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DNA Hasarinin Belirlenmesinde
Comet Assay

Comet Assay for Determining
of DNA Damage: Review

OZET DNA cesitli reaktif molekiillerin hedefi olan, hasara duyarhihig yiiksek bir molekiildiir. DNA
hasar1 normal DNA metabolizmas: sirasinda kendiliginden veya bazi ¢evresel faktorlerin etkisiyle
olusmaktadir. Genetik bilginin saglikli olarak aktarilabilmesi i¢in DNA yapisinin korunmas: son de-
rece 6nemli oldugundan ¢ekirdekte DNA hasarini onaran gesitli onarim sistemleri yer almaktadar.
Agir hasar olustugunda veya DNA onarim aktivitesi defektif ise DNA hasar1 kisa donemde replikas-
yon, transkripsiyon ve protein sentezinin inhibisyonuna, uzun vadede ise mutasyona ve kromozom
anomalilerine sebep olmaktadir. Kanser, diyabet, ateroskleroz gibi hastaliklarin etiyolojisinde yer
alan DNA hasar giiniimiizde kronik dejeneratif hastaliklarin izlenmesinde, kemoterapi ve radyote-
rapinin etkinliginin takibinde, ksenobiyotik ve radyasyon aracili genotoksisitenin belirlenmesinde
biyolojik belirte¢ olarak degerlendirilmektedir. Bu nedenle DNA hasarinin hassas bir sekilde 6lgtil-
mesine olanak taniyan teknikler giiniimiizde biiyiik 6nem kazanmistir. Tek hiicreli jel elektrofore-
zi veya siklikla tercih edilen diger adiyla “Comet Assay” teknigi hiicre diizeyinde DNA hasarini
saptamak ve miktarini belirlemek i¢in uygulanan non-invaziv, hizli ve hassas bir floresan mikrosko-
bik yontemdir. 1988 yilinda “Alkali Comet Assay” olarak tanitilmasindan sonra gesitli modifikasyon-
larla gelistirilerek ¢ok farkli tiplerde DNA hasarinin belirlenmesinde kullanilir hale gelmistir.
Yaslanma, molekiiler epidemiyoloji, klinik ve genetik toksikoloji alanlarinda énemli uygulamalar
olan “Comet Assay” son yillarda giderek artan bir siklikta apoptozis, oksidatif stres-antioksidan ¢a-
lismalarinda da yer almigtir. Bu derlemenin amaci “Comet Assay” yontemini tanitmak, uygulamaya
yonelik ayrintilara agiklik kazandirmak ve yontemin kullanimini yayginlagtirmaktir.

Anahtar Kelimeler: Comet assay; DNA hasar1; DNA kiriklary; mutasyon

ABSTRACT DNA is the target of many reactive molecules and it is prone to be damaged easily.
DNA damage may be resulted either from spontaneously during DNA metabolism or effects of some
environmental factors. There are repair mechanisms for DNA damage in cell nucleus since the
prevention of DNA structure is extremely important for conducting the genetic information. When
a heavy damage occurs or repair mechanisms are defective, DNA damage results in inhibition of
replication, transcription or protein synthesis in short term, however in long term, this damage
may lead to mutation and chromosomal anomalies. DNA damage which is a contributing factor in
the pathogenesis of certain diseases such as cancer, diabetes and atherosclerosis, is being evaluated
as the biological marker in assessment of chemotherapy and radiotherapy, determining the radia-
tion and xenobiotic mediated genotoxicity as well as follow up of chronical degenerative diseases.
Therefore, techniques that enable the sensitive measurement of DNA damage became important re-
cently . Comet assay is a fast, non invasive, sensitive fluorescent technique, which is being used for
detecting DNA damage on single cell level and also determining the amount of damage. After its
introduction in 1988 as “Alcaline Comet Assay”, it has been developed with many modifications and
became a workable technique for detecting a variety of DNA damages. As comet assay was being
utilized in aging, molecular epidemiology, clinical and genetic toxicology, recently it is placed also
in research of apoptosis and oxidative stress-antioxidants. Current review aims to give information
about comet assay and its applications as well as help to propagate its use.

Key Words: Comet assay; DNA damage; DNA breaks; mutation
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I DNA HASARI

enetik bilginin nesilden nesile saglikli ola-
G_rak aktarilabilmesi i¢in DNA yapisinin ko-

