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OZET

Comet analiz yontemi olarak da bilinen tek hiicre jel elektroforez yontemi son yillarda
genisleyen uygulama alani, giivenilirligi ve uygulamasi kolay olmasi bakimindan kimyasal ve
fiziksel etmenlerin canhlar {izerinde yol agtig1 genotoksik ve sitotoksik etkilerin bir gostergesi olan
DNA hasar seviyelerinin dlgilmesini saglayan 6nemli bir metotdur. Bu metot, izole edilen DNA
iceren tek hucrelerin DNA’larmm lam tizerinde hazirlanan agar jel igerisinde elektroforetik
ortamda yiiriitiilmesi ve hasar seviyesine gore goc eden farkli yiik ve molekiil agirliklarina sahip
DNA pargalarinm DNA spesifik floresan boya ile boyandiktan sonra, floresan mikroskop altinda
degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir. Metot, oksidatif stres, toksik agir metaller, kimyasal
ajanlar, ilaclar ve ultraviole gibi ¢esitli genotoksik ajanlarin DNA sarmallari {izerinde olusturdugu
tek veya ¢ift zincir kiriklarini dogru, hassas, hizli, ucuz ve az bir 6rnek hacmi kullanarak 6lgen bir
yontem olup, tim canli hiicreleri tizerinde yapilan ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Alkali Tek Hicre Jel Elektroforezi, Comet Analizi, SCGE, DNA Hasari,
DNA Tamiri.

ANALYSIS OF DNA DAMAGE IN ORGANIZMS VIA “SINGLE CELL GEL
ELECTROPHORESIS” (TECHNICAL NOTE): COMET ASSAY METHOD

ABSTRACT

Single cell gel electrophoresis known also as the comet assay is an important method which
enables to measure DNA damage and the evaluation of mechanisms of genotoxic and cytotoxic
effects of physical and chemical agents on organisms. The method is reliable, easily applicable
and has been widely used in recent years. This method depends on the isolated DNA of single
cells running in agarose gel on a microscopy slide in an electrophoretic condition and the
migration of damaged DNA fragments with different polarity and molecular weights and the
evaluation of DNA fragments following the use of DNA specific fluorescence dyes under a
microscopy. The assay method determines the single or double-strand breaks caused by the
agents such as oxidative stress, chemical agents, drugs, heavy metal toxicity and ultraviolet lights
with fast, sensitive, reliable and cheap way as well as requiring the little amount of cell samples.
The method is commonly applied in all living cells.

Key Words: The Alkaline Single Cell Gel Electrophoresis, Comet Assay, SCGE, DNA Damage,
DNA Repair.
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GIRIS metot sayesinde DNA’da hasar  olup
olmadiginin, varsa hasar  seviyelerinin

Gunimizde kimyasallar ve cevreden
kaynaklanan ¢esitli kirleticiler canlilar tizerinde
toksik etki yapmakta ve onlar1 strese sokmanin
yani sira genetik yapilarin1 da bozmaktadirlar.
Canhlar, dogal olarak tepkilerini fizyolojik,
biyokimyasal ve morforlojik olarak
gostermekte ve bu tepkiler laboratuvarda veya
dogada Olculebilmektedir (Gichner ve ark.,
2009).  Ancak, etkinin genetik boyutu ya
kullanilacak tekniklerin masrafli veya yorucu
olusu ya da biyokimyasal mekanizmalarmn iyi
anlagilamamasidan dolayr ¢ogu zaman ihmal
edilmektedir.  Ornegin, faydali etkileri igin
kullandigimiz pestisitlerin dogaya ve insan
sagligina olan yan etkileri ciddi endiseye yol
agmaktadir (WHO, 1988; Ecobichon, 2001),
hatta c¢evre dostu olarak bilinen ¢ogu
kimyasallarm da genotoksistesi heniiz net bir

kesinlik  kazanmamustir. Ornegin, metil
karbamatlilar  insanlarda  mutasyona  yol
acmazken, carbendazim ve benomyl tiri

pestisitler yiiksek dozlarda genotoksik etkiye
sahiptirler (WHO, 1986; Undeger ve Basaran,

2005). Ancak her iki pestisit tlrinin de
etkileri detayli olarak arastirilmak
durumundadir. Genel olarak, kimyasal,

biyolojik ve cesitli fiziksel stres faktorlerinin
canlilar tizerinde hormon, enzim, karbohidrat
ve protein  metabolizmalarmi  etkiledigi,
fizyolojik ve morfolojik degisikliklere yol
act1f1, dolayis1 ile organizmanin bunlara
verdigi tepkilerin savunma mekanizmasi
hakkinda bilgi verdigi bilinmektedir. Fakat,
biyokimyasal mekanizmalarm kodlandigi yer
olan DNA {Uzerinde stres faktorlerinin hasar
olusturup olusturmadig, eger hasar olusturuyor
ise hasar derecesinin belirlenmesi, cevreye ve
dogaya duyarlilik agisindan 6nemli oldugu gibi
hedef organizmamn gelecegi agisindan da
dnemlidir.

Simdiye kadar DNA  hasarmm
belirlenmesi ile ilgili ¢ok sayida teknikler
kullanilmis bunlarin bir¢ogunun pahali ve uzun
galigma slresi gerektirmesi ve kimi zaman da
bircok laboratuvar veya Universitelerin sahip
olmadigi radyoaktif calismalari igermesi ve
hatta ¢alisma sonunda beklenen basarmnin elde
edilememesi bu alanda caligma yapilmasimi
gliglestirmistir (Tice ve ark., 2000; Gichner ve
ark., 2009). Ancak, son 10 yil iginde tip ve
biyoloji  alanlarinda  yukarida  belirtilen
sorunlara cevap verebilecek “tek hiicre jel
elektroforez” veya “Comet Analizi” adinda
yeni bir molekdler test sistemi gelistirilmis, bu
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anlagilmasi ile farkli bir boyut kazanmistir
(Kocyigit ve ark., 2005; Lin ve ark., 2007;
Gichner ve ark., 2008a). Aslinda bu teknik, ilk
olarak hayvan ve insan hicreleri Uzerinde
uygulanmasma ragmen (kan ve sperm
hicreleri) son yillarda bitkiler ve funguslar
iizerinde de denenmis ve basarili sonuglar elde
edilmistir (Vajpayee ve ark., 2006; Gichner ve
ark., 2009; Rank ve ark., 2009). Hayvan ve
bitki hiicrelerinin yapisal olarak farkli olusu bu
teknigin uygulanmasinda bazi farkhliklar
beraberinde getirmis ancak yapilan bazi
degisiklikler ile bu sorun ¢ozililmiistiir (Lin ve
ark., 2007; Gichner ve ark., 2009; Dikilitas ve
ark., 2009).

