedow pta-
skich, martwych komorek o silnie odwodnionej cyto-
plazmie i pogrubionej btonie komérkowej. Komorki
tej warstwy przyjmuja ksztatt tuseczek (ptytek) rogo-
wych odrywajacych sie od powierzchni nabtonka. Pro-
ces ztuszczania sie komorek zachodzi w ciagu kilku
godzin, co uniemozliwia kolonizacje nabtonka przez
mikroorganizmy. Ubytek zrogowaciatych komorek
uzupetniany jest przez stalg migracje komorek z gteb-
szych warstw nabtonka [9, 10].

Nabtonek nierogowaciejacy dominuje w obrebie
jamy ustnej i podobnie jak rogowaciejacy zbudowany
jest z czterech warstw. Pierwsze dwie warstwy pod-
stawna i kolczysta wykazuja budowe podobng jak
w nabtonku rogowaciejacym. Nad komoérkami warst-
wy kolczystej nie powstaje warstwa ziarnista, lecz
wystepuja dos¢ duze wieloboczne komorki tworzace
warstwe posrednia. Najbardziej na zewnatrz potozona
jest cienka warstwa bardzo ptaskich komorek ztusz-
czajacych sie (stratum disjunctum), ktéra ze wzgledu
na swoje wlasciwosci nazywana jest rtOwniez mianem
rozciagliwej (stratum distendum) (ryc. 1) [8, 9].
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(stratum corneum)
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Ryc. 1. Schemat budowy nabtonka wielowarstwowego ptaskiego rogowaciejgcego (lewy) i nierogowaciejacego (prawy)
Fig. 1. Schematic diagram of the keratinizing (left) and nonkeratinizing (right) squamous epithelium

W komérkach nabtonkéw nierogowaciejacych
widkna keratynowe nie grupuja sie w peczki, jak
w nabtonku rogowaciejacym, lecz s3 rownomiernie
rozmieszczone w cytoplazmie. Inna jest tez budowa
keratyn tworzacych filamenty posrednie. Komorki
potozone w warstwie ztuszczajacej sie zawierajg jadro
komoérkowe i mniejsza ilos¢ organelli niz w komor-
kach warstwy posredniej. Tempo odnowy nabtonka
nierogowaciejacego jest wieksze niz nabtonka rogo-
waciejacego i dla przyktadu dla policzkow wynosi
okoto 14 dni, a dla podniebienia twardego okoto 24
dni [8, 9].

W nabtonku jamy ustnej wystepuja takze komorki
nie bedgce keratynocytami. Zalicza si¢ do nich mela-
nocyty, czyli komorki barwnikowe nadajace natural-
ne zabarwienie btonie §luzowej jamy ustnej. W roz-
woju odpowiedzi immunologicznej w obrebie jamy
ustnej biorg udziat komorki Langerhansa potozone
w gornej czesci warstwy kolczystej. Natomiast, w spe-
cyficznych mechanizmach obronnych uczestnicza
takze limfocyty wystepujace zarowno srodbtonowo,
jak 1 w blaszce wtasciwej btony Sluzowej. Ostatnim
zidentyfikowanym typem komorek nie zaliczanym
do keratynocytow sa komorki Merkla, ktore maja
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okragtly ksztatt i leza pomiedzy komdrkami warstwy
podstawnej. Ze wzgledu na ich potozenia w poblizu
wolnych zakonczen nerwowych, uwaza sie, ze komor-
ki te petnia funkcje mechanoreceptoréw reagujac na
dotyk i ucisk [8, 9].

Wykorzystanie komoérek nabtonkowych
z jamy ustnej

W ciaggu ostatnich lat komorki nabtonkowe z jamy
ustnej sg coraz czesciej stosowane w badaniach stu-
zacych do oceny uszkodzen DNA. W nabtonkach
mozna wykry¢ zmiany bedgce biomarkerami nara-
zenia (adddukty DNA), skutkow (pekniecia DNA,
mikrojadra, abberacje chromosomowe), czy wrazli-
wosci (polimorfizm genéw) [11-19].