runmasi son derece dnemlidir. DNA'nin
fonksiyonu bazlar iizerindeki polar gruplara bag-
lidir. Bu gruplar arasinda spesifik olarak olusan hid-
rojen baglar ¢ift sarmal DNA’y1 olustururlar. DNA
bazlarinin polar gruplarinda olusan kimyasal degi-
siklikler replikasyon sirasinda yanlis eslesmeye ve
sonugta mutasyona neden olur. Deoksiriboz fosfat
iskeletinde meydana gelen kopmalar ise replikas-
yonu bloke etmenin yani sira agir1 miktarlarda
olustugunda hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Her
bir insan hiicresinin DNA’sinda giinde yaklagik ola-
rak 10*adet kodlanmayan veya yanlg kodlamaya
neden olan hasar meydana gelmektedir.! DNA
iizerinde olusan hasarlar1 onaran spesifik onarim
sistemleri vardir. DNA onarim kapasitesini asan
diizeyde hasar olustugunda veya DNA onarim sis-
temleri kalitsal veya edinsel olarak defektif ise
DNA hasar1 kisa donemde deoksiriboniikleotid tri-
fosfat havuzunun miktar ve bilesiminde degisiklik-
lere, replikasyonun durmasina, transkripsiyon ve
protein sentezinin inhibisyonuna, proteolitik akti-
vitenin indiiksiyonuna; uzun vadede ise mutasyona
ve kromozom anomalilerine sebep olur.? DNA ha-
sar1 diistik seviyede ise DNA onarim mekanizma-
lar1 tarafindan verimli bir sekilde onarilir. Agir
hasarlar apoptotik mekanizmalar1 uyararak hiicre
oliimiine sebep olur. Orta dereceli hasarlar cogun-
lukla mutasyonla sonuglanirlar.?

DNA hasar1 normal DNA metabolizmasi sira-
sinda kendiliginden veya cevresel faktorlerin etki-
siyle olusmaktadir. Normal DNA metabolizmasi
sirasinda olugan DNA hasarinin en 6nemli nedeni
bazlarin kimyasal yapisinda kendiliginden mey-
dana gelen degisimlerdir. Piirin ve pirimidin baz-
larinin ~ keto-enol  tautomerizmi ya da
deaminasyonu bazlarin eslesme spesifitesini degis-
tirerek yanlis eslesmeye yol acar. Ayrica bazlarin
termal dayanikliligina bagh olarak hidrolitik baz
kaybi olusur ve sonugcta apiirinik/apirimidinik bol-
geler meydana gelir. Baz kayb1 hem replikasyonu
etkiler hem de bu bolgelerde kolaylikla zincir ki-

riklar olugur.!
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DNA hasarina yol acan gevresel faktorler, fi-
ziksel ve kimyasal ajanlardir. Fiziksel ajanlarin ba-
sinda iyonizan radyasyon gelir. Radyasyon
enerjisinin dogrudan etkisi ile DNA zincir kiriklar
olusurken; radyasyonla a¢iga ¢ikan enerjiyle uya-
rilan molekiillerin (hidroksil radikalleri) DNA ile
etkilesimi hem DNA zincir kiriklarina hem de ok-
sidatif baz modifikasyonlarina neden olmaktadur.
Bir diger fiziksel faktor olan UV 1sinlar1 DNA tize-
rinde ¢apraz baglanmalara, pirimidin dimerleri olu-
sumuna ve zincir kiriklarina yol agmaktadir. DNA
hasari olusturan kimyasal ajanlarin baginda alkille-
yici maddeler, nitroz asid, platinyum tiirevleri gibi
capraz baglayicilar ve sitokrom P450 sistemi ile
metabolize edilen ksenobiyotikler (aromatik amin-
ler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, aflatoksin-
ler ve fenitoin, warfarin, rifampin gibi ilaglar)
gelmektedir. Bu kimyasallar bazlar: alkilleyerek,
oksitleyerek, bazlar arasinda ¢apraz baglanmalar
olusturarak veya zincir kiriklarina neden olarak

DNA hasar1 olugtururlar.*

Oksidatif DNA hasar1, normal metabolizma s1-
rasinda bazi tepkime basamaklarinda olugan oksijen
radikalleri tarafindan endojen olarak olusturulabil-
digi gibi iyonizan radyasyon ve cesitli kimyasallar
gibi eksojen faktorler tarafindan da meydana geti-
rilmektedir. Yasam icin gerekli olan oksijen orga-
nizmada hiicresel bilesenlerin hasarina neden olan
reaktif riinlerin olusmasina yol agar. Serbest Ok-
sijen Radikalleri (SOR) ve nitrojen radikalleri dis
yoriingelerinde bulunan ¢iftlenmemis elektronlar
nedeniyle son derece reaktif molekiillerdir ve DNA
ile kolayca etkileserek oksidatif baz modifikasyonu
ve DNA zincir kiriklari olusturabilirler. DNA tize-
rinde yaklagik 23 farkl tipte oksidatif baz hasari ol-
makla birlikte en sik goriilen baz modifikasyonu
8-hidroksi -2-deoksiguanozindir (8-OHdG). 8-
OHJG gticlii bir mutajen olup, DNA replikasyonu
sirasinda sitozin yerine adeninle egleserek GOT mu-
tasyonuna neden olur.>* DNA {izerindeki 8-OHdG
bilesikleri, 8-OHAG glikozilazlar tarafindan kesile-
rek uzaklagtirilir. Onarimin yetersiz oldugu kosul-
larda hasar kalici hale gelir. Bu baz degisimi
mutasyona ugramis protoonkogenler ve timor bas-
kilayici genlerde siklikla gorilmektedir.” Bir diger
radikal hasar1 tek ve cift sarmal DNA zincir kirik-
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laridir ve en reaktif SOR olan hidroksil radikalinin
(OH') DNA ile etkilesimi sonucu olugsmaktadir.®?