Comet  yénteminin  temel
kimyasal ve fiziksel nedenlerle olusan
genotoksik ve sitotoksik ajanlarin  canli
hiicreleri  Uzerindeki etkilerini, hcrelerin
DNA’larim tek tek inceleyerek tespit etmektir.
Genel olarak, canli dokulardan izole edilen
¢ekirdek icindeki DNA, ince bir agaroz jel
icine fikse edilir ve elektroforetik ortamda
yurutulir.  Eger cesitli genotoksik ajanlarla
hasarlanan DNA’lar tamir mekanizmalar1 ile
tamir edilememis, tek veya ¢ift DNA
zincirlerinde kirilmalar olusmus ise kirilan
farkli molekiil agirliklarma ve farkhi elektrik
yukine sahip kirilmis DNA  molekilleri
elektroforetik ortamda farkli hizlarda gog
ederler. DNA molekilleri ethidium bromid
gibi DNA spesifik boyalarla boyanip floresan
mikroskop altinda incelendiginde hasarin
derecesine gore DNA’lar dairesel formdan
kuyruklu yildiza benzer forma kadar cesitli
derecelerde  goriintiiler  olusturduklarindan
yonteme ingilizce “kuyruklu yildiz” anlamima
gelen “Comet Assay” adi verilmistir (Sekil 1).

prensibi

Daha hassas fakat olduk¢a pahali olan
YOYO-1 (benzoxazolium-4-quinolinum
oxazole yellow homodimer), DAPI (4,6-
diamid-ino-2-phenylindole) gibi boyalar ve
bazi preparat hazirlama teknikleri ve ortamlari,
kullanilan  teknigin hassasiyetini ve
giivenilirligini arttirmak ve ¢ok daha diisiik
diizeyde seyreden DNA hasarlarmi tespit
etmek i¢in kullamilmistir (Angelis ve ark.,
1999). Bununla birlikte, Gichner ve ark.
(2006) ethidium bromidin etkinliginin yukarida
bahsedilen boyalardan farkli olmadigmi rapor
etmislerdir.
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Sekil 1. Cesitli Derecelerde DNA Hasarininin Floresan Mikroskop Altindaki Goriintiisii.

Hasarlanan hiicre DNA’lar1 hasarin derecesine gore bes kategoride degerlendirilmektedir. Dairesel
seklide hi¢ kuyruk olusturmamis DNA goriintiilerinden hi¢ hasarlanmamis DNA lar “O”, ¢ok az
hasarlanmis DNA lar “I”, az hasarli DNA lar “II”, hasarli DNA lar “III” ve ¢ok hasarli DNA lar
“IV.” derece hasar olarak degerelendirilir (Sekil 2).

--
-

Sekil 2. Tek hicre jel elektroforez yontemi ile agaroz jel tizerinde elektroforetik ortamda negatif
kutuptan pozitif kutuba (soldan saga) dogru go¢ eden farkli seviyelerde hasara ugramis
DNA'’larm goriintiileri. 0- Hasarsiz DNA; I-Cok az hasarlanmis DNA; I1-Az hasarlanmig
DNA,; Ill-hasarlanmis DNA, V- tim{yle hasarlanmig DNA.
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Tek hicre jel elektroforez veya comet
analiz yontemi ilk kez Ostling ve Johansson
(1984) tarafindan temelleri olusturulmus daha
sonra cesitli arastiricilar tarafindan giiniimiize
kadar modifiye edilmis ve yeni teknikler ile
birlikte sunulmustur (Singh ve ark., 1988;
Gichner ve ark., 2008a). Metot dncelikle alkali
ortamlarda uygulandigi i¢in alkali comet
analizi ya da alkali tek hiicre jel elektroforez
seklinde kullanilmistir. Ancak son yillarda,
N/N (Notr gevseme/Notr elektroforez) ve A/N
(Alkali gevseme/Notr elektroforez) seklinde de
uygulanmaya baglanmistir (Lin ve ark., 2007).
Metodun alkali versiyonu, A/A (Alkali
gevseme/Alkali elektroforez, pH 13) DNA’nin
¢ift ve tek sarmal yapida olan hasarlarmni
Olgmek ig¢in kullanmilmaktadir (Gichner ve
Plewa, 1998; Lin ve ark., 2007). Sadece
genotoksik ve mutajenik maddeler degil, ayni
zamanda oksidatif stres de DNA Uzerinde hasar
olusturdugundan, bu ¢alisma konular i¢inde de
yer alabilecek 6nemli bir yontemdir (Achary ve
ark., 2008; Dikilitas ve ark., 2009).

Comet Metodunun Kullanim Alanlar:

Cevre saghgini tespit etmede:

Ozellikle, trafik, fabrika artiklarmin
cevreye verdi8i zarar, kimyasal atiklar, zehirli
gazlar vb. gibi bir cok konularda DNA
hasarinin olustugu kanitlanmistir. Ancak, bu
etkilerin molekiiler dizeyde etkileri ve yol
actiklar1 hasar dereceleri daha iyi analiz
edilmek durumundadir. Birgok durumlarda
¢evre saglig veya insan lizerinde olusan stresin
etkisi kimi zaman indikator bitki kullanarak
kimi zaman da kobay hayvanlar kullanarak
belirlenmistir. ~ Ancak strese maruz kalan
organizmanin kendisinin incelenmesi daha
akiler bir yoldur (Sriussadaporn ve ark., 2003).

Canlmm biitlin genetik bilgilerini DNA
molekulu ihtiva ettiginden DNA’da meydana
gelen olumsuz degisiklikler kendisinden sonra
gelen nesillere aktarilan genetik bilgiyi de
degistirebilmektedir. Icinde bulundugumuz
ortamda meydana gelen olumsuzluklar,
canlilara ait DNA molekiillerinde hasara,
olusan hasar tamir edilemedigi takdirde
kontrollii hiicre 6limine veya kansere kadar
giden hastaliklara neden olabilmektedir. DNA
hasarin1 olusturan nedenlerin en basinda,
cevresel sartlar, siirekli artan sanayi ve
teknolojik atiklar, eksoz dumani, sigara gibi
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faktorler gelmektedir. Canlmm her bir
hicresinde giinde onbinlerce DNA molekdli
hasara ugramakla birlikte olusan hasar DNA
tamir mekanizmalar1 ile tamir edilmektedir.
Normalde hasar ve tamir denge halindedir.
Denge hasar lehine bozuldugunda tamir
mekanizmalar1 yetersiz kalmakta, neticede
kontrolli hicre 6limi olarak nitelendirilen
“Apoptozis”, wveya mutasyon, delesyon
insersiyon, kanser olusumu gibi DNA
molekiiliinde kalic1 degisiklikler olusmaktadir.
Bazi durumlarda ise stres faktorlerinin olumsuz
etkileri ancak organizmammn hayat evresinin

son asamasinda agiga cikmaktadir. Dolayisi
ile, organizmada kalici hiicre hasarlarin
olusmadan Onlenebilmesi i¢in DNA’nm

durumu hakkinda kaliteli bilgi veren bir test,
kaliteli bir test olma ozelligi tasiyacaktir. Bazi
durumlarda ise bakteri veya fungus gibi stres
etmenleri de konukgu organizmada strese
neden olurken Kkendileri de strese maruz
kalabilmektedirler ~boéyle durumlarda ise
mikroorganizmalar  ya  daha  virulent
olabilmekte ya da stres kosullarindan bitkiler
kadar etkilenmemektedirler (Dikilitas, 2003).
Bu gibi kosullarda tek hiicre jel elektroforez
metodu ile canlilar Uzerinde olumsuz etki
yaratan ~ mikroorganizmalarin ~ molekiler
diizeyde incelenmesi ile o mikorganizmanin
dayanikililif1 hakkinda bilgi almabilecektir.

