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OZET

p-FADU (Florometrik DNA Unwinding Analizi) ve COMET, DNA hasan ve tamir yetenegdinin hizh tayini
icin gelistirilen yontemlerdir. Bu iki ydntem de uygun denatiire edici sartlar altinda DNA’da zamana
baglh alkali unwinding temeline dayanmaktadir. COMET florometrik, FADU ise spektroflorometrik bir
yontemdir. COMET yonteminde kuyruk momenti ve uzunlugu degerlendirilirken, FADU’da floresans
miktarindaki degisim degderlendirilir. DNA hasarim1 gosteren bir ¢cok yontem bulunmaktadir. Biz bu
calismada FADU ve COMET y6ntemlerini DNA hasan analizi acisindan karsilastirdik. Bunun icin EDTA’I1
tiiplere alinan tam kandan lenfositler izole edildi (2000 hiicre/pL). FADU yontemi icin bu hiicre
soliisyonundan total (T), background (B) ve g-radyasyon (cobalt 60) verilen érnek standart P tiipleri
(P1® 1 Gy, P2® 2 Gy, P3® 3 Gy, P4® 4 Gy, P5® 5 Qy) hazirlandi. Tiim tuplere FADU yontemi Light Cycler’da
(Roche) uygulanirken, farkli dozlarda g-radyasyon verilen P standart tiiplerindeki hiicrelere COMET y&ntemi
uygulandi ve floresans mikroskopta (Nikon E800) degderlendirildi. Hiicrelerde olusturulan DNA hasari
COMET ve FADU yOntemi ile kantitatif olarak degerlendirildi. FADU yéntemi ile T (total) en yiiksek, B
(background) en diisuk floresansi verirken, P standart tiiplerinin floresanslarinin ise P1 > P2 > P3 > P4
> P5 seklinde oldugu gosterildi. COMET yOdnteminde ise artan g-radyasyon ile uyumlu olarak Kuyruk
uzunlugu ve kuyruk momentinin arttigi tespit edildi. iki yontem regresyon analizi ile istatistiksel olarak
Karsilastirildi (SPSS 10.0). Yontemler arasinda anlamli bir iligki tespit edildi (r=0.9525, P=0.004). Bu
calisma ile geleneksel FADU yontemini 20 pL gibi diistik hacimde, light cycler cihazinda calisarak DNA
hasarinin saptanabilecegini gdsterdik ve COMET yontemi ile Karsilastirarak iki yontemin uyumlu
oldugunu tespit ettik.

Anahtar Sozciikler: FADU (Florometrik DNA Unwinding Analizi), COMET, genotoksisite, gradyasyon

ABSTRACT

p-FADU (Fluorometric Analysis of DNA Unwinding) and COMET are methods developed for the rapid
detection of DNA damage and repair capacity. Both are based on time dependent alkaline DNA
unwinding under appropriate denaturing conditions. COMET and p-FADU are fluorometric and
spectroflurometric assays, respectively. Tail length and tail moment are assessed by the COMET method,
while the decrease of fluorescent intensity are determined by FADU. There are lots of different methods
for detecting DNA damage. In this study, we selected and compared p-FADU and COMET methods for
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DNA damage. The lymphocytes were isolated from whole blood collected with EDTA tubes (2000
cell/pL). Total (T), background (B) and standart P tubes irradiated by Cobalt 60 (P1® 1 Gy, P2 ® 2 Gy,
P3® 3 Gy, P4 ® 4 Gy, P5 ®5 QGy) were prepared for p-FADU and COMET assays. While p-FADU method
was performed to all tubes in LightCycler (Roche), COMET was applied only to standart P tubes
irradiated by different dosages and assessed by fluorescence microscope (Nikon E800). The resulting
DNA damage was assessed quantitatively bath by COMET and p FADU methods. In p-FADU method,
the fluorescence of T and B tubes were the highest and lowest, respectively. The fluorescence of
standart P tubes were in the decreasing order as follows: P1 > P2 > P3 > P4 > P5. As for COMET method,
tail length and tail moment correlated with the yradiation dosage. Both methods were compared
statistically by correlation and linear regression analysis. A significant relation was detected between
methods (r = 0.9525, p = 0.004). In this study, we showed that DNA damage can be detected in Light
Cycler with the p-FADU method using low volume (20 pL) as compared with the traditional FADL
method. In addition to this, we compared p-FADU and COMET methods and found that they were in

good harmony with each other.

iRis
Genotoksisite, fiziksel ya da kimyasal ajan-
larla genetik materyalde olusan hasardir.
Bu hasarlar; tek zincir Kiriklan (SSB), cift

zincir Kirnklar1 (DSB), alkali labil bolgeler (ALS)
ve DNA adductlandir (1).

