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OZET

Cesitli i¢ ve dis nedenlerden dolayi DNA’da farkli diizeyde hasarlar
meydana gelmektedir. DNA hasarina insan ve fare, at, domuz, balik gibi pek
cok hayvan tiriinde rastlanmaktadir. DNA da olusan bu hasarlarin
baglicalari; tek ve ¢ift sarmal kiriklari, oksidatif DNA baz hasari, DNA-
DNA, DNA-protein ve DNA-ilag ¢aprazlagsmalari ve DNA da mutasyonlar
gibi bir takim yapisal bozulmalardir. Tek hiicre jel elektroforezi yada
“Comet Analiz” canli populasyonlarinda, hiicre diizeyinde DNA hasar
tespitininde kullanilan, hizli, basit ve ¢ok hassas flouresan mikroskobik
yontemdir.

Anahtar Kelimeler: DNA hasari, Comet Analiz

THE SINGLE CELL GEL ELECTROPHORESIS FOR
DETERMINING THE DNA DAMAGE

ABSTRACT

DNA damages have occured at different levels due to various in vivo and in
vitro reasons. The damage of DNA has been observed in human and many
species of animals such as mice, horse, porcine and fish. These damages
occured in DNA are some structural damages such as single- and double-
strand breaks, oxidative base damage, and DNA-DNA, DNA-protein, DNA-
Drug crosslinking and mutations in DNA. Single cell gel electrophoresis
(SCGE) or so-called “Comet assay” is a rapid, simple and very sensitive
fluorescent microscopic method to examine DNA damage at individual cell
level in living populations.
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1. GIRIS

Genetik bilgiyi tasiyarak, nesilden nesile aktarilmasini saglayan DNA kolay
zarar goOrebilen bir molekiildir ve {izerinde siirekli olarak hasar
olusmaktadir. Hasar, normal DNA'nin kimyasal ve fiziksel yapisindaki bir
degisimdir. Olusan hasar DNA onarim sistemleri tarafindan onarilmakla
birlikte, hasarin ¢ok fazla oldugu veya onarim sistemlerinin yetersiz kaldig
durumlarda DNA {iizerinde olusan hasar hiicre 6liimiine kadar varan etkilere
neden olur. DNA hasarinin yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,
immun sistem hastaliklari, dejeneratif hastaliklar gibi doku fonksiyonlarinin
bozulmasi ile ortaya ¢ikan hastaliklarin etyolojisinde 6nemli rol oynadig
ileri stirilmektedir [1,2,3,4]

Aerobik organizmalarda oksijen kullaniminin dogal sonucu olarak reaktif
oksijen metabolitleri (ROM) meydana gelir. ROM basta mitokondrial
elektron transportu olmak {izere ksenobiotik metabolizmasi, dogal
uyaranlara karsi fagositik aktivasyon, biyosentez ve yikim gibi olaylar
sirasinda da olusur. ROM olusumunu organizmanin yapisal ve
fonksiyonel biyomolekiillerinin oksidatif stres altina girmesine yol agar
[2,3,4]. Lipidler, karbohidratlar ve proteinler gibi DNA da ROM’in
saldirisina maruz kalir. Insan bedeninin her hiicresindeki DNA, giinde
yaklagik 10.000 kez serbest radikal saldirisina maruz kalmaktadir [3].
DNA’da oksidatif baz modifikasyonunun yeni dogan sigcanlarda bile
oldugu saptanmistir [4].