COMMET ASSAY iLE DNA
HASARININ BELIRLENMES

Spesifik hiicrelerde DNA hasar1 ilk kez 1978 yilinda
Rydberg ve Johanson tarafindan belirlendi.!® Mik-
roskop lami iizerinde agaroz jel i¢ine gomilmiis
hiicreler hafif alkali ortamda bekletilerek memb-
ranlarin parcalanip DNA sarmallarinin kismi acil-
masi saglandi. Daha sonra notralize edilen hiicreler
akridin turuncusu ile isaretlendi ve DNA hasarinin
diizeyi yesil floresansin kirmizi floresansa oraninin
fotometrik dl¢iimii ile belirlendi (yesil floresans ¢ift
sarmal DNA’y1, kirmiz1 floresans ise tek sarmal
DNA’y1 belirtir). Giintimtizde bu teknik ¢ok sayida
kritik basamak icerdiginden tamamen terk edil-
mistir. Daha sonraki yillarda izole edilmis hiicre-
lerde DNA hasar tespitinin hassasiyetini arttirmak
i¢in Ostling ve Johanson mikro jel elektroforez tek-
nigini gelistirdiler.! Bu teknikte mikroskop lamla-
rinin iizerine agaroz jel icinde hiicreler gomiiliir,
yogun tuz ve deterjan iceren lizis ¢ozeltisinde bek-
letilerek membranlar parcalanir. Notr pH orta-
minda kisa bir siire elektroforez uygulanir. Yiiksek
oranda zincir kirig1 iceren DNA, saglam DNA’ya
gore daha hizh bir sekilde anoda dogru gocer. DNA
gocliniin miktar1 preperatlarin etidyum bromiir ile
boyanmasiyla olusan floresansin yogunlugunun
floresans mikroskobu ile 6l¢iilmesi sonucu belirle-
nir. Ancak burada elektroforezin notral kosullarda
uygulanmasi yontemin kullanimini sinirlamakta-
dir. Nétral kosullarda ¢ift sarmal kiriklar tespit edi-
lirken tek sarmal kiriklari tespit edilemez. Tek
sarmal kiriklari tamamlanmamis kesip ¢ikarma
onarim bolgeleri ile apurinik ve apirimidinik bol-
gelerde oldugu gibi alkali-duyarli bolgelerden kay-
naklanmaktadir. 1988 yilinda Singh
elektroforezi kuvvetli alkali ortamda (pH >13) uy-

ve ark.

gulayarak bu sorunu ¢ézmiislerdir.'”? Giiniimiizde
uygulanan “Comet Assay” Singh ve ark. tarafindan
gelistirilmis olan, tek ve ¢ift zincir kiriklarin tama-
minin tanimlanmasina olanak saglayan metodolo-
jidir.!2 Son yillarda “Comet Assay” belirli DNA
dizilerine spesifik isaretli problar kullanilarak fluo-
resan in situ hibridizasyon teknigi ile birlestiril-
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mistir. FISH (fluorescent in situ hybridization)-
comet olarak adlandirilan bu modifiye teknikle dizi
veya gen spesifik hasar belirlenebilmektedir."

I COMET ASSAY METODOLOJiSI

“Comet Assay” basit, hizli, duyarli olmasi, farkl
hiicre tipleri ve DNA hasar cesitleri i¢in uygulana-
bilirligi, en 6nemlisi ise radyoaktif isaretleme ge-
rektirmemesi nedeniyle DNA hasar &l¢iimiinde
siklikla tercih edilen bir yontemdir. Mikroskop
lam1 tizerindeki agaroz jel igine gémiilen hiicreler,
zarlarin pargalanip ¢ekirdekte bulunan siiperkoil
DNA’nin serbestlesmesi igin lizis iglemine tabi tu-
tulur. Alkali ortamda siiperkoil yapinin gevseyerek
acilmasi ve kiriklarin ortaya ¢ikmasi saglandiktan
sonra uygulanan elektroforezde kirilmis DNA zin-
cirleri anoda dogru goégerek bir kuyruklu yildiz go-
rintisi olusturur.' ' Sonuglarin giivenilir olmasi
icin tiim islem basamaklarinin azami dikkat ve ti-
tizlikle uygulanmasi son derece énemlidir. Jelin
son basamaga kadar bozulmadan kalabilmesi biiyiik
bir dikkat ve el becerisi gerektirmektedir. Lizis is-
leminde serbestlesen DNA 1518a kars: duyarhdir. Bu
basamaktan sonra ilave kiriklar olusmamasi igin is-
lemler karanlik odada, gece lambas: 151§1nda yiirii-
tilmelidir. Lamlarin kenar kisimlarinda kalan
DNA’larin daha yiiksek oranda hasarli oldugu be-
lirlendiginden® ‘Comet’ sayim1 agamasinda bu bo-
limlerde yer alan DNA’lar dikkate alinmamals,
sayim orta kisimlarda yapilmalidir. ‘Comet sayim1’
tiim ¢aligma boyunca ayni kisi tarafindan yapilma-
Lidir. Kisi inceledigi lamin hangi ¢alisma grubuna
ait oldugunu bilmemelidir.