Genetik materyalde olusan hasarlar tamir
edilemediginde DNA sekans degisiklikleri,
Kromozom aberasyonlari ile sonug¢lanabilen
tek veya birden fazla niikleotid degisiklikleri
ve bunlarin sonucu olarak da rekombinasyon,
mutasyon, doku hasari, yaslanma, kanser
olusabilmektedir. Mutasyonlar siklikla gen
fonksiyonlarinda degisiklik ya da kayipla so-
nucglanabilmektedir (1).

Molekiiler kanser genetigindeki son gelisme-
ler, Karsinojenlerin ¢cogunun genotoksik ve
karsinogenezisin onkogenler ve antionko-
genlerdeki mutasyonlarla iligkili oldugunu
gostermistir (1,2).

Genotoksisite testleri esas olarak kanserden
korunmada, cevresel etkenlerin (UV, irrad-
yasyon), endistriyel kimyasallarn etkisini
arastirmada, ilaglann piyasaya suriilmeden
once toksik etkilerini ve guivenilirligini aras-
tirmada kullanilmaktadir. Bu testler 1970’ler-
den beri kullanilmaktadir ve o tarihten giinu-
miuize kadar bir¢ok in-vivo ve in-vitro geno-
toksisite testi gelistirilmistir. Work—group of
European Union (EU), Organization for Econo-
mic Co-operation and Development (OECD) ve
en son olarak Work- group of the International
Conference on Harmonization of Technical
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Requirements for Registration of Pharma
ceuticals for Human Use (ICH) standart seri
testler tanimlamuslardir (1,2).

ICH calisma grubu tarafindan 6nerilen stan-
dart testlerden ilk Kullanilanlart Ames testi,
Timidin Kinaz assay, Mikrontkleus testi ve
daha sonra kullanilmaya baslanilan ve énemi
giderek artmakta olan FADU (Fluorescence
Analysis of DNA Unwinding), kromozomal
translokasyonlarin gésterilmesinde FISH (fluo-
rescent in situ hybridization), p53 mutasyon
tayini, apoptosisin saptanmasi, antisentro-
mer antikorlar ile anoploidi tayini ve COMET
(SCGE: Single Cell Gel Electrophoresis) yon-
temleridir (1).

Bakteri, maya ve memeli huicrelerinde zincir
kiriklarini kantitatif olarak degerlendiren nét
ral veya alkali sartlarda DNA hasarini 6lgen
birgok metod tanimlanmistir. Nétral sartlarda
(pH 7.0-9.6) DNA cift zincir yapisini korumak:
ta ve bu nedenle sadece cift zincir Kiriklan
saptanabilmektedir. Alkali sartlara bagh me-
totlarda, c¢ift zincir DNA’da unwinding olayi
gerceklesmekte ve cift zincir kirklan, tek
zincir Kiriklan ve alkali labil bolgeler sapta-
nabilmektedir (3-4).

FADU; ilk olarak Birnboim ve Jevcak tara
findan X-ray kaynakli DNA hasarinin tespiti
icin uygulanmistir. Genotoksik ajanlarla indiik-
lenmis DNA hasarinin gdstergesi olarak, DNA
zincir Kiriklarinin tayininde hizli ve guvenilir
bir metottur. FADU, alkali unwinding esasina
dayanan spektroflorom etrik bir yontemdir
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ve floresan miktarindaki degisi mlerle kanti-
tatif olarak degerlendirme yapilmaktadir (5,6).

COMET; Singh ve ark. (7) (1988) tarafindan,
tek hucre diuizeyinde DNA hasarini saptamak
icin alkali sartlar (pH>13) altinda elektro-
forezi iceren mikrojel teknigi Kkullanilarak
uygulanmistir. Diger genotoksisite tayin yon-
temleri ile karsilastinldiginda; dusuk duzey-

lerde DNA hasarlarinin saptanabilmesindeki

yuksek sensitivitesi, tek hticre duzeyinde ca-
lisilabilir olmasi, Kisa suirede ve Kolay uygu-

lanabilirligi ve dusuk maliyeti COMET yOnte-
minin avantajlarindandir (7).