Pestisit calismalarinda:

Pestisitlerin birgok faydalarmm yani sira,
asir1 veya bilingsiz kullanimi neticesinde insan,
gevre ve hedef olmayan organizmalar
Uzerindeki  negatif  etkileri  gdziimiize
carpmakta, ancak etkileri genellikle kantitatif
olarak belirlenmekte olup buna karsgin toksisite
dereceleri dayaniklilik mekanizmalar1 ile
aciklanabilmektedir. ~ Ayrica “cevre dostu”
olarak bilinen pestisitlerin ¢ogunun dogru
miktarlarda ve uygun kullanim peryotlarinda
zarar  olusturmadigi  seklinde  bilgiler
verilmesine ragmen bu kimyasallarin uzun
kullanimm siiresi iginde organizmada DNA
hasarma yol agtigt ve dolayisi ile
metabolizmay: etkiledigi diisliniilmektedir. Bu
gibi durumlar comet analiz yontemi ile hizh ve
glvenilir bir sekilde belirlenebilmektedir
(Piperakis ve ark. 2003; Undeger ve Basaran,
2005).

Ayrica stres faktorlerinin  etkilerinin
azalmas: ile canllarm verdigi tepkiler de
degismekte ve dolayisi ile organizmada
gorilen iyilesmenin DNA diizeyinde olup
olmadiginin belirlenmesi, stresin kalict bir etki
birakip birakmadiginin belirlenmesi agisindan
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cok onemlidir. Dolayis1 ile organizma Kkolayligi bakimindan, patates (Solanum
tizerinde 1iyilestirici etkilere veya direnci  tuberosum), titiin (Nicotiana tabacum), soya

arttirict  Ozellige sahip kimyasallarmm DNA
lizerinde tamir olusturup olusturmadiginin
belirlenmesi kullanilacak ~ kimyasallarin
etkiniligini belirlemek agismdan 6nemlidir.

Kisaca bu metot, bakteriler, funguslar,
algler, teorik olarak tim yiiksek bitkiler, deniz
canlilari, insanlar, bocekler, omurgalilar ve
hayvanlar (zerinde ¢ok rahat uygulanabilen
onlar1 hem c¢evre saghigi acisndan monitor
etmede hem de hedef organizmalarin savunma
potansiyelleri ve gelecekteki saglik durumlart
hakkimnda bilgi vermede kullanilan énemli bir
metotdur (Dhawan ve ark., 2009). Bu teknik
not ile arastiricilara metodun nasil uygulandigt
ve farkl organizmalarda hangi tip degisiklikler
ile kullanildigi ve bunlara iligkin temel
protokoller ile bilgisayarli analiz sisteminde
kullanilan ~ parametrelerin ~ hesaplanmalar1
sunulmustur. Ayrica, genetiksel diizeyde
pahali ve yorucu olan ¢alismalarm daha kisa
sirede ve diisiik maliyetle yapilabilecegi
kanaati olusturulmaya cahisilmistir. Yazarlar,
bu alanda yaymlanan makalelerin hepsinin

yabanci  dillerde  olmast ve  Turkge
kaynaklardan bu konu ile ilgili bilgi
edilememesi  yiiziinden, konulart  kendi
tecrubeleri ile sadelestirmis ve bu alanda
galisma  yapmak  isteyen  arastiricilarin
hizmetine sunmustur.

MATERYAL VE YONTEM

Denemede kullanilacak  bitki  ve
hayvan hiicreleri yapisal olarak farklilik
gosterdiklerinden (bitki hicresi selulozdan
olusan hiicre duvarma sahip iken hayvan
hiicresi sadece membran ile cevrilidir) insan ve
hayvan hcrelerinden DNA elde edilmesi
yuksek tuz ve deterjan kullanarak lysis ile
olurken buna karsilik bitki hicrelerinden
cekirdek elde edilmesi ya protoplastlardan ya
da mekanik yollardan olmaktadir (De Pinto ve
ark., 1999:; Gichner ve ark., 2009; Dikilitas ve
ark., 2009).

DNA hasari icin kullamilacak model bitkiler:

Teorik olarak bitin bitkiler comet
analizi i¢in kullanilabilir olmasina ragmen hem
kolay temin edilmesi hem de yetistirme
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fastlyesi (Vicia faba), sogan (Allium cepa) ve
Arabidopsis thaliana (zerindeki ¢alismalar
kayitlarda daha fazla yer almistir (Gichner ve
ark., 2006; Mancini ve ark., 2006; Lin ve ark.,
2008).

Genotoksik veya mutajenik etkilere
sahip olan fiziksel veya kimyasal maddelerin
(pestisitler, gamma veya UV 1siklar) hedef
organizma Uzerinde belirli bir periyot ve
konsantrasyonda DNA  hasar1  olusturup
olusturmadif1 asagidaki asamalar yapildiktan
sonra belirlenebilmektedir.

Bitkiler, genellikle 4-5 yaprakli hale
gelince kok ve govdeleri test igin
kullanilmalidir. Kok bdlgesinde olusan DNA
hasarin1 6l¢mek i¢in, fideler 1-48 saat arasinda
degisen peryotlarda su iginde ¢Ozinen test
solusyonlarma maruz birakilirlar. Ekstra DNA
hasar1 olusturmamak igin kokler karanlikta oda
sicakliginda hasat edilmelidirler. Bitkiler eger
1 haftaya kadar wuzanan sirelerde test
solusyonlarinda tutulacaklar ise solusyon hem
havalandirilmali hem de besin solusyonu ile
zenginlestirilmelidir. Yapraklarda olusan DNA
hasarmin tespit edilmesi igin ise kullanilan test
maddesinin yapraklara esit olarak
dagilabilmesi igin fidelerin kokleri en az 18
saat test solusyonunda tutulmalidir (Gichner ve
ark., 2009).