"“COMET ASSAY"” BASAMAKLARI

1. Hiicresel materyalin hazirlanmasi

2. Mikroskop lamlarinin hazirlanmasi

3. Lizis

4. Alkali ortamda DNA siiperkoil yapisinin
acilmasi (Alkali unwinding)

5. Elektroforez

6. Notralizasyon

7. DNA’nin boyanmasi ve “comet”lerin goriin-
tillenmesi
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8. Comet sayim1 ve DNA hasarinin belirlen-
mesi

1. Hiicresel materyalin hazirlanmasi: “Comet
Assay”’in sonuglarinin dogrulugu test materyalinin
hassas bir sekilde hazirlanmasina baghdir. Kiiltiire
edilmig hiicreler, tam kan 6rnekleri (polimorf 16-
kositler, mononiikleer hiicre fraksiyonlar1), pirimer
insan fibroblastlar: doku 6rnekleri materyal olarak
kullanilabilir ve bunlarin her birinin hazirlanmas:
spesifiktir. Tam kan 6rneklerinde DNA hasar ¢alig-
masinda heparinize kan kiiltiir ortamina alinir,
diistik erime noktali agaroz ile karigtirilarak kulla-
nilir. Lenfosit ve mononiikleer hiicrelerde DNA
hasar galismalarinda, bu hiicre fraksiyonlar: histo-
pak ile izole edildikten sonra kullanilir. Fibroblast
ve cesitli doku 6rneklerinde ise tripsin-EDTA ile
muamele edilerek 6nce proteinler uzaklagtirilir. Bu
tip 6n islemlerle serbestlesen hiicreler daha 6nce
agaroz jel ile 6n kaplama yapilmis ve numaralandi-
rilmig lamlar tizerine uygulanirlar.'*

2. Mikroskop lamlarinin hazirlanmasi: Lam
hazirlamada en 6nemli hedef tiim iglemler tamam-
lanincaya kadar jelin bozulmadan kalabilmesi ve
mikroskobik inceleme sirasinda temiz, net bir go-
rintii verebilmesidir. Deneyden bir giin 6nce nor-
mal erime noktal1 agaroz jel mikroskop lamlarina
bastan sona yayilir. Bu igleme 6n kaplama denir.
On kaplama yapilan lamlar kurumast icin en az bir
gece bekletilir. Ertesi giin diisitk erime noktali
ikinci bir agaroz jel icinde siispansiye edilmig hiic-
reler 6n kaplama yapilmis olan lamlarin {izerine ya-
yilir. Boylece iki jel tabakasi arasinda gomiili
hiicreleri iceren sandvi¢ benzeri bir sistem olustu-
rulur. Saglikli sonuglar elde edilmesinde agaroz
jelin konsantrasyonu ve jel igindeki hiicrelerin
konsantrasyonlar1 ¢ok 6nemlidir. Optimal hiicre
say1st her gozlem alaninda birkag taneden fazla ol-
mamalidir. Yiiksek hiicre yogunluklar: 6zellikle
DNA gé¢tiniin hizh oldugu preparatlarda comet’le-
rin {ist iiste gelmesine neden olur. Yiiksek agaroz
konsantrasyonu ise DNA go¢ hizini ve diger islem
basamaklarin etkiler.'

Baz1 aragtirma protokollerinde hiicreler iize-
rinde in vitro hasar olusturularak inceleme yapil-
maktadir. DNA iizerinde hasar olusturmak ama-
ciyla UV, iyonizan radyasyon veya ksantin/ksantin
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oksidaz, HyO9 gibi radikal olusturan ajanlar kulla-
nilmaktadir. Bu tip ¢aligmalarda hiicreler belirli
konsantrasyon ve dozajdaki hasar yapict madde ile
kisa siire soguk ortamda muamele edildikten sonra
lizis iglemine gegilir.