Bu calismadaki amacimiz, gradyasyon vere-
rek DNA hasarn olusturdugumuz lenfositler-
de genotoksisite tayini ve hasarin gésterilme-
sinde FADU ve COMET yo6ntemlerinin Karsi-
lastirilmasidir.

GEREC VE YONTEM
Hiicre izolasyonu

Bu calisma Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakultesi Biyokimya Anabilim Dali laboratu-
varlarinda Radyasyon Onkolojisi Anabilim
Dalinin katkilanyla gerceklestirilmistir. Calis-
mamizda Kullanillan tim Kimyasallar Sigma
(Taufkirschen, Almanya) Turkiye bayisinden
temin edilmistir. Lenfositler periferik tam
kandan kolay elde edilebilmeleri ve viicut-
taki oksidatif stres diizeyini iyi yansitabil-
meleri nedeniyle genotoksisite ¢alismalarin-
da siklikla tercih edilmektedir (8). Bizim
calismamizda da, K3-EDTA’l tiiplere alinan
tam kandan Histopaque- 1077 (Sigma, Tauf-
kirschen, Almanya) ile izole edilen lenfosit-
ler kullanildi. PBS (pH 7.4, 10 mM) ile hiicre
sayisi 2000/pL olacak sekilde ayarlandi.

Lenfositlere radyasyon uygulanmasi; polist-
ren tuplerde PBS icerisindeki 2000/nL len-
fositler buz lizerinde Kobalt 60 teleterapi
cihazi (Theratronics, Theratron 780-C) Kulla-
nilarak elde edilen gamma 1ginlari ile kaynak-
obje uzakhd 80 santim olacak sekilde rad-
yasyona tabi tutuldu. Gruplara sirasiyla (0.5
cm’deki doz) 1Gy, 2Gy, 3Gy, 4Gy, 5Qy rad-
yasyon uygulandi.

u-FADU ve COMET Yéntemlerinin Karsilastiriimasi

p-FADU

FADU yo6ntemi icgin lenfosit siispansiyonun-
da total floresansi gosteren T tiipii, back-
ground’u gosteren B tupu ve sirasiyla 0,1,
2, 3 ve 4 Gy gradyasyon (Cobalt 60) verilen
5 tane P tupu hazirlandi. T tuplne alkalini-
zasyon (0.1 M NaOH), hemen ardindan noétra-
lizasyon (0.1 M HCI), 30 dakika inkubasyon
ve 30 saniye sonikasyon uygulandi. B tupu-
ne alkalinizasyon (0.1 M NaOH), 30 saniye
sonikasyon, 30 dakika inkiibasyon, noétrali-
zasyon (0.1 M HCI) ve 30 saniye resonikas-
yon uygulandi. P tiiplerine alkalinizasyon
(0.1 M NaOH), 30 dakika inkiibasyon, nétra-
lizasyon (0.1 M HCI) ve 30 saniye sonikas-
yon uygulandi. Her tupten 19 pL alinarak
Light-Cycler Kkapiller tiiplerine konuldu. Uzer-
lerine 1 pL SYBR Green (Molecular Probes,
Oregon, Amerika Birlesik Devletleri) floresan
boya eklendi. Kapiller tupler Light-Cycler
cihazina (Roche, Mannheim, Almanya) yuk-
lenerek floresan boyanin dsDNA/ssDNA ora-
nina bagh olarak gosterdigi emisyonel degi-
siklik florometrik olarak degerlendirildi.

COMET

Kirikk DNA'nin alkali elektroforez sirasinda
htiicre disina ¢ikmasi ile DNA hasarin1 yan-
sitan kuyruklu yildiz gorintiisinden adini
alan SCGE floresan mikroskobik bir yontem-
dir (SekKil 1).

COMET, FADU yo6nteminde de Kkullanilan ve
degisik dozlarda gradyasyon (Cobalt 60) veri-
len hiicrelerde gerceklestirildi. Bu hticre or-
neklerinin her biri ayn ayn %0.75 Low Melting
Point agarose (LMP) jel icinde resiispanse

A B

. COMET yontemi ile floresan mikroskopta
goriuntiilenen gama radyasyon verilmemis
saglikli lenfositler (A) ve gama radyasyon
verilmis DNA Kiriklart olan lenfositler (B).

