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Ozet

Comet assay, DNA pargalarinin elektrik akimi dogrultusunda hiicreden ¢ikarak ilerlemesi (kuyruk
olusturmasi) ilkesine dayanir. Cevre kirliligi veya genotoksik ajanlara maruz kalan organizmalarin
hiicrelerinde bulunan genetik materyal bu maruziyetten etkilenebilir ve DNA kiriklar1 meydana gelebilir.
Meydana gelen DNA kiriklart bu metot kullanilarak gézlenebilmektedir. Comet assay, genotoksik ve
karsinojenik maddelerin genetik materyal iizerindeki etkisini ortaya cikarmaktadir. Ksenobiyotiklerin
canlilar {izerine etkileri konusunda hizli, dogru ve etkin bilgi saglamak i¢in kullanilan metotlardan biridir.
Cevre kirliliginin canlilar iizerindeki etkilerinin degerlendirmesi ve belirli maddelerin farkli doz ve
siirelerde uygulanmasina dayanan ¢alismalarda Comet assay kullanilmaktadir. Ozellikle ekotoksikolojik
calismalarda, uygulama ve analiz kolaylig1 nedeniyle test materyali olarak baliklar tercih edilmektedir.
Test edilmek istenen maddenin kontrollii ortamlarda verilebilmesi ve diger deney hayvanlarina gére daha
kolay ve fazla sayida temin edilebilmesi, baliklarin test materyali olarak kullanimini arttirmaktadir.
Comet assay ¢ok sayida organizma, doku ve hiicre tipinde uygulanmaktadir. Baliklarin farklh
dokulari(solungag, karaciger ve sperm gibi) comet assay ¢aligmalarinda kullanilmaktadir. Bunun yaninda,
balik kani, hiicre sayisinin fazla olmasi, ¢ekirdekli eritrositlere sahip olmasi nedeniyle 6zellikle tercih
edilmektedir. Bu derlemenin amaci baliklarda, comet assay uygulama yontemi ve comet assay
sonuglarmin nasil degerlendirildigi gostermektir.

Anahtar Kelimeler: Tek Hiicre Jel Elektroforezi, Comet Assay, Balik, Comet Sonuglar1

The Single Cell Gel Electropheresis (Comet Assay) on the Fish

Abstract

Comet assay based on the principle of DNA fragments that leave the cell in the direction of electric
current. Genetic material in cells of organisms which are exposed to environmental pollution or genotoxic
agents may be affected with this exposure and DNA fragments may be occur. DNA fragments can be
observed using this method. Comet assay is used to assess genotoxic and carcinogenic effect of
substances on genetic material. Comet assay is one of a test method which is used to get quick, accurate
and effective information of xenobiotics on living organisms. This method is used both to evaluate
environmental pollution on living organisms and in vitro and in vivo studies with a certain test substance
with different concentration and exposure periods. In ecotoxicological studies, particularly fish is used as
a test material due to ease of application and analysis. Exposure of test substance in controlled conditions,
ease of providing in lots of numbers, increased use of fishes in scientific studies. Different fish tissues
(gill, liver and sperm etc.) are used in Comet assay studies. Moreover, fish blood is particularly preferred
due to great number of cell number and nucleated eryhtrocytes. The aim of this review is to evaluate
Comet assay application and analyze of comet assay results on fish tissue.

Keywords: Comet assay, The Single Cell Gel Electropheresis, Fish, Comet Assay Results
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GIRiS