Addukty DNA moga by¢ identyfikowane w tym
materiale przy uzyciu metod chemicznych lub immu-
nochemicznych [20-23]. Badania specyficznych
adduktéw z wykorzystaniem immunohistochemicz-
nej metody peroksydazowej w komérkach nabton-
kowych dotyczyty gtownie narazenia wynikajacego
z palenia papieroséw [13, 24, 25] oraz zanieczysz-
czenia powietrza u niepalacych kobiet zamieszkuja-
cych Gorny Slask [26].

Wielokrotnie badano wystepowanie mikrojader
w komorkach nabtonkowych z jamy ustnej u oséb
palacych tyton w poréwnaniu z osobami niepalgcymi
[27-32]. Wplyw wielopierScieniowych weglowodo-
réw aromatycznych na poziom mikrojader w komor-
kach z jamy ustnej stwierdzono takze u mechanikow
silnikéw, taksdwkarzy i policjantéw [33], benzenu
u pracownikéw przemystu petrochemicznego [14],
a arsenu u pracownikéw huty miedzi [34]. Uszkodze-
nia DNA w komoérkach nabtonkowych badane testem
mikrojgdrowym stwierdzono u pracownikéw tartaku
[35], stacji benzynowych [36, 37], pielegniarek poda-
jacych leki przeciwnowotworowe [38], malarzy poko-
jowych [39] oraz pracownikéw fabryki dywanow
[40]. Test ten stosowano takze w badaniach narazenia
zawodowego i Srodowiskowego na pestycydy [41, 42].

Przy pomocy testu mikrojagdrowego badano wptyw
fal elektromagnetycznych emitowanych przez telefo-
ny komorkowe, przeswietlenia panoramicznego
zebow oraz higieny jamy ustnej i stanu uzebienia na
poziom uszkodzen DNA w komorkach nabtonko-
wych z jamy ustnej [43-46]. Poziom mikrojader
i innych typéw zmian w komoérkach nabtonkowych
z jamy ustnej zbadano u pacjentéw ze zmianami
nowotworowymi drog oddechowych [47-49]. Test
mikrojadrowy znalazt takze zastosowanie w bada-
niach u os6b chorych, m.in. z zespotem Downa
i chorobe Alzheimera [50-52].

Ze wzgledu na swoja nieinwazyjnos¢, test mikro-
jadrowy w komérkach nabtonkowych z jamy ustnej

byt stosowany w odniesieniu do populacji dziecie-
cych, jako grupy cechujacej sie wiekszg wrazliwoscia
oraz podatnoscig na szkodliwe czynniki obecne
w srodowisku niz dorosli [53-55]. W badaniach pro-
bowano wykaza¢ zaleznosci pomiedzy czestoscia
wystepowania mikrojader, a wiekiem i ptcig dzieci
[56], a takze narazeniem Srodowiskowym dzieci na
ozon, [57], formaldehyd, kurz i rozpuszczalniki [58]
oraz otow [59]. Wykazano réwniez istotny wptyw
zanieczyszczonego powietrza na poziom mikrojgder
u dzieci [57, 60-62].

Mozliwos¢ izolacji DNA z komoérek nabtonkowych
pozwata na wykorzystanie tego materiatu do r6znych
analiz [63-66]. Nabtonki z jamy ustnej zostaty wyko-
rzystane do badania peknie¢ DNA w tescie kometo-
wym [11, 18, 67, 68], uszkodzen oksydacyjnych [17],
polimorfizmiu pojedynczych nukleotydow (SNP, ang.
Single Nucleotide Polymorphism) [69] oraz ekspresji
genow [70].

OPIS PROCEDUR BADAWCZYCH

Opisane ponizej procedury badawcze opracowano
tak, aby przygotowanie materiatu do analizy adduk-
tow DNA i testu mikrojagdrowego podlegato tym
samym czynnos$cig. Etap wspolny stanowil pobor
komorek nabtonkowych i przygotowanie materiatu
obejmujace izolacje, oczyszczanie i homogenizacje
zawiesiny komoérkowej oraz utrwalanie i wykony-
wanie preparatoéw mikroskopowych (ryc. 2).

