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Ozet

Amac. Tek hiicre jel elektroforezi veya yaygin olarak kullanilan diger adi ile Comet Assay teknigi
DNA hasarim belirlemek i¢in kullanilan hassas, hizli ve ucuz bir sitogenetik yontemdir. Temel
olarak bu metod hiicrelerin mikroskop lami {izerinde agaroz igine gomiiliip, lizizi sonrasi
elektroforeze tabi tutularak floresan boyalar ile boyanmasi ardindan DNA’daki hasarin
goriintiilenmesine dayanmaktadir. Goriintiileme asamasinda interkalator boyalar olan etidyum
bromiir ve propidyum iyodit yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu boyalar mutajenik ve olasi
karsinojenik ozelliklerinden dolay1 kullanim asamasinda oldukca dikkat gerektirmektedir. Bu
calismada DNA’nin tek hiicre jel elektroforezinde goriintiilenebilmesi i¢in alternatif olabilecek iki
karsinojenik olmayan giivenli boyanin kullanilabilirligi aragtirtlmistir. Saglikli ve goniilli bir
bireyden alinan periferal kan Orneginden ayristirilan lenfositler hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilmas,
kiiltiir 6rnegi ikiye ayrilarak biri kontrol olarak kullanilmus, digeri 0,527 kGy/h doz hizli **'Cs
kaynaginda 2 Gy isinlanmistir. Kontrol ve 1sinlannuig 6rneklere alkalin comet assay yontemi
uygulandiktan sonra lamlar hem etidyum bromiir ve propidyum iyodit ile hem de alternatif olarak
SafeView ve GelStar boyalart ile boyanmistir. Bulgular. Elde edilen veriler, klasik boyalarla
karsilagtirildiginda bu iki alternatif boyanin son derece etkin galistigini gostermistir. Sonug. Bu
caligma sonucunda klasik agaroz jel elektroforezi yonteminde DNA ve RNA’y1 goriintiilemek
amagh kullanilan SafeView ve GelStar boyalarinin, literatiirde ilk kez tek hiicre jel elektroforezi
yonteminde DNA’y1 goriintiilemek i¢in hassas ve etkin sekilde kullanilabildigi gosterilmistir.

Anahtar sozciikler: Comet assay, DNA hasari, floresan boyalar

Abstract

Aim. Single cell gel electrophoresis or the other common name Comet assay technique is a
sensitive, fast and cheap cytogenetic method for DNA damage assessment. Method consists of
embedding cells to the agarose on microscope slides, electrophoresis following lysis and staining
with fluorescent dyes for DNA damage visualization basically. At the staining stage intercalator
dyes ethidium bromide and propidium iodide are used widely. However because of the mutagenic
and possible carcinogenic properties of these dyes, they must be used very carefully. Method. In
this study applicability of two safe non-carcinogenic dyes for DNA visualization in single cell gel
electrophoresis is investigated. Lymphocytes from blood sample of a healthy volunteer donor were
separated and propagated in cell culture, divided into two, one of them used as control and the
other is irradiated 2Gy at a 0,527 kGy/h dose rated **'Cs source. Alkaline comet assay was applied
and slides were stained with ethidium bromide and propidium iodide also with alternative
SafeView and GelStar dyes. Results. Optained data shows that, when compared with the
conventional ones these two alternative dyes worked efficiently. Conclusion. Results of this study
showed that SafeView and GelStar dyes which are used in classical agarose gel electrophoresis
method for DNA and RNA staining, can also be used efficiently in single cell gel electrophoresis
for the first time in literature.
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Giris