Tiim kimyasal, biyolojik ve cesitli fiziksel stres faktorlerinin canlilarin hormon,
enzim, karbonhidrat ve protein metabolizmalarini etkiledigi, fizyolojik ve morfolojik
degisikliklere yol actig1 bilinmektedir. Ayn1 sekilde DNA iizerinde stres faktorlerinin
hasar olusturup olusturmadigi, eger hasar olusturuyor ise hasar derecesinin belirlenmesi,
cevreye ve dogaya duyarlilik agisindan 6nemli oldugu gibi hedef organizmanin gelecegi
acisindan da onemlidirHata! Yer isareti tammmlanmamis.. Giliniimiize kadar DNA
hasarinin belirlenmesi ile ilgili farkli bircok metot kullanilmistir. Pahali, uzun siiren,
cok 06zel donanim ve sarflar gerektiren uzmanlik isteyen bu yontemlerin DNA
hasarlarinin belirlenmesinde alternatif yontemleri (Tice et al. 2000) gerektirmektedir.
Bu ihtiyaca yanit olarak 1988 yillinda Singh ve ark tarafinda gelistirilen “tek hiicre jel
elektroforez” veya “Comet assay ” DNA hasarin1 ve seviyesini gosteren bir metot olarak
ortaya ¢ikmistir(Cotelle and Ferard 1999).

Comet assay kimyasal risk degerlendirmesi veya sucul tiirlerin izlenmesinde,
genotoksik etkinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.(Simoniello et al. 2009).
Birgok farkli balik tiiri 6rnegin (Lourenco et al. 2010), sazan(C. carpio) (Buschini et
al. 2004, Jin et al. 2004, Klobucar et al. 2010) gokkusagi alabaligi (Oncorhyncus
mykiss), yilan kafa(Channa punctatus(Ali and Kumar 2008a) genotoksik maddelerin
etkilerinin belirlenmesi i¢in kullanilmustir.

Comet assay genotoksik potansiyeli olan herbisit ve pestisitlerin (Bony et al.
2010) risk degerlendirmesinde kullanilmistir (Pandey et al. 2011). Yetiskin baliklar
(Zebra baligi, Danio rerio) yani sira yavru(Gontijo et al. 2003) ve embriyolar da Tek
Hiicre Jel Elektroforezi (Comet assay) ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Keiter et al.
2006).

Birgok ¢alisma sulardaki ksenobiyotikler(Da Rocha et al. 2009) ile DNA hasari
arasinda iligki bulunmustur (Selvi et al. 2010). Ksenobiyotiklerin sucul canlilarinin
DNA iizerine etkisi gosteren baska yoOntemler olmasmma ragmen Tek Hiicre Jel
Elektroforezi (Comet assay) hiz, basitlik konusunda avantaj saglamaktadir (Cavas
2011). Giliniimiizde sucul organizmalarin kirleticilere erken asama etkisini
degerlendirmek Onemi artirmustir (Sumathi et al. 2001, Raiaguru et al. 2003). Bu
nedenle comet assay birgok arastirmada tercih edilmektedir. Baliklarda toksik

maddelerin, genotoksik belirte¢ olarak kullanilabilir genetik degisikliklere neden



Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi / The Black Sea Journal of Sciences

105

olabilir (Simoniello, Gigena et al. 2009). Farkli kirleticilerin, insanlar ve dogal hayati
tizerine etkileri Tek Hiicre Jel Elektroforezi (Comet assay) ile arastirilabilir (Ulutas et
al. 2008). Kirleticilerin xenobiyotiklerin metabolizmasi sonucu kanserojen ve mutajen
etkiler ortaya cikabilir ve DNA hasar1 Tek Hiicre Jel Elektroforezi (Comet assay) ile
belirlenebilir(Buschini et al. 2004).

Tek hiicre Jel elektroforezi (Comet assay) sucul organizmalardaki DNA hasari
tespit etmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Sumathi et al. 2001). Kirleticinin tipi
ve Ozeligi belirlenmeden de Ornegin tarimda kullanilan sehir kanalizasyon atiklari,
bocek ilaglari(Guilherme et al. 2012) ve olasi diger kirleticilerin géldeki organizmalarin
(sazanlar Cyprinus carpio) (Klobucar et al. 2010) iizerine etkisi (DNA hasari)
belirlenebilir. Bu yola genotoksik etkilere sahip maddelerin ortamda oldugu ve erken
uyari sistemi olarak Comet assay kullanilabilecegi belirlenmistir.(Cok et al. 2011).