Serbest radikaller DNA yapisindaki deoksiriboz fosfat iskeletinde hasara,
purin ve pirimidin bazlarm spesifik modifikasyonuna ve DNA-protein
capraz baglanmalarina neden olur [5,6]. Deoksiriboz iskeletinin
oksidasyonu baz salinimini ve DNA zincir kiriklarini indiiklerken, oksidatif
baz modifikasyonlar1 mutasyonlara yol acabilmektedir [7,8]. Farkli radikal
metabolitlerin DNA hasarlarma neden olus mekanizmalar1 da farklidir [9].
Yapilan ¢esitli aragtirmalar siiperoksit anyonu ve onun dismutasyonuyla
olusan hidrojen peroksitin dogrudan DNA ile esleserek baz oksidasyonuna
ve zincir kiriklaria yol agmadigi, ancak gecis metal iyonlarimin varliinda
Fenton reaksiyonu ile aktif bir serbest radikal olan hidroksil radikalinin
DNA hasar1 olusturdugunu gostermiglerdir [10,11]. Singlet oksijen ise,
guanine spesifik olarak baglanarak hasar olusturur [12,14]. DNA
hasarlarmin olusumunda yer alan endojen reaksiyonlar; oksidasyon,
metilasyon, depiirinasyon ve deaminasyon reaksiyonlaridir. Nitrik oksid
(NO) veya nitrojen dioksid (NO,), peroksinitrit (ONOQO"), dinitrojen trioksid
(N2O3) ve nitrik asid (HNO;) gibi reaktif iriinleri, nitrozasyon ve
deaminasyon reaksiyonlar1 ile mutajenik aktivite gosterirler [13].
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8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG), ROM’un DNA’da yaptigi
yaklasik 23 oksidatif baz hasar {irliniinden en sik karsilagilan ve mutajenitesi
en iyi bilinenidir. Diger DNA baz hasar liriinlerinin daha az mutajenik
olmalar1 muhtemeldir. Ik defa 1984 yilinda Kasai ve Nishimura tarafindan,
oksidatif DNA hasarmin bir belirteci olarak tespit edilmistir [6,15].

Bir popiilasyonda DNA hasarmin kabul edilebilir seviyesinin tesbiti; DNA
hasar-tamir tespit caligmalari, genotoksinlere hassas olan bireylerin
belirlenmesi, c¢esitli ajanlara maruz kalan bireylerin devamli olarak
izlenmesi, ¢evreye yayilan kimyasal maddeler ve bu maddelere maruz kalan
bireylerin kontrol altinda tutmasi, populasyonda genetik hasar artig
seviyesinin tespiti gibi amaglarla gerceklestirilmektedir [16].

Bugiine degin, DNA’ya zarar veren ajanlarin etkilerini ortaya koymak i¢in
kolay test yontemleri aranmustir [16]. 8-OHdG ¢ok yaygin olarak meydana
gelen bir baz hasar {iriinii olmasi nedeniyle oksidatif DNA hasarlarimin
Ol¢lilmesinde hasar indeksi olarak kabul edilmistir [12]. Ancak §8-OHdG
diizeylerinin belirlenmesi olduk¢a pahali bir yontem olmasi ve ileri teknoloji
gerektirmesi, aragtirmacilart DNA hasar diizeyi tespitinde hizli, basit ve ucuz
yoOntemler gelistirmeye itmistir.

2. TEK HUCRE JEL ELEKTROFOREZI

Son yillarda gelisen “Single Cell Gel Electrophoresis” (SCGE) teknigi DNA
sarmal kiriklarinin tespiti i¢in hassas, hizli ve ucuz bir yontemdir. SCGE

teknigi “Comet Assay” ya da “Microgel Electrophoretic Technique” olarak
da adlandirilmaktadir [17].

2.1. Tarihce

Insan hiicrelerinde DNA tek sarmal kiriklarin tespiti ilk kez Rydenberg ve
Johanson tarafindan gergeklestirilmistir,. DNA’nin ayrilmasina izin veren
hafif alkali sartlar altinda lam {izerindeki agaroz’da gomiilmiis olan hiicreleri
“lize” ederek hiicreleri proteinlerden ayirmislardir. Daha sonra nétralize edip
akridin oranj ile DNA’y1 boyamiglar ve kirmizi flérosana yesilin oranini
hesaplamiglardir. Kirmizi florasans tek sarmali, yesil florasans ise g¢ift
sarmal1 gostermistir. Fakat bu teknik ¢ok yaygin kullanilmamistir [17].

Notral teknik 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan modifiye edilerek
hiicredeki DNA hasarmin direkt gosterilmesinde “Microgel Electrophoretic
Technique” olarak sunulmustur. Ostling ve Johanson agarozda siispanse
edilen radyasyona maruz kalmig hiicreleri lam tizerine yayarak, yiiksek tuz
ve deterjanla lizing islemine ve ardindan elektroforeze tabi tuttuktan sonra
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akridin oranj gibi DNA baglayici1 floresan boyasiyla boyamugslardir [20].
Eger DNA kirik igeriyorsa, gevsemis ve kirilmig DNA fragmanlari nedeni ile
elektrik yiik kazanmis olan DNA, ¢ekirdekten anoda dogru go¢ ederek
kuyruklu yildiz gériiniimiinii vermis, bu nedenle hasarli hiicreler COMET
olarak adlandirilmigtir. DNA hasarmi saptamak i¢in kuyruk uzunlugu
Ol¢iilmiis, ve kuyruk uzunlugunun radyasyon dozunun fonksiyonu oldugu
gozlemlenmistir [18].