3. Lizis: Agaroz jel donduktan sonra yiiksek
konsantrasyonda tuz ve deterjan igeren lizis ¢ozel-
tisinde bir saat bekletilir. Lizis sirasinda kan ve
doku orneklerinde mevcut olan eritrositlerin par-
calanmasiyla agiga ¢ikan demire bagh serbest radi-
kal-aracii DNA hasarini 6nlemek igin lizis
¢ozeltisine % 10 oraninda dimetil siilfoksid ekle-
nir. Lizis iglemi sirasinda membranlar pargalanir ve
hiicre icerigi cekirdekten uzaklagtirihir. DNA kiigtik
bir miktar nonhiston proteinlerle birlikte yiiksek
stiperkoil yapisinda kalir. Lamlar birkag defa uygun
bir tampon ile yikanarak hiicresel artiklar, kalan
deterjan ve tuzlar uzaklastirilir. Artik preparatlar
bir sonraki agamaya hazirdir.

4. Alkali ortamda DNA siiperkoil yapisinin
agilmasi (Alkali unwinding): Hazirlanmisg olan pre-
paratlar ¢ift sarmal DNA yapisinin agilmas: i¢in
elektroforez oncesinde yiiksek alkali 6zellikteki
(pH>13) elektroforez tamponunda inkiibe edilir.
Alkali tampon icersinde ¢ekirdekteki ¢ift sarmal
DNA, zincir kiriklarinin bulundugu noktalardan
acilmaya baglar. Islem siiresi aragtiriciya gore de-
gismekle birlikte genellikle 20 dk. olarak uygulan-
maktadir.”®

5. Elektroforez: Alkali ortamda DNA sarmali-
nin agilmasindan sonra, jel i¢inde olugan tek zincir
DNA alkali kogullarda elektroforeze tabi tutularak
comet olusumu saglanir. Elektrik akimi uygulan-
d1g1 zaman, anoda dogru hareket eden DNA parca-
lar1 bir kuyruklu yildiz goriintiisii verir. Yontemin
ismi olan ‘comet’ bu kuyruklu yildiz gériintiisiin-
den kaynaklanmigtir. Hasarsiz DNA ise ¢ekirdek-
ten ¢ikamaz. Elektroforez 25 V, 300 mA akim ve
25 dk siire i¢inde gerceklestirilir.'®

6. Notralizasyon: Alkali ortamda elektroforez-
den sonra, jel pH’sinin nétralizasyonu i¢in lamlar
uygun bir tamponla (pH 7,5) ti¢ defa yikanir. Not-
ralizasyondan sonra lamlar boyanarak cometler sa-
yilabilir veya jeller kurutularak lamlar daha sonra
incelenmek tizere saklanabilir.'* Kurutulmus jelle-

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2010;30(4)
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rin ¢ok uzun siireli depolanmasinda stabilizasyonu
saglamak i¢cin uygun pH’da formalin kullanilabilir.

7. DNA’nin boyanmasi ve “Comet”lerin go-
riintiilenmesi: “Comet”in goriintillenmesi i¢in kul-
lanilan DNA spesifik boyalar ve mikroskopta
secilen uygun biiyiitme, uygulayicinin spesifik ih-
tiyaglarina baglidir ve yontemin giivenilirligine ile
hassasiyetine fazla bir etkisi yoktur. Isaretleme i¢in
yaygin olarak kullanilan floresan boya etidyum
bromiirdiir. “Comet”lerin goriintiilenmesinde yay-
gin olmamakla birlikte non-floresan boya olarak
glimis-nitrat da kullanilmaktadir. Boyama sonra-
sinda floresan mikroskobunda anoda dogru gog
eden DNA fragmanlar kuyruklu yildiz gériintiisii

verir, hasarsiz DNA ise spot seklinde goriiliir.!*

8. “Comet” sayim1 ve DNA hasarinin belirlen-
mesi: Giivenilir sonuglar elde edebilmek i¢in mik-
roskobik degerlendirme ayni kisi tarafindan
yapilmali ve bu isi yapan kisi degerlendirme sira-
sinda lamlarin numarasini veya hangi ¢alisma gru-
buna ait oldugunu bilmemelidir. “Comet”lerin
sayllmasinda iki farkli yol izlenebilir:

a) Goérsel analiz: Farkli derecelerdeki hasari
gosteren “comet’leri insan gozii kolaylikla ayirt
eder. Gorsel degerlendirmeye gore “comet’ler
DNA go¢ uzunluguna gore 5 kategoride tanimlanir
(0-4). Simiflandirma “comet”lerin goriiniimiine
gore asagidaki gibi gerceklestirilir: Parlak bash ob-
jeler ve goriinmeyen kuyruklar O kategorisine girer
(kuyruksuz spot seklindeki goriintiiler), cok kiigtik
basli cometler ve uzun daginik kuyruklar 4. kate-
goriye girer, 0-4 kategorileri arasinda yer alan
“comet’ler kolaylikla ayirt edilebilecek sekilde 1,
2 ve 3 kategorilerinde yer alir (Sekil 1). Sayma is-
lemi i¢in her lamdan rastgele 100 “comet” segilir
ve her birine i¢inde bulunduklar kategoriye gore
bir deger verilir (0, 1., 2., 3. veya 4). Her bir kate-
gorideki “comet” sayist belirlenerek spesifik for-