Cilt 2, Sayr 3, Aralik 2004
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edildi. Bu stispansiyonlar, %0.50 Normal Melting
Point agarose (NMP) jel dokiilmus polilizin
kapll lamlara yiiklendi. Uzerleri tekrar NMP
agarose jel ile kaplandi. Bu hiicreler 1 saat
lizise tabi tutuldu (Lysis Buffer, 2.5 M NaCl,
100 mM EDTA, 10 mM Tris (pH: 10), %1
Triton-X-100). Alkali unwinding ve alkali
elektroforezi (Elektroforez Buffer, 10 mM EDTA,
300 mM NaOH, %0.1 w/v 8-Hydroxyquinoline,
pH 13.1) takiben nétralizasyon (Nétralizasyon
Buffer, 0.4 M Tris, pH:7.5) yapildi. Ethidium
Bromide ile boyamanin ardindan hicreler
floresan mikroskopta (Nikon Eclipse E800)
degerlendirildi (7,9). Floresan mikroskopta
goriintiilenen hiicreler digital imaj analizine
tabi tutulduktan sonra ve Kuyruk uzunlugu
(tail lenght) ve kuyruk momenti (tail moment)
esas alinarak COMET skorlamasi yapildi. Her
bir 6rnek icin en az 50 hiicrenin imaj ana-
lizi yapildiktan sonra ortalamalarn alindi.

istatistik

Her bir yontemin kendi icinde doz-cevap
bakimindan tutarlilidi ayn ayn lineer regres-
yon analizleriyle ve iki yontemin Kkarsilasti-
rilmasi ise Kkorelasyon ve regresyon analiz-

leri ile yapildi (SPSS 10.0). p<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

FADU yoéntemi ile gama radyasyon dozu
(Qy) arasindaki iliski T, B ve P Orneklerin-
deki dsDNA ile SYBR Green kompleksinin
floresans yogunluguna gore dederlendirildi.
Bunun icgin elde edilen RLU (Relative Light
Unit) degerlerinden, SSF (Strand Scission
Factor) = - In (Fp/Fpo) formuliyle hesaplan-di
(F= (P-B)/(T-B)). Lenfositlere verilen gama rad-
yasyon dozu ile SSF arasindaki iligki regres-
yon analizi ile istatistiksel olarak degerlen-
dirildi ve anlamh iliski bulundu (r = 0.98,
p= 0.001, Sekil 2).

COMET yoOntemi ile gama radyasyon dozu
arasindaki iliski elektroforez esnasinda anoda
dogru go¢ eden kirikk DNA’larin olusturdugu
Kuyruklu yildiz floresan mikroskopta goriin-
tulendi ve Kuyrugun uzunlugu ile momenti
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Sekil 2. Gama radyasyon ile FADU arasindaki iliski
(r=0.98, p=0.001).

imaj an alizi ile degerlendirildi. Lenfositlere
verilen gama radyasyon dozu ile Tail length
ve Tail moment arasindaki iliski regresyon
analizi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.
Tail length (r = 0.99, p = 0.012, Sekil 3) ve Tail
moment (r =0.99, p = 0.008, Sekil 4) ile an-
laml iligkili bulundu.
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Sekil 3. Gama radyasyon ile COMET arasindaki iliski
(r=0.99, p=0.012).

Tablo 1°de lenfositlere verilen gama radyas-
yon dozlan (Gy), FADU yontemi ile elde edi-
len RLU (Relative Length Unit), SSF (Strand
Scission Factor), COMET yontemi ile elde
edilen Tail length ve Tail moment degerleri
verilmistir.

FADU ve COMET yontemlerinin Kkarsilastiril-
masinda ise SSF ile Tail length ve Tail moment
ayr ayn regresyon analizi ile Kkarsilastinldi;
sirasiyla r = 0.99, p = 0.004 ve r =0.98, p =
0.021 bulundu (Sekil 5 ve 6).

Tirk Klinik Biyokimya Dergisi



u-FADU ve COMET Yéntemlerinin Karsilastiriimasi

Tablo 1. Radyasyon dozu ile uyumlu FADU (RLU, SSF) ve COMET (Tail length, Tail moment) parametreleri.