Tek hiicre jel elektroforezi DNA hasarlarinin ve onariminin tespitine tek asamada izin
veren bir yontemdir [1]. Bu teknik tek hiicrenin agaroza yerlestirilmesini takip eden hiicre
lizizi, elektroforez, mikroskopta inceleme ve goriintiileme yoluyla analizinden
olugmaktadir. Hiicrelerin mikroskopta kuyruklu yildiz gériiniimiinde olmasindan dolay1
Comet Assay olarak da adlandirilmaktadir. Comet parametrelerini ve analizini
kolaylastirmak igin yazilimlar gelistirilmistir [2]. DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinin,
alkali-kararsiz bolgelerinin ve eksik kesip ¢ikarma onarim bdlgelerinin ve zincir igi
capraz baglarin tespiti icin Comet Assay yonteminde degisiklikler yoluyla yeni teknikler
gelistirilmistir. Tek hiicre jel elektroforez teknigi DNA hasarinin tespiti i¢in yaygin olarak
kullanilmaya baglayan bir metod haline gelmektedir. Gelisimi Rydberg ve Johanson’un
[3] agaroz ile isinlanmis Cin hamster hiicrelerini karistirarak alkali bir ¢ozeltide lizize
ugratiktan sonra akridin oranj ile boyayip DNA zincir ayrigsmasinin uzayigini
gozlemlemesiyle baglamistir. Daha sonra, Ostling ve Johanson [4] tarafindan, hiicrelerin
notral bir deterjan c¢ozeltisinde lizize ugratilmast ve akridin orange ile floresans
degerlendirmeden once hiicrelere diisiik bir elektriksel alan uygulanmasi ile bu metod
modifiye edilmistir. Giiniimiizde Comet Assay’in kabul goren iki sekli vardir, biri Singh
ve arkadaglari [5] tarafindan, digeri ise Olive ve arkadaslar1 [6] tarafindan gelistirilmistir.
Gelistirilen versiyonlar prensipte ayni olmakla beraber, ana faklilik elektroforezin
pH’sindadir. Singh’in metodu elektroforezin pH > 13’de yapilmasini gerektirmektedir ve
bundan dolay1r Alkalin Comet Assay olarak adlandirilir. Aksine, Olive’in [6] metodu
elektroforezin pH 8,3’te yapilmasini igermektedir, bu nedenle de notral elektroforez
olarak adlandirilir. Her iki metodda tek zincir ve ¢ift zincir kiriklarini tespit edebilirken,
alkali yontem aynm1 zamanda alkali degisime egilimli bolgeleri de tespit edebilmektedir
[7]. Bu nedenle alkalin yontem daha yaygin kullanilmaktadir. Alkalin Comet Assay’in
temel basamaklar1 sunlardir: Tek hiicre silispansiyonu elde etmek, mikroskop lamlarinin
hazirlanmasi, hiicre lizizi, enzim ile muamele (opsiyonel), alkali yoluyla gevsetme
(yiiksek alkali DNA ¢ift zincirinde karsilikli gelen bazlar arasindaki hidrojen baglarini
kirar, bu da zincir kiriginin meydana geldigi yerden DNA ¢ift zincirinin gevsemesine ve
DNA fragmentlerinin olugsmasina yol agar), elektroforez, nétralizasyon ve “comet”in
goriintillenebilmesi  i¢in  DNA’nin  boyanmasi. Deney sonunda hiicrelerin
degerlendirilmesinde ¢esitli goriintileme analiz programlarindan yararlanilir. Deney,
hiicre diizeyindeki DNA hasarin1 6lgme esasina dayanmaktadir. DNA hasarina ugramis
hiicre, kafa ve kuyruk olarak iki kisimdan meydana gelmistir. “Kafa” bolgesi ¢ekirdek
disina go¢ etmeyen, “kuyruk” ise parcalanmaya ve yapisal kayba bagli olarak cekirdek
disina goc etmis DNA’y1 belirtir. Belli bir bolgedeki DNA miktar1 o bolgedeki floresans
yogunlugu ile dogru orantilidir. Bu 6zellikten yararlanarak dijital goriintii sistemlerinde
ve analiz yazilim programlarindaki ilerlemeye paralel olarak daha hassas ve dogru sonug
veren miktar tayin yontemleri gelistirilmistir. 1990 yilindan itibaren kuyruk momentinin
hesabi kafa hiicresinin merkezinden kuyrugun kiitlesel merkezine uzakliginin kuyruktaki
DNA fraksiyonu ile ¢arpimina dayanmaktadir. Kisacasi kuyruk momenti hesaplanirken
sadece kuyruktaki DNA miktar1 degil go¢ ettigi mesafe de dikkate alinmaktadir [8].
Comet assay, DNA hasarina olan duyarliligi, gereken 6rnek miktar1 ve maliyetinin diisiik
olmasi ag¢isindan avantajli bir yontemdir. Genotoksisite, DNA onarim ¢alismalari,
cevresel ve insan biyoizleme (biomonitoring) calismalar1 ve klinik ¢aligmalara kadar
genis bir yelpazede uygulama alam1 vardir. Comet Assay’i kullanan genotoksisite
calismalar1 gesitli metaller, pestisitler, nitroaminler ve antineoplastik ilaglar lizerinde
yapilmustir [7]. Yontem ¢ogunlukla hangi maddelerin tek veya ¢ift zincir kiriklarina yol
actigint arastirmak i¢in kullanilmistir. Fakat ayn1 zamanda, cesitli tipte hasarli bazlar
taniyan 6zgiil endoniikleazlarin kullanimi ile hasarin mekanizmasi hakkinda da yararh
bilgiler saglayabilir. Ayn1 zamanda, test gruplarindan birine dolayl1 bir karsinojeni, onun
aktif formuna donistiirebilen enzimleri igeren bir S9 fraksiyonunun eklenmesiyle, bir
maddenin pro veya dolaysiz bir karsinojen oldugunu belirlemede de yararli bilgiler
saglayabilir. Comet Assay ayni zamanda bir test maddesinin kemoprotektif 6zelliklerini,