Sekil 1. Normal (a) ve Hasarh DNA (Comet) (b)

Ancak, DNA ¢ift sarmal kiriklarinin tespitine izin veren nétral sartlar, tek
sarmal kiriklarinin belirlenmesine izin vermemektedir. Oysa DNA’da hasar
olusturan ¢ogu ajan DNA ¢ift sarmalindan ¢ok DNA tek sarmalinda hasar
meydana getirmektedir. Bunun yaninda nétral sartlarda proteinler tam olarak
uzaklastirilamamaktadir [16]. Bu nedenle Singh ve ark. (1988) alkalin comet
metodunu tanimlamislardir. Boylece “tek sarmal kiriklari” denilen ve
sadece alkali teknikle ortaya ¢ikarilabilen DNA tek sarmal kiriklarini
tanimlama imkani dogmustur [19]. Kullanilan daha giiglii lizis kosullari
proteinlerin % 95 inden fazlasim1 yok edebilmekte, boylelikle SCGE
tekniginin yeni dizayni bireylerde hiicrelerinin hemen hepsinde DNA hasar
biiyiikliigiiniin direkt olarak tespitini saglamaktadir [20,21].

2.2. Yontemin Avantajlar
SCGE yontemi diisiik diizeydeki DNA hasarlarimi gdsterebilmesi, az sayida

hiicre ile analizin gergeklestirilebilmesi, fazla ekipman gerektirmemesi,
kolaylikla uygulanabilmesi, degisik hiicre ve doku gruplar ile
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calisilabilmesi, sonuglarin birkag saat iginde elde edilip ve degerlendirilmesi,
giivenli ve ekonomik olmasi nedeniyle giderek yayginlasan bir kullanmim
alan1 bulmaktadir [19].

2.3. Alkali Tek Hiicre Jel Elektroforezi Yonteminin Uygulansi

DNA’daki hasarin diizeyinin Ol¢iilmesinde kullanilan en yaygin o6lgme
yontemlerinden birisi olan tek hiicre jel elektroforez yontemi ya da kisa
adiyla Comettir. Bu yontem pek ¢ok ¢aligsmada kullanilan gorsel floresan bir
tekniktir [19]. Comet yontemi, alkali pH da farkli molekiil agirliklarina ve
farkli elektrik ylike sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli
sekilde go¢ etmeleri esasina dayanir. Tek hiicreler veya g¢ekirdekgikler Sekil
1’de gorildiigh gibi agaroza gomiiliir; yiiksek tuz ve deterjan igeren lizis
solusyonunda hiicrelerin lize olmalar1 saglanir, daha sonra DNA’larin
elektroforez de yiiriitiilmeleri esnasinda hasarsiz DNA’larin biitiinliigiini
kaybetmeden vyiirlir ve comet yani kuyruk olusturmaz, oysa, hasarl
DNA’larin fragmenleri olusan hasardan dolay1 farkli molekiiler agirliklara
ve farkli elektrik yiiklerine sahip olduklarindan elektriksel alanda farkli
hizda hareket eder ve kuyruk seklinde bir goriintii olustururlar, sonug olarak
elde edilen DNA go¢ goriintiileri degerlendirilerek bir fikir olusturulur
[20,23,24].

Bu 6l¢iim yonteminde yapilan islemler laboratuar kosullarina gore farklilik
gostermekle beraber Tice ve ark. (2000) SCGE yonteminin genel
basamaklarini sdyle siralamiglardir (Sekil 2) [25].