Pobor komaorek nabtonkowych z jamy ustne;j

Przygotowanie materiatu

Izolacja
Oczyszczanie
Homogenizacja

Utrwalanie

l

Wykonanie preparatow mikroskopowych

Analiza adduktow
DNA

Test mikrojgdrowy

Ryc. 2. Schemat obrazujgcy przebieg procedur badawczych
wykorzystujgcych komorki nabtonkowe 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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Pobor komoérek nabtonkowych

Komoérki nabtonkowe pobierane s3 z r6znych
obszar6w jamy ustnej. Najczesciej pochodza one
z policzkéw, a takze z dolnej powierzchni jezyka,
bocznych czedci jezyka lub podniebienia twardego
[19, 24, 27, 71, 72]. Do ich pobierania mogg stuzy¢
drewniane albo plastikowe szpatutki lekarskie, wyka-
taczki, szczoteczki do wymazéw cytologicznych,
szczoteczki do zebow [19, 30, 36, 38, 44-47].

W naszych badaniach zastosowano sterylng
wymazowke z flokowanego nylonu (Copan, nr kat.
552C). Ta modyfikacja zapewniata tatwy pobor
komorek i duzy odzysk materiatu dzieki prostopad-
temu utozeniu widkien. Delikatne widkna nylonowe
nie powodowaly podraznien, jakie sa typowe dla
szczoteczek do zebow, co jest zaletg szczegdlnie, gdy
osoba badang jest dziecko. Zastosowanie pojedynczo
pakowanych, sterylnych wymazéwek nylonowych do
poboru komérek nabtonkowych z jamy ustnej gwa-
rantuje pelne bezpieczenstwo.

Przed przystgpieniem do poboru materiatu jame
ustng doktadnie wyptukano woda w celu usuniecia
zanieczyszczen. Komorki nabtonkowe pobrano
wylacznie z obszaru policzkow poprzez wielokrotne
pocieranie przy jednoczesnym obracaniu wymazowki
wokot wiasnej osi. Do kazdego policzka (prawe
i lewe) uzywano jedna wymazoéwke. Pobrany materiat
z obydwu wymazowek wytrzagsano do odpowiednio
oznakowanego pojemnika zawierajacego 15 ml PBS
(Oxoid, nr kat. BRO014). Zabezpieczone i szczelnie
zamkniete pojemniki transportowano do laborato-
rium w temperaturze +4° C i w takich warunkach
przechowywano do nastepnego dnia.

Przygotowanie materiatu

Odpowiednie przygotowanie materiatu komoérko-
wego zapewnia wysoka jakos¢ preparatéw mikrosko-
powych, co jest niezmiernie wazne przy prowadzeniu
koncowej analizy. Procedura izolacji, oczyszczania
i homogenizacji komorek nabtonkowych zostata
przeprowadzona wedtug protokotu Thomasa i wsp.
[19]. Pobrang zawiesing komorkowg wytrzasano na
Vortexie i przenoszono do probowki wirdbwkowej na
15 ml. Po procesie wirowania (10 min, 581 g, TP)
usuwano supernatant pozostawiajac okoto 1 ml
zawiesiny. Do probowki z zawiesing komorek dodano
5 ml $wiezego roztworu PBS, wytrzasano przy pomo-
cy Vortexu i ponownie wirowano (10 min, 581 g,
TP). Po usunieciu supernatantu ponownie dodano 5
ml PBS. W celu uzyskania zawiesiny pojedynczych
komoérek probke homogenizowano przy uzyciu
homogenizatora (2-3 min, 20.000 obr/min). Aby
usuna¢ agregaty komoérkowe i inne zanieczyszczenia
zawiesine komoérkows filtrowano przez filtr nylono-