miiller ile DNA hasar: belirlenir.!416

b) Bilgisayarlh goriintii analizi: Mikroskop tize-
rine monte edilen kapali sistem dijital kamera bag-
olarak  karakteristik
“comet”lerin gorintiileri analiz edilir. Bu analizle-

lantisi  ile otomatik

rin yapilabilmesi i¢in birgok sirket tarafindan ge-

3

SEKIL 1: Gorsel analizde “comet” kategorileti.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2010;30(4)
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listirilmis olan yazilimlar kullanilir. Programlar
comet bagini kuyruktan ayirt edebilecek ve kuyruk
uzunlugu, bas ve kuyruktaki floresans yiizdesi,
kuyruk momenti gibi gesitli parametreleri belirle-
yebilecek sekilde tasarlanmigtir. Kuyruktaki %
DNA floresansi, DNA zincir kirig: sikligi ile dogru
orantilidir. Kuyruk momenti kuyruk uzunlugu ve
goreceli kuyruk yogunlugunu iceren formiillerle

hesaplanan bir parametredir.!+1¢

Lamlar analiz edildiginde gorsel hesaplama-
larla bilgisayar goriintli analizleri paralellik goste-

rir ve bu sonuglar arasindaki

15,17

eslesme
mitkemmeldir.

Tablo 1’de “Comet Assay” ile tam kanda l6ko-
sit DNA hasar1 6l¢timii verilmistir.

J| “COMET ASSAY" ILE ILGILI
DIGER METODOLOJILER

FARKLI TiPLERDE DNA HASARI CALISMALARI

Bazi arastiricilar “Comet Assay” tekniginde hasara
spesifik DNA onarim enzimleri kullanarak cesitli
baz modifikasyonlarinin sikligini belirlemeyi ba-
sarmiglardir. Lizis isleminden sonra hasara spesifik
onarim endonukleazlar ile jeller inkiibe edildikleri
zaman, bu spesifik hasari iceren bolgelerde ilave ki-
riklar ortaya ¢ikar. Net hasar miktar1 hesaplanir-
ken enzim inkiibasyonu varliginda kuyruktaki
DNA yiizdesinden enzim inkiibasyonu olmadan
kuyruktaki DNA ytizdesi ¢ikartilir. Bu metodoloji
ile UV spesifik endonukleazlar kullanilarak UV

1sinlarinin neden oldugu ve cilt kanseri ile yakin-
dan iligkili olan pirimidin dimerlerinin varlig ve
siklig1 belirlenmistir.'® Benzer olarak okside olmus
pirimidinlerin sikli§1 endonukleaz III enzimi kul-
lanilarak," 8-OH-dG hasarinin siklig1 formamido-
pirimidin DNA glikozilaz kullanilarak,?’?! metil
adenin hasarinin siklig1 3-metiladenin DNA gliko-
zilaz II kullanilarak gosterilmistir.?? Tablo 2’de
“Comet Assay” tekniginde siklikla kullanilan hasar
spesifik endontikleazlar ile substratlar: verilmistir.

DNA ONARIM ARASTIRMALARI

Dogal DNA zincir kiriklarinin yani sira, kesip-¢i-
karma onarimi sirasinda olusan gegici zincir kirik-
lar1 da elektroforezde DNA goc¢iinii artirir. DNA
kesip-¢ikarma onarim mekanizmasinin ilk basama-
ginda spesifik bir endonukleaz hasara yakin bir bol-
gede DNA sarmalini keserek zincir kirig: olusturur.
Kesme isleminden sonra ortama deoksiribonukleo-
zit trifosfatlar ilave edilip uygun sicaklikta inkiibe
edilirse onarim gergeklesir ve kirik uglar baglanir.
“Comet Assay”’, DNA hasar1 olusturan bir madde
ile muamele edildikten sonra DNA onarim aktivi-

tesinin belirlenmesinde de kullanilmaktadir.!>17-3

GENOTOKSISITE ARASTIRMALARI

Genotoksisite DNA zincir kiriklar: ile karakterize
oldugundan “Comet Assay” ile belirlenebilmekte-
dir.** In vitro ve in vivo genetik toksikoloji ala-
ninda“Comet Assay” Onemli uygulama alanina
sahiptir. Farkl hiicre dizileri ve herhangi bir or-
gandan alinan hemen her tip hiicre bu teknikle test

TABLO 1: Tam kanda I6kosit DNA hasari tayininde comet assay yénteminin asamalari.

Hicresel materyalin hazirlanmasi

Lamlarin agaroz ile kaplanmasi

3 kez PBS ile yikama yapilir.
DNA stiperkoil yapisinin agiimasi

Elektroforez
Nétralizasyon
Boyama ve goriintileme

Heparinize tam kan RPMI medium ve diistik erime noktall agaroz ile karistirilarak énceden normal erime
noktali agaroz ile kaplanmis lamlarin Uzerine yayilir. {Agarozun donmamasi icin ¢ok hizli ¢aligiimalidir)
Mikroskopik lamlari Uzerine %3 v/w konsantrasyonunda normal erime noktali agaroz vyayilir.
Oda sicakliginda bir gece kurumaya birakildiktan sonra kullanilir.