Hiicrelerin izolasyonu
Slaytlarin hazirlanmasi
Lizis

DNA sarmalimin ¢oziilmesi
Elektroforez
Notralizasyon

Boyama

Degerlendirme

PN R WD =
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Sekil 2. SCGE Yo6ntemi Genel Basamaklari
1. SCGE Yénteminde Kullanilabilen Hiicreler

SCGE yontemi ile insan, hayvan ve bitki hiicreleri gibi bir ¢ok ¢esit hiicre in
vitro c¢aligmalarda kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan insan hiicreleri
16kositler ve lenfositlerdir. Ancak, nasal veya gastirik mukoza hiicreleri,
lens, deri, reprodiiktif hiicreler, kolon hiicreleri neonatal fibroblastlar,
pankreas hiicreleri, adenokarsinomlu hiicreler gibi bir ¢ok doku hiicresininde
kullanildig: bildirilmistir [31] .

2. Slaytlarin hazirlanmasi

PBS igerisinde hazirlanan %1°lik normal kaynama dereceli agaroz (NMP)
agaroz jelden 80 ul alinarak buzlanmis lam tlizerine damlatilir ve lam iizeri
lamel ile kapatilarak 2-4°C’de 5 dk. bekletildikten sonra lameller kaldirilarak
birinci agaroz tabakasi hazirlanir. Hazirlanan lamlar nemli kutularda 2. ve 3.
agaroz katlar1 dokiilene kadar saklanabilir [20,23,24,29].
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PBS ile mm’ tel0° hiicre olacak sekilde siispanse edilmis hiicrelerden 10 pl
alinarak 80 pl % 0,5’1ik diisiik kaynama dereceli agaroz (LMP) agaroz ile
(37 °C) kargtirilarak birinci agaroz kat iizerine tabakalandirilir ve tekrar
lamel ile kapatilarak buzdolabinda donmasi igin bekletilir. Ugiincii asamada
ayn1 konsantrasyonda LMP agaroz jel hazirlanarak ikinci tabakanin iizerine
ince bir kat halinde tabakalandirilarak slaytlarin hazirlanmasi tamamlanir.
Asagida Sekil 3°de slaytlarin hazirlanma basamaklar1 goriilmektedir.

— — BulLm

" %lIkNMAAgroz

%0,5 lik LMA igerisinde siinspanse edilmis

mononukleer 16kositlerin agaroza uygulanmasi

%0,5 lik LMA igerisinde siinspanse edilmis

mononukleer 16kositlerin agaroza gomiilmesi

%0,5 lik LMA ile hazirlanan Gigiincii tabaka

Sekil 3. Slaytlarin Hazirlanmasi
3. Lizis

Lizis soliisyonu hiicre ve ¢ekirdek zarimi eriterek DNA sarmallarinin agaroz
icinde serbest kalmasini saglamak amaciyla kullanilir [20,23,24,29]. Bu
amagcla, hiicreler lam {izerinde agaroz jele gomiildiikten sonra, slaytlar
yaklasik 1 saat siire ile yiiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan igeren (100
mM EDTA-Na,, 2,5 M NaCl, 10 mM Trizma base, % 1 triton X-100, % 10
DMSO pH:10) soguk lizis soliisyonunda bekletilir.

4. DNA sarmalimin ¢éziilmesi ve Elektroforez

Elektroforezde yiiriitmeden 6nce DNA zincirlerinin ayrilmasi i¢in slaytlar
alkali elektroforez tamponunda (1 mM EDTA-Na, , 300 mM NaOH, pH 13)

buzdolabinda sogutularak kullanilir. Alkali elektroforez tamponunda
inkiibasyon tamamlandiktan sonra DNA’lar bu tampon ¢6zelti igerisinde 300
mA 20 V’ luk elektriksel alanda 5-25 °C’de 30 dk. yiiriitilir [20,23,24,29].
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5. Notralizasyon

Elektroforezde yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra alkali tampon
¢Ozeltisini slaytlardan uzaklastirmak igin slaytlar 3 dk ve 3 kez 5 ml/slayt
(0,4 M Tris HCI pH:7,5) nétralizasyon tamponu ile yikanir [20,23,24,29].

6. Boyama

Notralizasyon tamamlandiktan sonra, slaytlar floresan boya olan Ethidium
bromiir (5ug/ml) kullanilarak DNA boyanir ve dort saat iginde
degerlendirilir [25].

