COMET ASSAY

DEFINICIO

Test de genotoxicitat (in vitro/in vivo) per
a la detecci6 de la fragmentacio de 'ADN
en cel-lules individuals, per tal d'avaluar
els efectes genotoxics o l'activitat
antigenotoxica (protectora) front un
potencial agent clastogeénic.

END-POINT
Fragmentacio de 'ADN.

MOSTRA
Suspensié cel-lular (limfocits circulants,
teixit o cultiu cel-lular).
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INTRODUCCIO

El Comet assay o "Electroforesi de cél-lules individuals en gel
d'agarosa (Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE]" és un métode
estandar de genotoxicitat in vivo/in vitro, que permet avaluar
d'una forma simple el dany produit per un agent clastogénic,
mitjancant la mesura de trencaments en la cadena d'ADN de
cél-lules animals i vegetals.

Aquest test es perfila en els darrers anys com una alternativa
avantatjosa al MNT (Test de Micronuclis] i és fonamental en
estudis de mesura tant del dany com reparacié de 'ADN.

El nom comuU "Comet assay” ve donat degut a l'espectacular
morfologia de les figures observades, que recorden la forma
d'un cometa, la cua del qual estaria formada pels fragments d’ADN.

TECNICA

El test consisteix en sotmetre una suspensié cel-lular de puresa
i concentracions adequades [(procedent de mostres
animals/vegetals o cultius cel-lulars exposats a un toxic o a una
barreja de toxics) i englobada en un gel d'agarosa aplicat sobre
un portaobjectiu, a una lisi alcalina, a un tractament per
desenrotllar 'ADN i a una migracio electroforética de curta durada.
L'ADN tenyit amb un fluorocrom apropiat és observat mitjancant
un microscopi de fluorescéncia. El material genétic no danyat
romandra /in situ en forma esférica, pero, en cas d'haver-se
produit fragmentacié del mateix, els fragments de menor mida
migraran una certa distancia, produint-se una imatge semblant
a la cua d'un cometa. El dany en U'ADN és quantificat pel
percentatge de fluorescéncia a la cua o pel "tail moment"
(% d'ADN a la cua per longitud de la cua).

Existeixen diferents variants per dur a terme el Comet assay.
Les més comuns son les tres segiients:

1. Alkaline Singles-Cell Gel Electrophoresis

La realitzacié de l'electroforesi en condicions alcalines fa
que les cues siguin més pronunciades i permet detectar
un rang de dany "0til" més extens.

Trencaments d’ADN monocatenari.

. Neutral Single-Cell Gel Electrophoresis
Procediment per a la deteccié de nivells baixos de fragmentacid
de 'ADN.
Després d'un periode de tractament alcali, es restaura
'electroforesi a condicions neutrals, la qual cosa disminueix
la sensibilitat i amplia el rang "Gtil" de l'assaig.
Trencaments d'’ADN bicatenari.

. Use of Lesion-Spaecific Enzymes
En aquesta variant, s'inclou un pas més a l'assaig: digestid dels
nucleoids per enzims que reconeixen un tipus de dany particular,
produint un tall. D'aquesta manera s'augmenta l'especificitat
i sensibilitat de l'assaig.



Recalcar algunes de les avantatges d'aquest test:

* Permet detectar lesions diferents als “trencaments de la cadena
d'ADN", tot incloent un pas més (on 'ADN és incubat amb una
endonucleasa lesid-especifica), com ara la induccié de dimers
de pirimidina, oxidacié de bases o alquilacions per raigs
ultravioleta (UV).

e El fet de no ser necessari un procés d'extrusié nuclear, permet
utilitzar qualsevol tipus cel-lular, la qual cosa facilita la identificacio
de les cél-lules diana del xenobiotic en qlestid.

» Des del punt de vista ecotoxicologic, és rellevant la possibilitat
de treballar amb tot tipus d'organismes (fongs, vegetals, protozous
i animals vertebrats o invertebrats).

* Es més sensible i versatil que altres tests amb endpoints similars
(com ara el Test de Micronuclis o el Test d'Aberracions
cromosomiques).

En definitiva, es tracta d'un métode sensible que proporciona
respostes a qliestions importants referents als nivells basals de
dany en el material genétic de cel-lules normals, a la variacid en
la capacitat reparadora de 'ADN en poblacions humanes i a la
regulacio de la reparacié de 'ADN a nivell molecular i nuclear.

APLICACIONS

* REACH (Registration Evaluation and Authorisation for Chemicals)
° Avaluacié de medicaments

 Ecotoxicologia

« Estudis d'antimutagenicitat (efecte protector)
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