Cumbhuriyet Tip Dergisi Cumbhuriyet Tip Derg 2012; 34: 393-398
Cumhuriyet Medical Journal Cumhuriyet Med J 2012; 34: 393-398



395

Ornegin, antioksidanlarin H,0, tarafindan olusturulan oksidatif etkilerini azaltma
yeteneklerini belirlemede de kullanilabilir. DNA hasarina ek olarak, bilinen bir DNA’ya
hasar veren ajana maruz birakilan bir hiicre populasyonunda, onarim g¢aligmalari da
yapilmistir. Bu amagla, hiicrelerde olusan DNA hasar1 kontrol seviyelerine donene kadar,
cesitli zaman araliklarinda Comet Assay analizleri yapilmistir [9]. Onarim siirecinin
kinetigi, onarim inhibitérleri, DNA sentez inhibitérleri veya zincir sonlandiricilari (zincir
uzamasini engelleyen niikleik asit analoglar1) kullanilarak incelenebilir [10]. Comet
Assay’in ayn1 zamanda c¢evresel biyoizlemede de yararli oldugu gosterilmistir.
Biyoizleme c¢alismalari, kirlenmis gollerden toplanan baliklarin beyaz kan hiicrelerinin
[11], farkli toprak Orneklerinden solucanlarin s6lom hiicrelerinin [12] ve tehlikeli atik
bolgelerinde yasayan kemirgenlerden dokularin 6rneklenmesi ile gerceklestirilmistir [7,
13]. Aym sekilde Comet Assay insanlarin biyoizlenmesinde kullanilmistir. Ornegin,
DNA’ya hasar veren ajanlara mesleki olarak maruz kaldigindan siiphelenilen bireylerin
kan orneklerinde [14] veya hava kirliligi olan sechirlerde yasayan insanlarin nazal
epitelyum hiicrelerinde [15] Comet Assay uygulanmigtir.

Literatiirde belirtildigi gibi ¢ok ¢esitli uygulama alanlarina sahip olan bu yontem, DNA
hasarin1 hizli ve kesin sekilde belirleyebildigi i¢in sitogenetik c¢alismalarda artan sekilde
kullanilmaktadir.

Tek hiicre jel elektroforezi yonteminde DNA’y1 goriintiileyebilmek icin ¢ok cesitli
boyalar kullanilmaktadir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlar Etidyum bromiir ve
propidyum iyodit’dir. Etidyum bromiir interkalatér bir boyadir. Pozitif yiiklii polisiklik
aromatik bir bilesik olup, DNA’ya baz ciftlerinin arasina yerleserek baglanmaktadir.
Baglanma DNA sarmalinin yaklagik 26°’lik bolgesel acilmasina neden olarak molekiiliin
negatif kivriminda azalmaya neden olur [16]. Propidyum iyodid (Pl) 488 nm’de kirmizi
floresans yayan interkalator bir boyadir. PI niikleik asitlere baglandiginda, floresans
eksitasyon maksimumu 532 nm ve emisyon maksimumu 617 nm’dir. DNA’ya baz
segmeden veya ¢ok az segici olarak 4-5 baz bagina bir molekiil seklinde bir stokiyometri
ile baglanir [17]. Bu boya molekiillerinin baglanmasi ile DNA yapisinda meydana gelen
konformasyonel degisimler ve boya molekiillerinin baz giftleri arasina yerlesmesi
DNA’nin replikasyonuna ve transkripsiyona engel olur.