Lizis 2.5 M NaCl, 200 mM NaOH, 100 mM EDTA-Na2, 10 mM Tris, %1 v/v Triton x-100, %10 viv

Dimetilsiilfoksit ¢ozeltisinde 1 saat inklibasyon uygulanir. Lizis sonrasi kalintilari uzaklastirmak igin

300 mM NoOH, 1 mM EDTA-Na2 cozeltisinde (bu ¢dzelti ayni zamanda elektroforez cézeltisidir)
karanlikta 40 dk. inkiibasyon uygulanir.

Ozel “Comet Assay” elekiroforez tankinda 25 dk siire ile 25 V, 300 mA akim uygulanir.

400 mM tris-baz cézeltisi ile yikama yapilir, pH nétralize edilir.

20 u/ml konsantrasyonda etidyum bromr ile boyama yapilir, 400 X bily(itme ile incelenir.
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TABLO 2: Hasar spesifik endonikleazlar ve substratlari

Hasar spesifik endonukleazar Substratlari
Endonukleaz Il

Endonukleaz V (UV endonukleaz)
Formamidopirimidin glikozilaz
3-Metiladenin DNA glikozilaz 3-Metiladenin
Urasil DNA glikozilaz Urasil

Okside pirimidinler, apirimidinik/ap(rinik bolgeler
Siklobitan pirimidin dimerleri, apirimidinik/apurinik bolgeler
Agik halkali pirinler {adenin ve guanin), 8-hidroksideoksiguanozin, apirimidinik/apUrinik bdlgeler

edilebilir. Tanimlanmis genotoksik ve mutagenik
ajanlarin farkh hiicre tipleri ve farkl dokulardaki
spesifik aktiviteleri (hiicreye spesifik metabolik ak-
tivasyon ve in vitro DNA onarimi; toksikokinetik-
ler ve bir maddenin farkli yollarla viicuda
verilmesini takiben doz-toksik yanit iligkisi)
“Comet Assay” ile arastirilabildigi gibi, genotoksik
etkisi hentiz tam olarak tanimlanmamig olan arag-
tirma kimyasallarinin toksik etkileri ve doz-toksi-
site iligkisi de bu yontemle belirlenebilmektedir.
Genotoksisite arastirmalarinda kullanilan diger
tekniklerle karsilagtirildiginda “Comet Assay”’in
bazi avantajlar1 vardir. Deney hayvanlarinin
hemen her bir dokusunda ve hatta insan biyopsi or-
neklerinde sadece az miktarda hiicreye ihtiya¢ du-
yarak DNA kirikliklarini belirleme imkani verir.
Biitiin prosediir birkag saatte tamamlanabilir ve bir
goriintii analizorli varsa aninda degerlendirilebilir.
Ayrica ihtiya¢ duyulan donanimin biyikligi ve
maliyeti genetik toksikolojide kullanilan diger kisa
zamanl testlerden daha fazla degildir.'®

APOPTOZiS ARASTIRMALARI

Nekroz ya da apoptoz-aracili sitotoksisite nedeni
ile olusan DNA kiriklar1 elektroforezde DNA g6-
¢lintin artmasina neden olur. Her iki durumda da
¢ift sarmal zincir kiriklar1 olugsmaktadir.2%* Apop-
totik ve nekrotik hiicreler notral veya alkali or-
tamda uygulanacak elektroforez ile belirlene-
bilir.2#? Bazi aragtiricilar “comet’lerin karakteris-
tik goriintimlerine dayanarak “Comet Assay” ile
apoptotik hiicrelerin nekrotik hiicrelerden kolayca
ayrilabildigi sonucuna ulagmiglardir. Bu arastirici-
lara gore bazi istisnalar bulunsa da genel olarak
apoptotik hiicreler kiiciik bas ve yelpaze seklinde
kuyrugu olan “comet”ler; nekrotik hiicreler ise
genis bas ve degisik uzunluklarda dar bir kuyruga

sahip “comet’ler olugturmaktadir.?393!
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BIYOLOJIK iZLEME