Bu derlemede, sucul ortamlarda ekotoksikolojik bir metot olarak kullanilan Comet
assay (veya Tek Hiicre Jel Elektroforezi SCGE) baliklarda uygulanmasi ve 6zelikle
sonuclarin nasil analiz iizerine durulmaktadir. Derlemenin diger bir amaci comet assay
avantajlar1 gostererek daha fazla kullanimi tesvik etmektir.

Baliklarda Tek Hiicre Jel Elektroforezi (Comet assay) Uygulamasi

Comet yoOntemini temel prensibi kimyasal ve fiziksel nedenlerle olusan
genotoksik ve sitotoksik ajanlarin canli hiicreleri {iizerindeki etkilerini, hiicrelerin
DNA’larim tek tek inceleyerek tespit etmektir (Raiaguru et al. 2003). Genel olarak
Comet assay

Hiicrelerin izolasyonu, Slaytlarin hazirlanmasi, Lizis, DNA sarmalinin ¢oziilmesi,
Elektroforez, Notralizasyon, Boyama ve Degerlendirme asamalar1t olmak {izere 8
basamakta yapilir (Kocyigit et al. 2005).

Genel olarak, canli dokulardan izole edilen g¢ekirdek ig¢indeki DNA, ince bir
agaroz jel icine fikse edilir(sekil 1) ve elektriksel alan i¢inde yiiriitiiliir(Singh et al.
1988).

Eger cesitli genotoksik ajanlarla hasar alan DNA’lar tamir mekanizmalar1 ile
tamir edilememis, tek veya ¢ift DNA zincirlerinde kirilmalar olusmus ise kirilan farkl
molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiikiine sahip kirilmis DNA molekiilleri
elektriksel alanlarda farkli hizlarda goc ederler (Cavas 2011). Calismalarda metotlar
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arasinda farkliliklar olsa giiniimiizde alkali comet assay daha fazla kullanilmaktadir
(Tablo 1).

/—> yikama ‘J,

Notral — notral liziz Egﬁatl:?rloforez
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muamele — e |
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Sekil 1. Temel Tek Hiicre Jel Elektroforezi (Comet assay) protokoli

Tablo 1 Farkli Tek Hiicre Jel Elektroforezi (Comet assay) tipleri.

(.Io.mmet Aciklama Avantajlan Referans
tipi
Lizis ve elektroforez, islemleri
Daha az
pH 9.5; az ortamda yapthr. hassasiyet gerektiren durumlarda yararlidir
Nétral | DNA daha az belirgin bir kuyruk | o oooo et serextren ¢ wrda y > | (Fairbairn
. ornegin yogun kirligin oldugu ya da arka
olusturur. Alkali comet assay . N et al. 1995)
comet o . planda farkli etkilerin bulundugu
gbre daha az duyarl bir aligmalarda kullanilir
assay yontemdir. ally ’
Lizis islemi daha yogun bir Notr comet assay metoduna gore daha net
sekilde uygulanir elektroforez bir kuyruklu goriintiileri elde edilmektedir
Alkali | alkali ortam kogularinda yapilir; (Simoniello
Bir aragtirmada kullanilan yaygin bir et al. 2009)
comet pH> 13, Daha duyarli bir yontemdir. Maddelerin etkileri belirlemede
assay yontemdir. Pozitif kontrol ile uygulanir (H,0O,)

DNA molekiilleri ethidium bromid gibi DNA spesifik boyalarla boyanip fliioresan
mikroskop altinda incelendiginde hasarin derecesine géore DNA’lar dairesel formdan
kuyruklu yildiza benzer forma kadar gesitli derecelerde goriintiiler olusturduklarindan
yonteme ingilizce “kuyruklu yildiz” anlamma gelen “Commet Assay” adi

verilmistir(sekil 2). Ethidium bromdiir ile boyanan slaytlardan floresan mikroskop ile
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elde edilen DNA goriintiileri degerlendirilir. Commet Assay yonteminde sonuglarin
degerlendirilmesi icin farkli teknikler kullanilmaktadir. Burada kullanilan en yaygin
parametreler; kuyruklu hiicrelerin yiizdesi, kuyruktaki DNA yiizdesi, kuyruk uzunlugu

ve kuyruk momentidir.