In Situ kosullarinda bitkilerin kullanilmasi:
Tarla, bah¢e ya da dogada yabani olarak
yetisen bitkilere comet analizi uygulanacak
olursa, kontrol grubu olarak kirlenmemis
bolgelerden segilen bitkilerin cekirdekleri izole
edilmelidir. ~ Ayrica negatif kontrol olarak
kirlenmemis bolgelerden alman bitkiler farkh
konsantrasyonlarda en az 18 saat sire ile EMS

(ethyl methanesulfonate) veya H,0, ile
muamele edilmelidirler. Elde edilen sonuclar
EMS weya H,0, solusyonuna maruz

birakilmayan yapraklardan elde edilen DNA
hasar sonuglar ile karsilastiriimalidir.

Butlin  biyokimyasal ¢aligmalarda
oldugu gibi tampon ve reaksiyona giren
¢ozeltilerin taze olarak hazirlanmasi 6nemlidir.
Ancak burada hazirlanacak bir¢ok kimyasal iki
hafta siireyle kullanilabilmektedir. DNA hasar1
calisirken hemen hemen bitin asamalarin sari
ya da los 151k altinda devam etmesi ve
galigmalarm  bazi asamalarmm 4 °C’de
yapilmas: almacak sonuglarin giivenilirligi
acisindan ¢ok dnemlidir.
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Bitki dokularindan DNA izolasyonu: Bitki
hiicrelerinden DNA ya mekanik yollardan ya
da protoplastlardan izole edilir.

Protoplastlardan ~ DNA izolasyonu:
Selulaz ve pektinaz enzimleri ile hiicre duvari
sindirilir ve protoplastlar lam {izerine yayilmis
agaroz icine gomdilerek lysis solusyonuna
maruz birakilr (De Pinto ve ark. 1999;
Bhanoori and Venkateswerlu, 1998; Abas ve
ark., 2007). Cekirdeklerin bu yolla izole
edilmesi oldukga pahali bir yontem olup
yorucu ve titizlik gerektiren bir yontemdir.
Ayrica, izolasyon swrasinda DNA’nmn zarar
gorme ihtimali de cok yiiksektir (Hahn and
Hock, 1999).

Hiicre Duvarmmin  mekanik olarak elemine
edilmesi sonucu hiicre & kallus kiltirinden,
yaprak & koklerden c¢ekirdek izolasyonu:

Eger hiicre veya kallus Kkultirlerinden
DNA izole edilmek isteniyorsa, 0.4 g hicre
veya kallus ¢ok katli absorbant filtre
kagitlarmin  lizerine dokilir ve 04 M
potasyum fosfat ¢ozeltisi ile yikanir ve oradan
bir spatula yardim ile mikrosantrifuj tiiplerinin
i¢ine alnir, tizerine 0.1 g yikanmig deniz kumu
ve 0.5 ml soguk 0.4 M fosfat tampon ¢ozeltisi
(pH 10) ilave edilir ve hafifce calkalanir.
Kum, tiipin dibine ¢okeldikten sonra, hicreler,
naylon filtre (53-pum) araciligi ile buz iginde
tutulan yeni bir tipe alnir (Stavreva ve
Gichner, 2002).

Eger, cekirdek kok veya yapraklardan
direkt olarak izole edilecekse, 2 x 2 cm
boyutlarinda yaprak veya kok sacaklar: steril
bir bistiiri veya jilet yardimi ile nazikce
parcalara ayrilir. 6-9 cm capmda bir Petri
kabma 300-400 ul 0.4 M Tris-HCI tampon
¢ozeltisi (pH 7.5) konarak, yaprak veya kok
parcaciklart hafice ¢alkalanmaya birakilan
Petri kabma konarak, tampon cozelti icine
hicrelerin toplanmasi saglanir (Gichner ve
ark., 2009). Bazi c¢aligmalarda PBS
(Tuzlandinlmig fosfat tamponu) cozeltisi de
tercih edilmistir (Lin ve ark., 2007). Burada
6nemli olan husus; yapraklari veya kokleri
dogramak yerine onlar1 ¢ok nazik ve hassas
sekilde dilimlemektir, bdylece hem kontrol
hem de muamele gruplarina ekstra zarar
vermeden en az yapay DNA  hasari
olusturularak izolasyon asamasi tamamlanmig
olacaktir.  Hiicre duvari, tuz, deterjan ve
enzimler ile ¢ok zor pargalandigi i¢in mekanik
olarak c¢ekirdek izolasyonu daha saglikli bir
yoldur (Gichner ve ark., 2006).

Fungus hiicrelerinin DNA hasarmi
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incelemek i¢in gerekli olan asamalar preparat
hazirlama boliimiinde verilmistir.

Calismalarin daha saglikli ve gilivenilir
olmasi i¢in preparat hazirlama asamasmdan
once hicrelerin Evan’s blue ya da Trypan blue
ile canhilik testine tabi tutulmas: faydali
olacaktir.  Bunun igin kok, yaprak veya
hucreler 0.25% (w/v) solusyonda 5-15 dakika
arasinda inkube edilir, yaklasik 30 dakika
boyunca distile su ile yikandiktan sonra
mikroskop altinda canlilik testi
heamocytometer’da yapilir ya da kok, yaprak
veya hicreler 4 ml N,N-dimethylformamide
icinde 1 saat bekletilir, agiga ¢ikan boyanin
absorbans degeri 600 nm de okunur (Mohan ve
ark., 2008; www.sigmaaldrich.com, 2010).
Calismada eger fungus kullanilacaksa, fungal
konidiler Eppendorf mikrosantrifuj tuplerinde
diisiik hizda cokeltilir ve steril su ile yikanir
sonra bilylime ortaminda veya 0.4 M Tris-HCI,
pH 7.5, tampon cozeltisinde osmotik soktan
kacinmak i¢in yeniden suspanse edilirler ve
boyama i¢in yukaridaki asama takip edilir.

Bitkiler icin preparatlarin hazirlanmast:

Burada asil amag, uniform ve stabil bir jel
hazirlayarak iginde bulunan Ornegi deney
asamasimin ~ sonuna  kadar  bozulmadan
tutabilmek ve orneklerin arka plan géruntisiine
etki edebilecek faktorleri ortadan kaldiran bir
preparat hazirlamaktir.  Comet analizi igin
“kenarlar1  buzlandirilmis  lamlar”  jel
stabilitesini arttirmak amaci ile kullanilmakla
birlikte (Tatli ve ark. 2008), ticari olarak bu
amaca uygun lam ve lameller de kullamma
sunulmustur (Trevigen Inc., 2000).