Radyasyon dozu (Qy) RLU SSF Tail lenght Tail moment
0 1.087 0 1.9525 109.61
1 0.921 0.082 4.8520 139.40
2 0.827 0.189 6.3100 206.35
3 0.609 0.496 10.678 507.76
4 0.478 0.738 21.452 917.88
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Sekil 4. Gama radyasyon ile COMET arasindaki iligki
(r=0.99, p=0.008).
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Sekil 5. FADIJ ile COMFET arasindaki iliski (r=0.99. n=0.004).
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Sekil 6. FADU ile COMET arasindaki iliski (p=0.98, r=0.021).

tamir edilir veya eksik, hatali tamir edilir ya
da hucreyi apoptosise goétiirur. Eger hatah
tamir gerceklesirse hiicre karsinogenezis icin
potansiyel risk tasir (10).

In vitro olarak insan periferik kan hiicrele-
rinde radyasyonla olusturulan DNA hasarinin
tayininde ve tamir yeteneginin degerlendiril-
mesinde COMET y6nteminin uygunlugu bir-
¢ok calismada belirtilmistir. COMET yo6ntemi-
nin avantajlarindan dolay1, genotoksisite calis-
malarinda kullanimi giderek artmistir. Dustik
dozlardaki radyasyona maruziyetin tayini icin
yeterli sensitiviteye sahiptir (14-16).

FADU yontemi Birnboim ve Jevcak tarafin-
dan genotoksik ajanlarin etkisini saptayabil-
mek amaciyla, DNA zincir Kiriklar tayini icin
gelistirilmis ve daha sonra diger arastiricilar
tarafindan modifiye edilmistir. Metodun kesin-
ligini ve sensitivitesini belirleyen faktorler;
1- maruz kalmamis hiicrelerdeki zincir Kirik-
larinin sayisi, 2- maruz kalmis hticrelerdeki
serbest DNA uclarinin sayisi, 3- unmiding
prosedirii ile olusan tek zincir fragmanlari-
nin boyutu ve dagihmi, 4- ssDNA ve dsDNA
aymmidir. Radyasyon ve Kimyasal ajanlarin
potansiyel DNA hasarlarinin bir indeksi ola-
rak, DNA’daki zincir kirklarinin tespitinde FADU,
hizli sensitif ve glivenilir bir metoddur. DNA
hasar1 SSF olarak ol¢iilmektedir (11).

FADU yontemi ile radyasyon dozu arasindaki
iliskiyi gosteren calismalar yapilmistir ve
doz-efekt edrisi, radyasyondan hemen sonra

Cilt 2, Say1 3, Aralik 2004

101



Bedir A. ve ark.

alkali unwinding protokoli uygulandiginda
lineer bulunmustur (11).

Yapilan bir calismada UV light, MMS(methil
metane sulfonate), BPDE(benzopyren-diol-
epoxide) gibi genotoksik ajanlara maruz tu-
tulan periferik lenfositler DNA hasar ve tamir
paternleri icin FADU ve UDS (Unscheduled
DNA Synthesis) yontemleri ile Kkarsilastiril-
mistir ve UV ile benzer bulunurken Kimya-
sal ajanlarla olusturulan DNA hasar kimya-
salin dozuna bagl olarak yéntemler arasi
farkli bulunmustur (6). Bu ¢calismada FADU
yontemi UDS yOnteminden daha sensitif ve
3-4 kat daha dusiik dozdaki genotoksik etki-
leri tespit edebildidi gosterilmistir.

Genotoksisite ¢calismalarinda kullanilan yon-
temin baska bir ydntemle desteklenmesi
bagka bir deyisle bir maddeye genotoksik
denmesi icin en az iki yontemle calisiimasi
Onerilmektedir (1).

Bu arastirmada sensitiviteleri oldukca ytliksek
olan FADU ve COMET yontemlerinin istatik-
sel olarak anlaml bir sekilde parelellik gos-
terdigi bulunmustur. Bu iki yontemin grad-
yasyon doz-efekt edrilerinin lineer oldugu
gosterilmekle birlikte iki yontemin karsilas-
tinldi@i baska bir calisma, literaturde bulu-
namamistir. Ayrica literatirde FADU doz
efekt egrisi ile ilgili calisma bulunmasina
ragmen, COMET doz-efekt edrisi ile ilgili bir
calismaya da rastlanmamistir.

Kullandigimiz bu iki yontem, uygulamasi
kolay, fazla zaman almayan, az miktarda
numune ile calisilan sensitiviteleri yuksek
dgenotoksisite yontemleridir. Genotoksisite
calismalarinda periferik lenfositlerde DNA
hasarinin godsterilmesinde COMET yOntemi
ile FADU y6nteminin birarada kullaniimasi
durumunda sensitiviteleri ve guvenirlikleri
daha da artacaktir.
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