wy o $rednicy 100 pm. Komoérki ponownie wirowano
(10 min, 581 g, TP), a nastepnie usuwano superna-
tant pozostawiajac okoto 1 ml zawiesiny. Gestos¢
uzyskanej zawiesiny sprawdzano przy pomocy
komory Thoma. Probke rozcieniczano tak, aby uzys-
ka¢ 80.000 komoérek w 1 ml. Do rozcienczenia sto-
sowano $wiezo przygotowana mieszaning etanolu
i lodowatego kwasu octowego (w stosunku 3:1). Aby
zapobiec sklejaniu si¢ komorek mieszanine utrwala-
jaca dodawano do osadu kroplami caty czas wytrzga-
sajac ja na Vortexie. Proces utrwalania trwat mini-
mum 20 min, a uzyskany materiat nanoszono
poprzez nakrapianie na szkietko mikroskopowe
w trzech rzedach na catej jego dtugosci. Tak przygo-
towane szkietka mikroskopowe pozostawiano do cal-
kowitego wyschniecia, a nastepnie przechowywano
w temperaturze +4° C.

Metodyka barwienia immunochistochemicznego
Metody immunohistochemiczne stuzg do wykry-
wania w komorkach i/lub tkankach substancji o cha-
rakterze antygenowym za pomocg znakowanych
przeciwciat. Wykorzystuja one reakcje przeciwciata
z danym antygenem. Wizualizacja miejsca wigzania
jest mozliwa dzieki odpowiedniemu znakowaniu
przeciwciata fluorochromami, enzymami lub meta-
lami. Opisana w tej pracy metoda byta juz wczesniej
stosowana przez Hsu i wsp. [13] w komorkach
nabtonkowych z jamy ustnej do oceny adduktéw
DNA z 4-aminobifentylem (4-ABP) oraz adduktéw
benzo(a)pirenu (BPDE-1-DNA). Moze ona réowniez
postuzy¢ do oceny adduktéw DNA z innymi zwigz-
kami, dla ktorych sg dostepne przeciwciata.
Najpierw szkietka przeptukano w PBS (2 X 5 min).
W celu degradacji RNA materiat traktowano roztwo-
rem RNazy (100 pg/ml) (Sigma-Aldrich, nr kat.
R6513) i inkubowano (1 h, +37° C). Nastepnie,
szkietka przeptukano w PBS (2 X 5 min). Dodano roz-
twor proteinazy K (10 pg/ml) (Sigma-Aldrich, nr kat.
P6556) i inkubowano (10 min, TP), aby zhydrolizo-
wac biatka. Szkietka przeptukano ponownie w PBS
(3 x5 min). DNA zdenaturowano przy pomocy 5 M
kwasu solnego (10 min, TP). W celu neutralizacji
kwasu szkietka umieszczano w 50 mM TRIS base (5
min, TP), a nastepnie inkubowano w 3% roztworze
H,0, (5 min, TP), aby unieczynni¢ endogenne pero-
ksydazy. Preparaty ponownie przeptukano w PBS
(3 x5 min). Na szkietka nakropiono roztwér bloku-
jacy (zestaw ABC, Vector Laboratories, nr kat. PK-
6200) i inkubowano (45 min, +37° C), zeby zapobiec
niespecyficznemu wigzaniu si¢ przeciwciata. W celu
wykrycia adduktéw BPDE-1-DNA na preparaty doda-
no pierwszorzedowe przeciwciata 5D11, inkubowano
je przez noc (+4° C) i przeptukano w PBS (3 X 5 min).
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Na preparat nanoszono przeciwciata drugorzedowe
zwigzane z kompleksem awidyna-biotyna (zestaw
ABC, Vector), a nastepnie inkubowano (30 min, +37°
C) i ptukano w PBS (3 x5 min). Nastepnie nakro-
piono wczesniej przygotowany roztwor zawierajacy
peroksydaze (zestaw ABC) i inkubowano (30 min,
+37° C). Przed ptukaniem w PBS (3 x 5 min) szkietka
umieszczano w roztworze Triton X-100 (1% w PBS,
30 s, TP), ktéry zmniejsza napiecie powierzchniowe.
Aby zidentyfikowa¢ miejsca wigzania przeciwciata
na preparat nanoszono $wiezo przygotowany roztwor
DAB (Kit firmy Vector Laboratories, nr kat. SK-4100)