Kontrol 30 uM 40 uM

Dibromonitro-methane Dibromonitro-methane

Sekil 2 Farkli dozlarda meydana kuyruk tipleri.

Tek Hiicre Jel Elektroforezi (Comet assay) kullanilan Dokular

Baliklarda farkli bir ¢ok doku comet assay i¢in uygundur. Ancak secilen dokunun
mitotik olarak aktif olmayan canli hiicreler i¢ermesi gerektir(Da Rocha et al. 2009).
Baliklarda karaciger ve sperm hiicre (Zhou et al. 2006, Dietrich et al. 2007)
stispansiyonlar1 Tek Hiicre Jel Elektroforezi (Comet assay) i¢in kullanabilir (Bony et al.
2010). Balik kani(Mustafa et al. 2011, Altinok et al. 2012) ve solungac epiteli Tek
Hiicre Jel Elektroforezi (Comet assay) ¢aligmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Comet
assay once solungac¢ dokusundan kan hiicreleri ayirmak i¢in sogutulmus fosfat tamponlu
(Ca* " Mg’ "igermeyen) ile iki kez yikamir. Ve soguk (1x Hanks tuz tamponu, 20 mM
EDTA, %10 dimetil siilfoksit (DMSO), homojenizasyon tamponu eklenir(pH 7.0-7.5).
Doku makasla kiiclik parcalar halinde kesilir. Tek hiicre siispansiyonu elde etmek i¢in
homojenize edilir. Elde edilen hiicre siispansiyonu soguk fosfat tamponu (4 C'de)
icinde 5 dk 3000 rpm'de santrifiij edilir (Pandey et al. 2011).

Balik kani 1:5 oraninda soguk fosfat(PBS) tamponu ile seyreltilir, 2 dakika 600 g
satrifiij edilir. Coken pelet kisim comet assay calismasinda kullanilir(Brown and
Steinert 2004). Tiim protokol UV 1s181n DNA {izerindeki etkisi minimize temek i¢in sar1
151k altinda (karanlik ya da los ortamda) yapilmalidir. Bekleme islemleri kesinlik
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karanlikta olmalidir.(Buschini et al. 2004) . Balik dokularindan eritrositler disinda

lenfositler ve bobrek hiicreleri de comet assay kullanilmistir.(Ali and Kumar 2008b).

Temel gereksinimler

Elektroforez kabi (calisma tipine gore kiigiik, orta boy ya da 6zel comet kabu,
151k almayan (karanlikta c¢alisan) sogutmali (sogutma 6zeligi yoksa buz akiileri
tizerinde sogutulmalr),

Gii¢ kaynag1 (20-30 volt 300mA verebilen gii¢ kaynag1)

Kullanilan boya uygun bir fliioresans mikroskobu(etidyum bromid i¢in BP 515-
560 nm eksitasyon filtreli, LP 580 nm bariyer filtreli)

Mikroskoptan goriintli alabilecek goriintiileme sistemi(siyah-beyaz ya da renkli
goriintii BMP formatinda)

Elde edilen goriintiilerin islenmesinde kullanilacak bir bilgisayar (Windows XP

ya da tistii)

Tek Hiicre Jel Elektroforezi (Comet assay) protokolii

% 0.7 diisiik erime noktasma sahip agar (LMPA) 37°C eritilir.(Ahmed et al.
2011). Eritme islemi mikrodalga firinda yapilir.

Donmamasi i¢gin 20° C su banyosunda bekletilir.

10 pl hiicre siispansiyonu, 100 pl % 0.7 LMPA ile karistirilarak Ornekler
hazirlanir.