Caligmada kullanilacak lamlar en az
bir gin sire ile ethanol icinde tutulduktan
sonra etlivde kurutularak kullanima hazir hale
getirilmelidir. Lamlar tzerine 50 °C’de distile
su igerisinde ¢6ziinmiis %1 lik normal erime
noktali (NMP) agarozdan 100 pL kadar pipetle
birakilir ve hemen iizeri lamel ile kapatilarak
tabakalandirilir. Jelin ¢abuk donmast igin
lamlar buzdolabinda 5 dakika kadar bekletilir.
(Kocyigit ve ark., 2005; Gichner ve ark.,
2009). Bu asamada lamlar, agaroz-kapli lamlar
olarak  adlandirililar  ve  nemlendirilmis
kutularda elektroforez  islemlerine  kadar
uzunca bir siire saklanabilirler. Tkinci tabaka
ise %1 lik disiik erime noktali (LMP) agaroz
ve yeni izole edilmis hicre slispansiyonu
karigimindan olusur. Hiicre slispansiyonu yine
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distile su icerisinde 40 °C’de LMP agaroz ile
1/8 oraninda ya bir mikrosantrifuj tipu icinde
ya da bir lam (zerinde pipet yardim ile
karigtirilir ve yaklagik 100 pl lik karisim 1.
tabaka tizerine yayilir ve hemen lamel ile
kapatilir. Preparat daha sonra buzdolabinda 5
dakika kadar birakilir ve lameller bunun
ardindan kaldmilir (Gichner ve ark., 2004).
Preparatlar bu noktada bir sonraki asama i¢in
hazir sayilir. Aslinda son yillara kadar yapilan
birgok caligmada 3. tabaka olarak, 100 pl
erimis %1 lik LMP agaroz ikinci tabaka
Uzerinde olusan bosluklart doldurmak igin
kullanilmakta idi, fakat, son yillarda Kocyigit
ve ark., 2005; Gichner ve ark. (2008a & b) gibi
bazi arastiricilar en (st tabakanin ¢ok gerekli
olmadigini rapor etmislerdir.

Funguslar icin preparat hazirlanmast:

Funguslar {izerinde olusan DNA hasarlar1
icin  bugline kadar ¢ok az c¢alisma
yaymlanmistir (Hahn ve Hock, 1999; Miloshev
ve ark., 2002). Protoplast izolasyonunda
oldugu gibi fungal hiicrelerin enzimler yolu ile
izole edilmesi, g¢aligmalari hem zorlastirmis
hem de arzu edilen sonucun almmasma engel
olmustur. Burada funguslar i¢in hazirlanmig
protokollerden ortak olarak hazirlanmis detayli
bir protokol sunulmustur.

Bitkiler icin hazirlanan preparatlarin 1.
asamasinda oldugu gibi, mikroskop lamlar1 %1
lik NMP agaroz ile kaplandiktan sonra Uzerine
100-150 pl hacminde fungal bilylme ortami
i¢inde hazirlanan %0.8 lik LMP agaroz yayilir
ve Uzeri lamel ile kapatilir ve jel olusmasi igin
4 °C’de 15 dakika bekletilir. ~ Lameller
kaldirildiktan sonra iyi gelismis bir fungal
koloniden elde edilen fungal hifler jel icine
inokule edilir ve fungal gelisim igin optimum
sicaklikta belli bir sire Petri kabinda
inkubasyona birakilirlar (Hahn ve Hock, 1999).
Bu asamadan sonra fungus (zerine test
edilecek kimyasallar veya diger test maddeleri
istenilen konsantrasyonlarda yaklasik 90 ul
olacak sekilde tatbik edilir ve lamel ile Gzeri
kapatilir ve mualemele iste§ine gore
inkubasyona birakilir ve daha sonra preparatlar
sterile su ile yikanir. Eger preparatlar 1sik
stresine (UV gibi) maruz birakilacak ise lamel
kapatilmams lamlar istenilen doz ve siirede
151k stresine maruz birakilirlar. Bu asamadan
sonra preparatlar, soguk lysis solusyonunda
(0.3 M NaOH, 0.03 M Na;EDTA, %0.1 SDS)
50 dakika kadar bekletilir (Hahn ve Hock,
1999). Son zamanlarda mayalar ile yapilan bir
DNA hasar ¢alismasinda (Rank ve ark. 2009),
0.5 ml fungal hiicre siispansiyonu (1x10° hiicre
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ml™?) santrifuj ile cokeltildikten (1000g, 5
dakika, 4 °C) sonra PBS tampon ¢ozeltide (pH
7.4) stspanse edilmis, tekrar santrifyj
edildikten sonra elde edilen pellet, 125 pl, 2
mg ml™* Zymolase 20T ya da Zymolase 100T
iceren %0.70 lik LMP agaroz ile karistirilmus,
bu karigimdan elde edilen 100 pl lik bir karisim
%0.8 NMP agaroz kapli lamlar Uzerine
yayilmistir. Kullanilan enzimlerin mayalarin
hiicre duvarmi pargalamasi i¢in, lamlar oda
sicakliginda 20 dakika inkube edilmis, daha
sonra preparatlar jel katmanimin katilasmasi
icin 15 dakika buz iizerinde tutulmus sonra
lysis solusyonunda (2.5 M NaCl, 0.1 M
Na,EDTA, 10 mM TRIS, %1 Triton X-100,
pH 10) 4 °C’de 90 dakika bekletilmistir.

DNA  mn  ¢Ozllmesi, elektroforezi

nétralizasyonu:

ve

Bu asamada sarmal yapida olan DNA nin
¢oziiliip gevsemesi igin preparatlar elektroforez
tankina konulmus tampon ¢ozeltiye daldirilir
ve inkube edilir. Inkubasyon  stiresi
kullanilacak bitkinin veya fungusun tdrline
bagl olarak 20-40 dakika arasinda degisir.
Eger bu asamalar alkali (pH 12.4) bir ortamda
gerceklestirilirse ¢ift ve tek baglardaki kiriklar
belirlenmekte, eger pH degerleri hem ¢oziilme
hem de elektroforez asamalarinda 13 den daha
buyuk ise yukaridaki DNA simptomlarimin
yani sira capraz baglardaki hasarlar ile baz
hasarlar1 da belirlenebilmektedir. ~ Toksisite
calismalar1 ig¢in Comet protokoliiniin alkali
versiyonu hem c¢ozilme hem de elektroforez
asamalarinda uygulanmaktadir (Gichner ve
ark., 2009). Genel olarak ¢ozilme ve
elektroforez solusyonlar1 soguk olarak tatbik
edilmeli ve siireleri kullanilacak bitki ve fungal
tirlerine gbre arastiricilar tarafindan optimize
edilmelidir. Optimizasyon kontrol gruplarinda
en az DNA goglinli hedef alirken muamele
gruplarmda DNA gd¢iiniin maksimum diizeyde
olmasmi saglayan ¢oziilme ve elektroforez
sartlar1 olarak kabul edilir (Gichner ve ark.,
2009; Dikilitas ve ark., 2009). Ayrica,
elektroforez siiresince sicakligi sabit tuturak
ornekler arasindak olabilecek varyasyonlarin
onune gecilmelidir. Elektroforez asamasinda

Voltaj V cm?, amper mA olarak
tanimlanmalidir.  Ornegin, patates igin bu
degerler, DNA  ¢oziilmesi 10 dakika,

elektroforez 15 dakika (26V, 300 mA, 0.74 V
cm™, pH>13) olarak belirlenirken (Gichner ve
ark., 2008b), Sordaria macrospora fungusu
icin ¢ozulme ve elektroforez 10 ar dakika, 1.2
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V cm™?, 10-20 mA, pH 8 olarak yapilmis (Hahn
ve Hock, 1999), Saccharomyces cerevisiae igin
ise ¢ozlilme 20 dakika, elektroforez 10 dakika,
28V, 300 mA, 0.8 V cm?, pH>13 olarak
gergeklestirilmistir (Rank ve ark., 2009).