“Comet Assay” goreceli olarak kolay, ucuz, hizli ve
non-invaziv bir teknoloji oldugu ve 10-20 mikro-
litre kan 6rneginde uygulanabildiginden beslenme,
yaslanma, egzersiz gibi biyolojik siireclerin izlen-
mesinde, ¢evresel degisikliklerin canli sistemler-
deki etkisinin belirlenmesinde, hipoksi, ozon ve
kemoterapi etkilerinin degerlendirilmesinde,
sperm kalitesinin belirlenmesinde tercih edilmek-

tedir.340

ANTiOKSIDAN ARASTIRMALARI

Oksidatif stresin kanser, diyabet, ateroskleroz, no-
rodejeneratif hastaliklar gibi cesitli patolojilerin te-
melinde yer aldiginin belirlenmesinden sonra
arastirmalar antioksidanlar {izerinde yogunlasmis-
tir. Enzimatik ve enzimatik olmayan cesitli antiok-
sidanlar farkli mekanizmalarla oksidatif hasari
onlemekte, sinirlamaktadir. Antioksidan 6zelligi
bilinen gesitli maddelerin klinik kullanimina ilig-
kin galigmalar yiiriitiiliirken bir yandan da yeni bir
takim bitkisel molekiillerin antioksidan 6zellikleri
olup olmadig aragtirilmaktadir. “Comet Assay”, sa-
yilar1 biiyiik bir hizla artmakta olan in vivo ve in
vitro antioksidan ¢aligmalarinda siklikla kullanilan

bir yontemdir.*

KLINIK ARASTIRMALAR

“Comet Assay”in klinik aragtirmalarda kullanilmas:
cesitli hastaliklarin patojenik mekanizmalarinin
aydinlatilmasina 6nemli katk: saglamistir. Bazi ka-
litsal hastaliklarin prenatal tanisinda,* kansere du-
yarliligin belirlenmesinde,*”® kanser tedavisinin
takibinde,** diabetes mellitus,?5%->2 katarakt,?®ro-

matoid artrit-sistemik lupus eritematozus,>**

57-59

poli-
kistik over sendromu®® ve Alzheimer gibi
hastaliklarda artmig DNA hasar1 “Comet assay” ile
gosterilmis, post menopozal kadinlarda hormon
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replasman tedavisinin,® tiryakilerde sigaranin
DNA {izerine etkileri yine bu yontemle incelen-
mistir.®16? Reprodiiktif tedavide erkek infertilitesi
s0z konusu oldugunda sperm DNA’sinin biitiinligi
“Comet Assay” ile test edilmigtir.%3

YONTEMIN DEZAVANTAJLARI

“Comet Assay” basit, hizli, ucuz, duyarh bir yon-
tem olmasi, ¢ok kiiciik hacimde 6rnek gerektirmesi
ve farkli hiicre tiplerine uygulanabilirligi nedeniyle
siklikla kullanildig: halde, bazi dezavantajlara sa-
hiptir. Teknigin uygulama asamalarindaki bazi
farkliliklar (agaroz konsantrasyonu, uygulanan
hiicre miktari, elektroforez siiresi, vb) farkli so-
nuglara yol agsa da, ayn1 protokolii uygulayan farkh
laboratuvarlarin sonuclarinda da farklilik olabil-
mektedir.®* Bu farklhiliklar biyiik oranda “Comet”
sayimi yapan kisiden kaynaklanmaktadir. “Comet”
sayiminin deneyimli bir kisi tarafindan gercekles-
tirilmesi ve projenin bagindan sonuna kadar ayni
kisi tarafindan yiiriitiilmesi sonuglarin giivenilirligi
acisindan elzemdir. Caligmalar sirasinda negatif ve
pozitif kontrol kullanimi sonuglarin giivenilirligini
arttiracaktir. Ozellikle biyolojik izleme ¢alismala-
rinda istenilen miktarda kolayca elde edilebildi-

tadir. Oysa yapilan ¢aligmalar taze izole edilen len-
fositlerde hasar olusturucu bir ajanla iglem sonra-
sinda, DNA onariminin ¢ok yavas ilerledigini
gostermistir.®> Dolayisiyla DNA onarim ¢aligmalar:
i¢in lenfositler iyi bir tercih degildir. DNA hasar1
olusturan bir kimyasalla islem yapildiginda, uygu-
lanacak optimum konsantrasyon ve uygulama sii-
resi (zincir kiriklarinin olusacag: fakat hiicrenin
canliligini kaybetmeyecegi konsantrasyon ve siire)
literatiirde belirlenmis olsa bile arastiric: tarafin-
dan test edilerek belirlenmeli, bu arada hiicre can-
lilig1 da mutlaka test edilmelidir. Tam kan 16kosit-
lerinde belirlenen DNA hasar1 organizmanin genel
durumunu ortaya koyar, fakat spesifik bir dokuya
ait hasar1 gostermez. Bunlar “Comet Assay” calis-
malarinda aragtiriciy1 yonlendirecek bilgilerdir.

[ SONUG

Cesitli tiplerde DNA hasar1 ve DNA onarim aktivi-
tesinin belirlenmesinde basit, hizl1 ve duyarh bir
yontem olan “Comet Assay” tilkemizde sinirh sa-
yida aragtirmaci tarafindan uygulanmaktadir. Yon-
temin tanitilmasi ve kullaniminin yayginlastiril-
mastyla tibbi aragtirmalarin kalitesinin artacag: ke-
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