Hazirlanan bu silispansiyondan 100 pl alinarak, normal agaroz (NMPA) kaph
lamlarin {izerine konarak dondurulur.

Preparatlar lizis ¢ozeltisinde (2.5 M NaCl, 100 mM% 10 DMSO ile Na,EDTA,
10 mM Tris, pH 10, ve% 1 Triton X-100, taze eklendi) bir gece boyunca 4 °C'de
bekletilir.

Preparatlar elektroforez tamponunda (300 mM NaOH, 1 mM Na;EDTA ve% 0.2
DMSO, pH> 13.5) 4 C° 20 dakika bekletilir.

Alkalin elektroforez 24 V ve 300 mA 40 dakika siire ile 4 ° C’de uygulanir.
Preparatlar 0.4 M Tris tamponu (pH 7.5) ile ii¢ kez yikama ile nétralize edilir.
Preparatlar 100 pl etidyum bromid (10 pl / ml) ile boyanir.

Preparatlarin  incelenmesinde floresan mikroskobu (BP 515-560 nm
eksitasyon filtreli, LP 580 nm bariyer filtreli) kullanilir.

Elde edilen hiicre goriintiileri yazilimla incelenir.
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e Iincelemede rastgele se¢ilmis 100 (50—100) hiicrede farkli parametrelerin(Comet
uzunlugu, Kuyruk momenti vb.) degerleri kayit edilir.

e Elde edilen sonuglarin negatif kontrol, pozitif kontrole( mitomycin C,
formaldehit ,UV radyasyonu, metil metansiilfonat) gore farkligi istatistiksel
olarak incelenir(Tice et al. 2000, Ramsdorf et al. 2009).

Sonucglarin degerlendirilmesi

Comet score yazilim iicretsiz ve kolay elde edilmesi nedeniyle arastirmalarda
kullanilmaktadir (Sekil 3). Giindiizde yazilimlar hizli gelistirilmekte aragtirma igin hizli,
kolay ve dogru analiz imkan1 dogmaktadir. Tek Hiicre Jel Elektroforezi (Comet assay)
mikroskop goriintiileri 6zel yazilimlar kullanilarak analiz edilir. Analiz sonunda

hiicrelerdeki DNA pargalarinin elektroforez ile elektrik alan boyunca dagilmasi her bir

hiicre i¢in ayr1 ayr ol¢tliir.

TriTek CometScore™ Freeware v1.5 o | B S|
File Edit View Settings Help |
= ~| Score—» Comet
) CL=52.00 assay sonuglar
e (Bir kismi )
Bas Kuyruk e
TL=23.00
Tas1.00
XT=15.56
TM=4.513
OM=3.165
Sy @ & : ,
P Cutoff ———» Hassasiyet
@
I
Q: \
4 o Analizi yapilmig
® hiicreler
e
o ®
@ @
5] 1
- ®
{
® -
dl | LIJ Text formatind
Scoring comet and exporting to C:\Users\Utku Giner\Documents\AGIR METAL LAB++++++\Comet\CometScore\L.bd ; Ex. ormatinca
] veri dosyasi

Sekil 3 Tek Hiicre Jel Elektroforezi (Comet assay) sonuglarmin analizi i¢in kullanilan mikroskop
goriintiisii ve analiz yazilimi.
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Cok sayida (genellikle 50-100 kadar) hiicreden elde edilen sonuglar negatif
kontrol degerleri ile karsilagtirilir. Ayrica, pozitif kontrol(6rnegin hidrojen peroksit)
degerlerinin elde edilmesi ¢alismanin dogrulugu agisindan gereklidir. Dogal ortamdaki
caligmalarda ise kirli, temiz bolge alan ya da istasyonlarin karsilastirilmas: yapilabilir.
Comet assay goriintii analizi sonunda ¢ok sayida sayisal deger elde edilir(Sekil 4)

(Lovell and Omori 2008).