w celu wywotania reakcji barwnej. Szkietka inkubo-
wano (7 min, TP), a nastepnie ptukano pod biezaca
wodg (3 X 5 min). Preparaty mikroskopowe przepro-
wadzono przez serie odwadniajaca (95% etanol,
100% etanol, ksylen), osuszono i zabezpieczono
medium zamykajagcym DPX (Merck, nr kat. MM-
101979.0500). Analize adduktow DNA przeprowa-
dzano metoda poétilosciows pozwalajaca na ocene
intensywnos$ci zabarwienia jader komérkowych
z wykorzystaniem mikroskopu $wietlnego wyposa-
zonego w kamere i program do pomiaru gestosci
optycznej (Image ProPlus).

&

€

Ryc. 3. Zdjecia komdrek nabtonkowych z jamy ustnej otrzymane za pomocg barwienia
immunohistochemicznego z wykorzystaniem przeciwciat anty-BPDE-1 (powiek-

szenie 400 razy)

Fig. 3. Microphotographs of the epithelial cells from the oral cavity received by immuno-
histochemical staining using anti-BPDE-1 (magnification 400 x )

Metodyka testu mikrojagdrowego

Przy zastosowaniu odpowiedniego barwienia DNA
test mikrojgdrowy pozwala na zaobserwowanie wielu
zmian cytogenetycznych zachodzgcych w komérkach
nabtonkowych. Najbardziej popularne jest barwienie
metodg Feulgena. Po raz pierwszy ta technika bar-
wienia zostata uzyta do obserwacji uszkodzeh DNA
w komoérkach nabtonkowych z jamy ustnej przez
Stich i wsp. [73]. Odczynnik Schiffa postuzyt do
wybarwienia materiatu jadrowego, a roztwoér Light
Green do zabarwienia cytoplazmy. Metoda ta jest
zalecana przez protok6t metodyczny opublikowany
przez Thomasa i wsp. [19] i obecnie jest przedmiotem
standaryzacji w ramach miedzynarodowego projektu
HUMNXL (ang. Human Micronucleus in Exfoliated
Buccal Cells). W tego typu badaniach do barwienia
stosowano rowniez barwniki fluorescencyjne (DAP]I,
oranz akrydyny) [27, 38, 41, 42], barwnik Giemzy
[30, 46, 74], hematoksyling Mayera [29] lub barwie-
nie metodg May-Grunwald-Giemza [28], a takze
technike FISH [14]. W poréwnaniu z barwnikami
fluorescencyjnymi, ktore wymagaja uzycia mikrosko-
pu fluorescencyjnego barwienie metodg Feulgena jest
proste i stosunkowo tanie. Metoda ta pozwala unik-
na¢ fatszywie dodatnich wynikéw, poniewaz barwie-

nie metodg Giemzy i May-Grunwals-Giemsa nie
pozwalaja na odréznienie ciatek keratynowych od
mikrojader [75]. Co wigcej, barwienie zapropono-
wane przez Sticha i wsp. [73] umozliwia prowadzenie
analizy zarbwno w mikroskopie Swietlnym, jak i fluo-
rescencyjnym.