Bu ¢alismada tek hiicre jel elektroforezinde tek ve ¢ift zincirli DNA’nin goriintiilenmesi
icin yaygin olarak kullanilan ancak mutajen ve olasi karsinojen ozellikleri olan etidyum
bromiir ve propidyum iyodid boyalarina alternatif olabilecek karsinojenik olmayan
SafeView (NBS Biologicals Ltd) ve GelStar (Lonza) boyalarinin kullanim arastirilmustir.

Gerec ve yontem

Saglikli ve goniillii bir bireyden Lityum-heparinli tlipe alinan kan 6rneginden lenfositler
Histopaque-1077 kullanilarak ayristirilmistir. Lenfositler RPMI 1640 besiyeri (%10 FBS,
%1 pen/strep) kullanilarak %5’lik CO,, %95 hava kosulu altinda kiltiir ortaminda
cogaltilmistir. Hiicre kdiltiirii ikiye ayrilip, kiiltiiriin biri 0,527 kGy/h doz hizli Cs137
kaynaginda 2 Gy isinlanmistir, digeri kontrol olarak kullanilmistir. Besiyeri santrifiyj ile
uzaklastirilarak elde edilen hiicre siispansiyonunun 20 ul’si 80ul %0,8’lik disiik erime
noktali agaroz ile karistirllip %2’lik normal erime noktali agaroz ile kaplanmis lamin
ortasia damlatilmis ve iizeri lamel ile kapatilip buz lizerinde 10 dakika bekletilmistir. 10
dakika sonunda lamel dikkatlice gekilerek ¢ikartilmis ve lamin tizerine 80 pl diisiik erime
noktali agarozdan damlatilip tekrar lamel ile kapatilarak 10 dakika daha buz {izerinde
bekletilmistir. Siire sonunda lamel dikkatlice cekilip ¢ikartilarak lamlar taze hazirlanan
liziz ¢6zeltisinde (2,5 M NaOH, 100 mM EDTA, 10 mM Trizma base hazirlanir ve taze
olarak 1% Triton X-100 and 10% DMSO kullanimdan 6nce eklenir) karanlikta +4°C’de 1
saat bekletilmistir. Lizizden ¢ikartilan lamlar elektroforez tankina yerlestirilip,
elektroforez ¢ozeltisi (300 mM NaOH, 1 mM Na2EDTA, pH 13,0) igerisinde 30 dakika
bekletilmistir. Siire sonunda 25 V (volt), 300mA (miliamper)’de 30 dakika yiirtitiilmiistiir.
Elektroforez sonunda preparatlar 3 kez 5’er dakika notralizasyon tamponu (0,4 M Tris,
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pH 7,5) ile yikanmustir. Lamlar oda 1sisinda gece boyu veya 50°C’de 1 saat
kurutulmustur. DNA’y1 goriintiilemek i¢in lamlar 0,1 M NaCl igerisinde ¢ézliinmiis 2,5
pug/mL propidyum iyodit veya suda ¢oziinmiis 2 pg/mL etidyum bromiir ile 15 dakika
boyanmustir. Ayn1 zamanda bu boyalara alternatif olarak kanserojen olmayan SafeView
(NBS Biologicals Ltd) ve GelStar (Lonza) boyalar1 kullanilmistir. Stok boyadan 7,5 pl
alinip 650 ul’ye TE (10mM TRIS, ImM EDTA; pH 7,6) tamponu ile tamamlanip ve lam
basina bu karisimdan 65 pl eklenerek iizerleri 24x60’lik lameller ile kapatilmis ve 450-
490 nm eksitasyon ve 510 nm bariyer filtreli Leica marka floresan mikroskobunda 40x
objektifte incelenmistir. Analiz sonucunda etidyum bromiir ve propidyum iyodit gibi
SafeView ve GelStar boyalarminda etkin sekilde DNA’y1 boyayarak floresans
mikroskopta goriintiilemey izin verdigi tespit edilmistir.

Bulgular

Analiz sonunda lenfosit hiicrelerindeki DNA’nin etidyum bromiir, propidyum iyodit ve
alernatif boyalar olan SafeView ve GelStar ile boyanmis goriintilleri Sekil 1’de yer
almaktadir. Klasik boyalarla karsilastirildiginda bu iki alternatif boyanin son derece etkin
calistig1 goriilmiistiir.