kuyruk momenti
uzunlugu

Sekil 4 Comet assay sonunda elde edilen sonuglarda kullanilan farkli 61¢iimler

Comet assay sonunda elde edilen bazi sayisal sonuglar:
Kuyruk uzunlugu: DNA gdcii, niikleer ¢ekirdek viicut mesafe kuyruk uzunlugu ve
DNA hasarina dl¢tide degerlendirmek i¢in kullanir (Sekil 2).
Kuyruk uzunlugu = Kuyruk Kapsami(Merkezi'nden Kuyruga ) Kuyruk + Kafa / 2
Olive kuyruk Moment: kuyruk moment kuyruk uzunlugu fraksiyondan ve kuyruk
toplam DNA f{irlin olarak tanimlanir Olive Kuyruk Moment = (Ortalama kuyruk-
Ortalama kafa X Kuyruk% DNA/100.
Olciilen Kuyruk Moment = Kuyruk uzunlugu X Kuyruk% DNA/100.
Kafa% DNA = (Kafa optimal yogunluk / (Kafa optimal yogunluk + Kuyruk
optimal yogunluk )) X 100.
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Comet score yazilimi text formatinda ¢ok sayida comet parametresini kayit
edebilir. Resim dosyasi i¢ginde her bir hiicre analiz edilebilir. Goriintii analiz yazilimi
sayisal hiicre say1s1 en 50 olmas1 gerekir. Daha fazla hiicre sayilmasi ¢alismanin
giivenilirligini artirir. Elde edilen comet assay sonuclar1 farkli kategorilere ayrilarak
siiflandirilabilir. Bu siniflandirma kuyruk uzunlugunun niikleus ¢apina orani ile
yapilmaktadir(Tablo 2). Bu yolla hiicrelerdeki DNA hasar1 siiflandirilir. Bir preparat
goriintiisli i¢inde farkli sinifta DNA hasari kategorileri sayilar1 karsilastirabilir (Sekil 5).
Gorlintli analiz yazilimlartyla elde edilen degerler Excel, SPSS gibi yazilimlarla

degerlendirilebilir.

Tablo 2. Comet assay DNA hasarlari ve siniflaniimasi.

2

=

=4 Hasar Yok

o

Em 1Az hasar; go¢ etmis DNA pargalari(kuyruk) niikleus g¢apina esit ya dal
- hayda kisa.

Em Orta hasar ; go¢ etmis DNA pargalari(kuyruk) niikleus ¢apina 2 katidan
N daha kisa

o

Em Biiylik hasar ; go¢ etmis DNA parcalari(kuyruk) niikleus ¢apinin 2
o [katina esit.

Em Maksimum hasar; go¢ etmis DNA pargalari(kuyruk) niikleus ¢apin 2
N katindan fazla.

Sonuglarin degerlendirilmesi, doz ve kontrol gruplarinin karsilagtirilmasi ile yapilir.

Bu gruplar arasinda istatistiksel farklilik arastirilir (Sekil 5).
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Sekil 5 Cyprinus carpio DNA hasar1 (0—4 DNA hasar seviyelerini gostermekte, hasar siniflar1 Tablo
2’den )

SONUC

Baliklar sinirli bir ¢evrede yasamalari ve ¢evre kirleticilerden hizli siire ve doza
bagl olarak etkilemeleri ile deneysel ¢alismalar da siklikla kullanilmaktir. Comet assay
giiniimiizde genetik toksikolojide giderek daha fazla kullanilmaktadir. Bunun yaninda
cevre risk analizi, kirligin belirlenmesinde, sucul ortamin analizinde comet assay
Oonemini artirmaktadir. Comet assay temel biyolojik arastirmalarda giivenilir ve saglam
bir ara¢ olarak kullanilmaya devam edecektir. Arastirmacilarin bu metodu farkli obje ve

yerlerde kullanmalar1 ¢aligmalarinda katkida bulunacagi kanisindayim.
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