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

roztworze HCI (30 min, TP) (Merck nr kat. MM-
109911.0001), aby zdenaturowa¢ DNA. W celu
sprawdzenia skuteczno$ci dziatania kwasu solnego
jedno szkietko umieszczano w wodzie (kontrola
negatywna). Inkubacja preparatéw w odczynniku
Schiffa (Sigma-Aldrich, nr kat. 3952016) w ciemnosci
(90 min, TP) zapewniata wybarwienie DNA na kolor
purpurowy. Nastepnie preparaty zanurzano w 0,2%
(wt/vol) roztworze Light Green (Polyscinces, nr kat.
02753) przez 30 sekund w celu wybarwienia cyto-
plazmy. Odwodnienie preparatow w etanolu zabez-
pieczato barwnik przed blednieciem. Wysuszone pre-
paraty zamykano za pomoca medium DPX.

Analiza mikroskopowa wybarwionych prepara-
tow komoérkowych zostata wykonana w mikrosko-
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pie swietlnym w powiekszeniach 400 i 1000 razy.
Obserwowano zmiany w jadrach komoérkowych
wybarwionych na kolor purpurowy oraz w cyto-
plazmie zabarwionej na bladoniebiesko-zielono.
Czestos¢ komorek z mikrojadrami i innych uszko-
dzen oceniano w 2000 komoérek zr6znicowanych.
Analize uszkodzen DNA w komorkach nabtonko-
wych z jamy ustnej przeprowadzano zgodnie

z wytycznymi zaproponowanymi przez Thomasa
i wsp. [19], ktore pozwalaja na identyfikacje komo-
rek bazalnych, zr6znicowanych, z mikrojadrami,
z mostkami jadrowymi, dwujgdrowych, ze skonden-
sowang chromatyna, kariorhetycznych, piknotycz-
nych i kariolitycznych. Cechy charakterystyczne kaz-
dego z typow obserwowanych komorek przed-
stawiono ponizej (ryc. 4).

N

Komorka ze skondensowang
chromatyna

°
»

Komérka kariorhetyczna

.

Komérka piknotyczna

O

Komorka kariolityczna

ORI

Komorka
bazalna

Komorka zréznicowana

D

Komérka z mikrojagdrem

AN

0

Komorka z mostkiem
jadrowym

O

4 Komorka dwujadrowa

Komdrka z pofragmentowanym
jadrem

Ryc. 4. Rozne typy komorek nabtonkowych z jamy ustnej obserwowane w tescie
mikrojgdrowym (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 si¢ poglad, ze ocena
narazenia pojedynczego cztowieka oraz skutkow
zdrowotnych, jakie to narazenie u niego powoduje,
jest wazniejsza od oceny zagrozen, czyli wskaznikow
zanieczyszczenia Srodowiska. Monitoring biologicz-
ny ludzi (HBM) jest obecnie uzupelnieniem moni-
toringu Srodowiska, a szerokie zastosowanie znalazt
w ocenie narazenia zawodowego i srodowiskowego
wybranych populacji. Dotychczas najczesciej stoso-
wanym materiatem w badaniach biomonitoringo-
wych byty krew i mocz. Ze wzgledu na powszechne
wystgpowanie w organizmie i nieinwazyjna metode
poboru komorki nabtonkowe s3 coraz czesciej wyko-
rzystywane jako materiat do r6znorodnych analiz.
W materiale tym mozna wykry¢ rownoczesnie zmia-

ny bedace biomarkerami narazenia — addukty DNA
i skutkéw — mikrojgdra. Doniesienia literaturowe
wskazuja, ze w przysztosci izolowane z komorek
nabtonkowych DNA moze postuzy¢ do badania poli-
morfizméw genowych jako biomarkerow wrazliwo-
Sci. Metody bazujace na komoérkach nabtonkowych
z jamy ustnej sa szybsze, tatwiejsze w wykonaniu
i tansze w pordwnaniu z badaniami limfocytow krwi
obwodowej. Ze wzgledu na liczne zalety materiat
ten w przysztosci powinien by¢ wykorzystywany
w badaniach narazenia duzych populacji, zwtaszcza
dzieciecych.

Praca naukowa finansowana ze Srodkéw Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach projektu badaw-
czego nr N N404 1107 34 oraz Srodkoéw dotacji na pod-
stawowg dziatalnos¢ statutowg w latach 2008 i 2011.
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