Sekil 1. Kontrol (sol tarafta) ve 2 Gy’de 1sinlanmis (sag tarafta) lenfosit hiicrelerinin alkalin
comet assay sonrasi (A) Propidyum iyodid, (B) Etiyum bromid, (C) SafeView ve (D) GelStar
boyalari ile boyandiktan sonraki goriintiileri.
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Tartisma

SafeView agaroz jelde ¢ift zincirli ve tek zincirli DNA ve RNA’y1 goriintillemek igin
gelistirilmis bir boyadir. Cift zincirli DNA’ya baglandiginda yesil, tek zincirli DNA ve
RNA’ya baglandiginda da kirmizi floresans yayar. Floresans eksitasyon maksimumu
yaklagik 290-330nm’de, 515nm emisyondadir. Karsinojenik degildir ve Ames-testinde
onemli 6l¢iide daha diisiik mutasyonlara yol acar ve fare kemik iligi eritrosit testi ve fare
spermatosit kromozomal aberasyon testlerinde negatif sonu¢ vermektedir. GelStar
niikleik asitleri agaroz jel ve poliakrilamid jelde goriintiillemek i¢in gelistirilmis oldukca
hassas bir boyadir. Cift-zincirli veya tek-incirli DNA veya RNA’nin dedeksiyonunda
oldukea yiiksek hassasiyete sahiptir. Etidyum bromiir ile karsilastirildiginda agaroz jelde
cift zincirli DNA’y1 goriintillemede 4-16 kat, tek zincirli DNA’y1 goriintiillemede ise 20-
80 kat artmis hassasiyettedir. Floresans eksitasyon maksimumu 493 nm’de, 527 nm
emisyondadir, RNA i¢in 532 nm’dir. Diger boyalarin aksine Tris-EDTA tampon ile
sulandirilarak hazirlandiginda dayanma ve solma siiresi ¢ok daha uzundur. Tek hiicre jel
elektroforezi veya diger adi ile Comet Assay DNA hasarin1 6l¢gmek i¢in kullanilan hizli,
hassas ve ucuz bir test teknigidir. YoOntemin uygulanmasinin ardindan DNA’y1
goriintiileyebilmek i¢in kullanilan ¢ok ¢esitli boya alternatifi mevcuttur. Ancak bunlarin
pek ¢ogu mutajen ve olasi karsinojenler olup hazirlanma, kullanma ve atik ydnetimi
asamalarinda oldukca dikkat isteyen boyalardir. Bu nedenle bu boyalara alternatif
olabilecek yeni nesil karsinojenik olmayan ¢ok daha giivenli boyalarin kullanilabilirligi
arastirilmigtir. Bu boyalar kullanima hazir sivi formda geldigi icin, ayrica Etidyum
bromiir ve propidyum iyodit gibi toz seklinde olmadiklar1 i¢in ylizeysel kontaminasyon
riski diisiik olup, inhalasyon yolu ile kontaminasyon riski yoktur. Yalnizca kullanim
oncesi stok ¢ozeltiden seyreltme yapilarak kullanima hazir hale gelmektedir. Ayrica TE
gibi pH degeri 7 ila 8,5 olan bir ¢ozelti ile sulandirildiginda Comet Assay
goriintiilemesinde yasanan en biiyilk problemlerden biri olan boyanin floresan
mikroskopta caligirken civa lambasi etkisi ile solmasi probleminin de biiyiik Slgiide
iistesinden gelmek miimkiin olmaktadir. SafeView’in tek zincirli ve ¢ift zincirli DNA’ya
baglandiginda farkli renkte floresans 1simasi gerekli durumlarda ikisini tek boya
kullanarak birbirlerinden ayirt etmeyi olasi kilmaktadir. Ayrica GelStar’in ¢ok daha
yiiksek hassasiyete sahip olmasi nedeni ile analiz sonug¢larmin dogrulugunu arttirmak
miimkiin olmustur. Bu caligma ile tek hiicre jel elektroforezi yonteminde daha 6nceden
kullanilmamis olan iki alternatif, giivenli boyanin etkin sekilde kullanilabilecegi
gosterilmistir.
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