Preparatlar, elektroforezi takiben olusan
alkali ortami nétrlestirmek ve lamlarin
mikroskop altinda net goriintii alinmasmni
saglamak i¢in 0.4 M Tris-HCI (pH 7.5) ile oda
sicakliginda U¢ kez 5 er dakika yikanmalidir
(Gichner ve ark., 2008b; Rank ve ark., 2009).

Nétralizasyon asamasindan sonra, lamlar
boyanmali ve 6 saat i¢inde analiz edilmelidir.
Eger vakit hemen analiz i¢in uygun degilse
preparatlar, 10-15 dakika soguk su iginde
tutulmali takiben %3100 Iik ethanol icinde
dehdrasyona maruz birakilmali ve kurumaya
birakilmalidir (Kocyigit ve ark., 2005; Gichner
ve ark., 2008a & b). Bu seklilde lamlar temiz
bir ortamda birka¢ ay kadar kuru kosullarda
saklanabilir.

Preparatlarin analiz

edilmesi

boyanmast  ve

DNA c¢alismalarinda en ¢ok kullanilan
boyalar ethidium bromid (Lin ve ark., 2007),
DAPI, ve YOYO-1 gibi floresans renk veren
boyalardir (Gichner ve ark., 2006). YOYO-1
¢ok pahali ve unstabil oldugundan ¢ok yaygin
kullanima sahip degildir. Lamlar, genellikle
80-100 pl ethidium bromid (20 pg ml™) ile
boyandiktan sonra Uzeri lamel ile kapatilip
mikoskop alanlar1 taranarak en az 100 kadar
hiicre 2 tekerrirli olacak sekilde floresans
mikroskop altinda sayilmalidir (bitkiler igin
kullanilan degerler, excitation filter BP 546/10
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mm ve barrier filter of 590 nm). Bazi sirketler

mikroskopa baghh tam otomatik analiz
programlar1 ile (CASP, www.casp.of.pl;
Komet 1V, WWW.SCOrecomets.com)

peraparatlar icindeki tim DNA’lar1 analiz
etmekte, jel Gzerindeki yuritilmeden elde
edilen DNA parcalar1 bas ve kuyruk olarak iki
ana bolime ayrilmakta ve bas ve kuyruk
kismindaki DNA yiizdesi sirast ile, % H-DNA
ve % T-DNA olarak ifade edilmektedir (Sekil
3). Ayrica kuyruk uzunlugu [TL, pm] ve Tail
Moment [TM, um olarak ifade edilir, % T-
DNA ile TL’nin ¢arpiminin 100 e bélinmesi
ile edilen bir degerdir] ve Olive Tail Moment
[OTM, bas kisminin merkezi ile kuyruk
kisminin  merkezinin  arasindaki  mesafe
farkimn % T-DNA ile carpmmmnm 100’e
bélunmesi ile elde edilen degerdir] kullamlan
parametreler arasmdadir (Sekil 4). Ozellikle,
% T-DNA, olusan hasarin derecesi ile dogru
orantili olup stres kaynagmnin siddeti hakkinda
bilgi vermektedir, Sekiller 1, 2, 3 ve 4 (Konca
ve ark., 2003; Gichner ve ark., 2008a).

Ayrica ¢ok pahall olan comet analiz
programlari  olmadan da DNA hasarini
incelemek mimkindir. Kuyruk bélgesine gog
eden DNA yizdesini esas alan gorsel
degerlendirme skalasina gfre, cometler 0 dan
4’e kadar siniflandirilmakta (O=hasarsiz DNA,
IV=en yiiksek diizeyde hasara ugramis DNA)
ve ¢ok hizli bir sekilde DNA analizi
yapilmaktadir (Kocyigit ve ark., 2005), Sekil 2.

Comet analizinin asamalari  Sekil 5°de

gosterilmis; Galismada kullanilan bazi
kimyasallara dair 6zellikler Cizelge 1’de
sunulmustur
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Sekil 3. CASP Analiz programi ile DNA comet analizi; (a & c¢) hasar gormiis DNA ile kontrol
prog g $
grubuna ait DNA’larin mikroskop altinda yapisal sekilleri; (b & d) hasar gormiis DNA ile
kontrol grubuna ait DNA’larm bilgisayar analizi sonucu elde edilen mikrograflari.
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Sekil 4. Aliiminyum ve EMS (Ethyl methanesulfonate) tarafindan Allium cepa’nin koklerinde
olusan DNA hasarmin alkali comet analiz metodu ile 6lgimi. (Kuyruk uzunlugu x Al
konsantrasyonu) [Elsevier Yayinevinin izni ile Achary ve ark. (2008)’nin ¢aligmasindan
uyarlanmustir].
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Sekil 5. Comet analiz ¢aligmasinin agamalart.

(1) Lam Uzerinde %1 lik NMP Agaroz hazirlanmasi, (2) Mutajenik ya da genotoksik teste tabi

tutulmus yaprak veya misellerden DNA izolasyonu, (3) 1:1 oraninda hiicre karigimi ile %1 lik
LMP karigimmmn 1. asamadaki agaroz kapli lamm tizerine tatbiki, (4) Duruma ve istege bagl
olarak 0.5% lik LMP tabakasi, (5) Preparatlar tizerlerindeki lamellerin kaldirilmas: ve elektroforez
tankinda DNA gevsemesi igin soguk ortamda bekletilmesi, (6) Elektrik akim altinda elektroforez
uygulamasi, (7) Preparatlar en az ¢ kez Tris-HCI ile ile yikanarak ndétralize edilmesi ve
kurutulmasi, (8) preparatlar soguk suda 10 dakika kadar bekletilip ve 5 dakika 100 pl Ethidium
bromid ile (20 pg ml™) ile boyanir, (9) Comet sekilleri floresan mikroskopta incelenir, (10) DNA

hasar1 gorsel ya da bilgisayar yardimi ile analiz edilir.
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Cizelge 1. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin hazirlanmasi ve saklanma kosullar1 (Hahn ve Hock, 1999; Gichner ve ark., 2009; Dikilitas ve ark., 2009).