7. Degerlendirme

Ethidium bromiir ile boyanan slaytlardan floresan mikroskop ile elde edilen
DNA  goriintiileri  degerlendirilir. ~SCGE  yonteminde  sonuglarin
degerlendirilmesi igin farkli teknikler kullanilmaktadir. Burada kullanilan en
yaygin parametreler; kuyruklu hiicrelerin yiizdesi, kuyruktaki DNA yiizdesi,
kuyruk uzunlugu ve kuyruk momentidir. Gelismis teknolojik imkanlara
sahip olmayan laboratuarlarda hasarli hiicreler goérsel sayma yontemi ile
degerlendirilmektedir [26]. Teknikte hasarsiz hiicrelerin incelenmesinde
yuvarlak, kenarlar1 daha az yogun olmak iizere ortasi parlak bir 1s1k
goriinlimii  vardir. Hiicrelerin bu goriiniimii nonmigration olarak
degerlendirilir. Eger DNA hasari olusmaya baglamis ise Migrasyon uzunlugu
fargmentlerin miktarina, DNA zincir kirilmalaria ve alkali-labil bolgelerin
seviyesine bagl olarak degisiklik gosterdiginden, normalde diizgiin kenarl
olan goriintii DNA kiriklarinin ¢ekirdek disina gogiiniin nedeniyle diizensiz
kenarli bir goriiniim alir. Hasarin siddetine gére merkezden kenara dogru
uzama olur. Bu goriiniime strech ya da low migration denir. Hasar arttik¢a
hiicreler kuyruklu yildiz (comet, high migration) seklini alir. Son agama ise
apoptosistir. Bu uzama hasar ile dogru orantilidir. Ayrica kuyruktaki floresan
yogunlugu da hasarin derecesine paraleldir (Sekil 4) [18].

Nonmigration Low Migration High migration (comet)

Sekil 4. Nonmigration, Low Migration ve High Migration (comet)

Olusan hasarin derecesine gore DNA goriintiileri ¢esitli alt kategorilerde
smiflandirilarak puanlandirilir. Hasar bulunmayan DNA’lar 0, hasar olan

AKU-Fen Bilimleri Dergisi 8(1) 48 AKU-Journal of Science 8(1)



DNA Hasar Tespitinde Tek Hiicre Jel Elektroforezi A. F. FIDAN

DNA’lar hasarin derecesine gore 1 den 4’e kadar puan verilir ve sonuglar
arbitrary unit (AU) olarak degerlendirilir (Sekil 5) [27].

0. Kategori 1. Kategori

2. Kategori 3. Kategori

4. Kategori

Sekil 5. Gorsel Skorlama Teknigi Ile Hiicrelerin Siniflandirilmasi

Geligsmis laboratuarlarda sonuglarm degerlendirilmesinde kamera bagli,
bilgisayar sistemine sahip goriintli analiz sistemiyle hasarli hiicrelerin bas
uzunlugu, bas ve kuyruktaki DNA yiizdesi gibi ¢esitli comet parametreleri
Olglilebilmektedir (Sekil 6) [17,30]. Comet Olgiimii igin 6zel bilgisayar
yazilimlar1 kullanilarak bu parametreler basarili ve objektif olarak o6lgiiliir [28].

| JETE|

Ble fssay Vew Optons Mindow
g dpmP@ @2

=~ Comet(3/1): testoL b

Ready.

Sekil 6. Comet Gériintiilerinin Bilgisayar Yardimi ile Degerlendirilmesi
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Son yillarda gelistirilen Laser-scanning microscopy (LSM) teknolojisi ile ,
sarmal kiriklarindaki farkliliklar kolaylikla belirlenebilmektedir [17].

3. SONUC

Canli popiilasyonlarinin  genetik  biitiinliigli, kimyasal ve fiziksel
genotoksinlere maruziyetle sonuglanan endiistriyel faaliyetler, yasam bigimi,
cesitli tibbi tedaviler, iklim degisiklikleri ve bir¢ok stres faktorii nedeniyle
giderek artan bir baski altindadir. SCGE teknigi canli populasyonlarinda
yukarida saydigimiz etmenler tarafindan meydana getirilen DNA hasarimin
Ol¢limiinde; hizli, basit ve hassas bir 6l¢iim teknigi olmasi1 nedeniyle giderek
yayginlasan bir kullanim alan1 bulmaktadir.
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