Kullamlan Kimyasallar

Hazrlamsi

Elektroforez solusyonu DNA
¢dzulmesi ve elektroforezi igin
kullanilir. (Bitkiler).

Elektroforez solusyonu

DNA ¢ozilmesi ve
elektroforezi i¢in kullanilir.
(Funguslar)

Ethyl methanesulfonate
(EMS; Sigma M-0880).

Tris tampon ¢ozeltisi

(DNA izolasyonu ve
Notralizasyon i¢in kullanilir)

NMP (Normal Melting Point)
Agaroz

LMP (Low Melting Point)
Agaroz

PBS
saline)

(Phosphate  buffered

Ethidium bromid

2 litre tampon c¢ozelti icin; 60 ml 10 M NaOH (300 mM NaOH, final konsantrasyon), 10 ml 200 mM Na,EDTA (1 mM EDTA final
konsantrasyon), 1930 ml H,0, pH>13. Taze olarak hazirlanmalidir.

Stok Solusyonlar:

10 M NaOH: 200g NaOH 500 ml i¢inde ¢ozdiiriiliir ve oda sicakliginda saklanir.

200 mM Na,EDTA.2H,0 (Sigma, ED2SS): 14.89 g kimyasal 180 ml i¢inde ¢6ziiliir, hafif¢e 1sitilir,karistirilir ve pH 10 N NaOH kullanarak
10’a ayarlanir ve solusyon 200 ml suya tamamlanir. Oda sicaklifinda saklanir.

DNA ¢oziilmesi ve elektroforezi i¢in TBE tampon ¢6zeltisi kullanilir; 50 mM Tris-boric acid, 10 mM EDTA, pH 8.0

10 mM EMS i¢in; 100 ml i¢inde 106 pul EMS hazirlanmalidir. Taze olarak hazirlanmalidir.

0.4 M Tris i¢in; 9.7 g Tris (Sigma USA, T-1378) 180 ml H,O i¢inde hazirlanir, ve pH, konsantre HCI kullanarak 7.5’e ayarlanir. Sonra 200
ml suya tamamlanir. Oda sicaklifinda 2 hafta saklanabilir.

% 1 lik NMP agaroz i¢in; 1 g NMP (ROTH Germany, 2267, Sigma A9539) 100 ml kaynayan su icinde ¢ézilir. Buzdolabinda saklanir.

% 1 lik LMP agaroz igin; 250 mg LMP (ROTH Germany, 6351, Sigma, A9414) 25 ml kaynama noktasina kadar isitilmis veya
mikrodalgaya konulmus PBS i¢inde ¢oziiliir, buradan 5 ml fraksiyonlar alinarak buzdolabinda kullamima kadar saklamr. Yeniden
kullanirken kiiciik viallerde depolanan solusyonlar 70 °C ya 1sitic1 bloklarda ya da sicak su banyosunda 1sitilarak eritilmelidir.

PBS icin; 50 mg KCI, 50 mg KH,PO, 2 g NaCl, 720 mg Na;HPO,12 H,0 250 ml H,O iginde ¢oziilir ve pH 7.4’¢ ayarlanir.
Kullanilmadan 6nce filtre edilmelidir. Buzdolabinda kullanima kadar saklanir.

20 pg ml ™ ethidium bromid boyamast igin; 1 ml stok solusyon 9 ml H,O ile karistirilir.

Stok solusyon:

10 mg ethidium bromid (Sigma USA, E-8751) 50 ml su iginde ¢oziiliir. Gerekli goriiliirse Millipore filtre (0.22pm) kullanarak kristal
yapilir uzaklastirilir. Oda sicaklifinda karanlikta saklanmalidir.
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Sonug

Bu caligmada temel amag, canl
organizmada gesitli ajanlarin genetik yapida hasar
olusturup olusturmadigni, tek hiicre DNA larinin
elektroforetik ortamdaki goclerine gére analiz
etmektir.  Yontem ile eSer hiicre DNA lan
saglam ve kirilmamus ise elektroforetik ortamda
tek bir yik ve molekiil agihgma sahip
olacaklarindan birlikte go¢ edeceklerdir. Ancak,
hasarli DNA’larda biitiinlik korunamadigindan,
kirlan DNA pargaciklar farkh yiik ve molekiil
agirhklarma sahip olacaklar, elektroforetik
ortamda farkl hizlarda goc edecekler ve dolayist

ile. DNA spesifik boyalarla boyandiklarmda
kuyruklu =~ yildiza  benzer  bir  goriinti
olusturacaktir. Burada ©nemli olan husus,

yontemin saghkli ¢aligip calismadigmi kontrol
etmek igcin negatif ve pozitif kontrol
calismalarnin da yapilmasidir. Negatif kontrolde
DNA hasar1 gorilmemesi gerekirken ozellikle

kontrollerde DNA hasarmm olugsmasi gerekir. Kontrollerde
beklenen sonug alinamaz ise ise DNA izolasyonun ve DNA’nin
cOzilmesi sirasmda uygulanan kimyasal tekniklerin  ve
elektroforez icin kullanilan elektrik akimimin gézden gegirilmesi
gerekir.
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KAYNAKLAR

Abas, Y., Touil, N., Kirsch-Volders, M., Angenon,
G., Jacobs, M. ve Famelaer, 1.D.H. 2007.
Evaluation of UV damage at DNA level in
Nicotiana plumbaginifolia protoplasts using
single-cell gel electrophoresis. Plant Cell
Tissue Organ Culture, 91: 145-154.

Achary, V. M. M,, Jena, S., Panda, K. K. ve Panda,
B. B. 2008. Aluminium induced oxidative
stress and DNA damage in root cells of Allium
cepa L. Ecotoxicology and Environmental
Safety, 70: 300-310.

Angelis, K.J., Dusinska, M. ve Collins, A.R. 1999.
Single cell gel electrophoresis: detection of
DNA damage at different levels of sensitivity.
Electrophoresis, 20:2133-2138.

Bhanoori, M., Venkateswerlu, G., 1998. The
alkaline single cell gel electrophoresis: a new
test for assessing DNA single strand breaks in
Neurospora crassa. Mutation Research,
405:29-34.

De Pinto, M.C., Francis, D. ve De Gara, L. 1999.
The redox state of the ascorbate-
dehydroascorbate pair as a specific sensor of
cell division in tobacco BY-2 cells.
Protoplasma, 209: 90-97.

Dhawan, A., Bajpayee, M. ve Parmar, D. 2009.
Comet assay: a reliable tool for the assessment
of DNA damage in different models. Cell
Biolology Toxicology, 25:5-32.

Dikilitas, M., Kocyigit, A. ve Yigit, F. 2009. A
molecular-based fast method to determine the
extent of DNA damages in higher plants and
fungi. African Journal of Biotechnology, 8

88

(14): 3118-3127.

Dikilitas, M. 2003. Effect of salinity & its
interactions with Verticillium albo-atrum on
the disease  development in  tomato
(Lycopersicon esculentum Mill.) and lucerne
(Medicago sativa & M. media) plants. Ph.D.
Thesis, University of Wales, Swansea

Ecobichon, D.J. 2001. Toxic effects of pesticides.
In: Klaassen CD(ed.) Casarett and Doull’s
toxicology. The basic science of poisons.
McGraw-Hill, New York, pp 763-810.

Gichner, T. ve Plewa, M.J. 1998. Induction of
somatic DNA damage as measured by single
cell gel electrophoresis and point mutation in
leaves of tobacco plants. Mutation Research,
401:143-152.

Gichner, T., Patkova, Z., Szakova, J., Demnerova,
K. 2004. Cadmium induces DNA damage in
tobacco roots, but no DNA damage, somatic
mutations or homologous recombinations in
tobacco leaves. Mutation Research, 559:49-57.

Gichner, T., Mukherjee, A. ve Veleminsky, J. 2006.
DNA staining with the fluorochromes EtBr,
DAPI and YOYO-1 in the comet assay with
tobacco plants after treatment with ethyl
methanesulphonate, hyperthermia and DNase-
|. Mutation Research, 605:17-21.

Gichner, T., Znidar, I. ve Szakova, J. 2008a.
Evaluation of DNA damage and mutagenicity
induced by lead in tobacco plants. Mutation
Research, 652:186-190.

Gichner, T., Patkova, Z., Szakova, J., Znidar, |. ve
Mukherjee, A. 2008b. DNA damage in potato



HR.U.Z.F. Dergisi, 2010, 14(2)

Dikilitas ve Kocyigit

plants  induced by cadmium, ethyl
methanesulfonate and y-rays. Environmental
and Experimental Botany, 62: 113-119.

Gichner, T., Znidar, 1., Wagner, E.D. ve Plewa,
M.J. 2009. The use of higher plants in the
comet assay. In: The Comet Assay in
Toxicology Edited by Alok Dhawan and Diana
Anderson. Royal Society of Chemistry, p: 98-
119.

Hahn, A. ve Hock, B. 1999. Assessment of DNA
damage in filamentous fungi by single cell gel
electrophoresis, comet assay. Environmental
Toxicology and Chemistry, 18 (7): 1411-1424.

Kocyigit, A., Keles, H., Selek, S., Guzel, S., Celik,
H. ve Erel, O. 2005. Increased DNA damage
and oxidative stress in patients with Cutaneous
leishmaniasis. Mutation Research, 585:71-78.

Konca, K., Lankoff, A., Banasik, A., Lisowska, H.,
Kuszewski, T., Gozdz S, Koza, Z. ve Wojcik,
A. 2003. A cross-platform public domain PC
image-analysis program for the comet assay.
Mutation Research 534: 15-20.

Lin, A., Zhang, X., Chen, M. Cao, Q. 2007.
Oxidative stress and DNA damages induced by
cadmium accumulation. Journal of
Environmental Science, 19:596-602.

Lin, A., Zhang, X., Zhu, Y.G. ve Zhao, F.J. 2008.
Arsenate-induced  toxicity:  effects  on
antioxidative enzymes and DNA damage
inVicia faba. Environmental Toxicology and
Chemistry 27 (2): 413-4109.

Mancini, A., Buschini, A., Restivo, F.M., Rossi, C.
ve Poli, P. 2006. Oxidative stress as DNA
damage in different transgenic tobacco plants.
Plant Science 170:845-852.

Miloshev, G., Mihaylov, I. ve Anachkova, B. 2002.
Application of the single cell gel
electrophoresis on yeast cells.  Mutation
Research, 513: 69-74.

Mohan Murali Achary, V., Jena, S., Panda, K.K. ve
Panda, B.B. 2008. Aluminium induced
oxidative stress and DNA damage in root cells

of Allium cepa L. Ecotoxicology
Environmental Safety, 70: 300-310.

Ostling, o, Johanson, K.J. 1984.
Microelectrophoretic  study of radiation-
induced DNA damages in individual

mammalian cells.  Biochem. Biophys. Res.
Commun, 123:291-298.

Piperakis, S.M., Petrakou, E., Tsilimigaki, S.,
Sagnou, M., Monogiudis, E., Haniotakis, G.,
Karkaseli, H. ve Sarikaki, E. 2003.
Biomonitoring with the comet assay of Greek
greenhouse workers exposed to pesticides.
Environmental Molecular Mutagenesis,
41:104-110.

Rank, J., Syberg, K., ve Jensen, K. 2009. Comet

assay on tetraploid yeast cells. Mutation
Research 673: 53-58.
Singh, N.P., McCoy, M.T., Tice, R.R. ve

89

Schneider, E.L. 1988. A simple technique for
quantitation of low levels of DNA damage in
individual cells. Experimental Cell Research,
175:184-91.

Sriussadaporn, C., Yamamoto, K., Fukushi, K. ve
Simazaki, D. 2003. Comparison of DNA
damage detected by plant comet assay in
roadside and non-roadside environments.
Mutation Research, 541:31-44.

Stavreva, D.A. ve Gichner, T. 2002. DNA damage
induced by hydrogen peroxide in cultured
tobacco cells is dependent on the cell growth
stage. Mutation Research, 514:147-152.

Tatli, M.M., Minnet, C., Kocyigit, A., Karadag, A.
2008. Phototherapy increases DNA damage in
lymphocytes of hyperbbilirubinemic nonates.
Mutation Research, 654 (1): 93-95.

Tice, R.R., Agurell, E., Anderson, D., Burlinson,
B., Hartmann, A., Kobayashi, H. 2000. The
single cell gel/comet assay: guidelines for in
vitro and in vivo genetic toxicology testing.

Environmental Molecular Mutagenesis,
35:206-21.

Trevigen Inc. 2000. TREVIGEN™ Instructions for
Comet Assay™.

Undeger, U. ve Basaran, N. 2005. Effects of
pesticides on human peripheral lymphocytes in
vitro: induction of DNA damage. Archives of
Toxicology 79: 169-176.

Vajpayee, P., Dhawan, A. ve Shanker, R. 2006.
Evaluation of the alkaline comet assay
conducted with the wetlands plant Bacopa
monnieri L. as a model for ecogenotoxicity
assessment.  Environmental and Molecular
Mutagenesis 47: 483-489.

WHO 1986. Environmental Health Criteria 64.
Carbamate pesticides: a general introduction.
World Health Organisation, Geneva.

WHO  1988. The WHO recommended
classification of pesticides by hazard and
guidelines to the classification 1988-1989.
World Health Organisation, Geneva.

www.sigmaaldrich.com. 2010. Use of trypan blue
stain and the hemocytometer to determine total
cell counts and viable cell number.




