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DNA Hasarının Belirlenmesinde
Comet Assay

ÖÖZZEETT  DNA çe şit li re ak tif mo le kül le rin he de fi olan, ha sa ra du yar lı lı ğı yük sek bir mo le kül dür. DNA
ha sa rı nor mal DNA me ta bo liz ma sı sı ra sın da ken di li ğin den ve ya ba zı çev re sel fak tör le rin et ki siy le
oluş mak ta dır. Ge ne tik bil gi nin sağ lık lı ola rak ak ta rı la bil me si için DNA ya pı sı nın ko run ma sı son de -
re ce önem li ol du ğun dan çe kir dek te DNA ha sa rı nı ona ran çe şit li ona rım sis tem le ri yer al mak ta dır.
Ağır ha sar oluş tu ğun da ve ya DNA ona rım ak ti vi te si de fek tif ise DNA ha sa rı kı sa dö nem de rep li kas -
yon, trans krip si yon ve pro te in sen te zi nin in hi bis yo nu na, uzun va de de ise mu tas yo na ve kro mo zom
ano ma li le ri ne se bep ol mak ta dır. Kan ser, di ya bet, ate rosk le roz gi bi has ta lık la rın eti yo lo ji sin de yer
alan DNA ha sa rı gü nü müz de kro nik de je ne ra tif has ta lık la rın iz len me sin de,  ke mo te ra pi ve rad yo te -
ra pi nin et kin li ği nin takibinde, kse no bi yo tik ve rad yas yon ara cı lı ge no tok si si te nin be lir len me sin de
bi yo lo jik be lir teç ola rak de ğer len di ril mek te dir. Bu ne den le DNA ha sa rı nın has sas bir şekil de öl çül -
me si ne ola nak ta nı yan tek nik ler gü nü müz de bü yük önem ka zan mış tır. Tek hüc re li jel elek tro fo re -
zi  ve ya sık lık la ter cih edi len di ğer adıy la “Co met As sa y” tek ni ği hüc re dü ze yin de DNA ha sa rı nı
sap ta mak ve mik ta rı nı be lir le mek için uy gu la nan non-in va ziv, hız lı ve has sas bir flo re san mik ros ko -
bik yön tem dir. 1988 yı lın da ‘‘ Alka li Co met As say’’ ola rak ta nı tıl ma sın dan son ra çe şit li mo di fi kas yon -
lar la ge liş ti ri le rek çok fark lı tip ler de DNA ha sa rı nın be lir len me sin de kul la nı lır ha le gel miş tir.
Yaş lan ma, mo le kü ler epi de mi yo lo ji, kli nik ve ge ne tik tok si ko lo ji alan la rın da önem li uy gu la ma la rı
olan  ‘‘ Comet As say’’ son yıl lar da gi de rek ar tan bir sık lık ta apop to zis, ok si da tif stres-an ti ok si dan ça -
lış ma la rın da da yer al mış tır. Bu der le me nin ama cı ‘‘ Comet As say’’ yön te mi ni ta nıt mak, uy gu la ma ya
yö ne lik ay rın tı la ra açık lık ka zan dır mak ve yön te min kul la nı mı nı yay gın laş tır mak tır. 
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AABBSS  TTRRAACCTT  DNA is the target of many reactive molecules and it is prone to be damaged easily.
DNA damage may be resulted either from spontaneously during DNA metabolism or effects of some
environmental factors.  There are repair mechanisms for DNA damage in cell nucleus since the
prevention of DNA structure is extremely important for conducting the genetic information. When
a heavy damage occurs or repair mechanisms are defective, DNA damage results in inhibition of
replication, transcription or protein synthesis in short term, however in long term, this damage
may lead to mutation and chromosomal anomalies. DNA damage which is a contributing factor in
the pathogenesis of certain diseases such as  cancer, diabetes and atherosclerosis, is being evaluated
as the biological marker in assessment of chemotherapy and radiotherapy, determining the radia-
tion and xenobiotic mediated genotoxicity  as well as follow up of chronical degenerative diseases.
Therefore, techniques that enable the sensitive measurement of DNA damage became important re-
cently . Comet assay is a fast, non invasive, sensitive fluorescent technique, which is being used for
detecting DNA damage on single cell level and also determining the amount of damage. After its
introduction in 1988 as “Alcaline Comet Assay”, it has been developed with many modifications and
became a workable technique for detecting a variety of DNA damages. As comet assay was being
utilized in aging, molecular epidemiology, clinical and genetic toxicology, recently it is placed also
in research of apoptosis and oxidative stress-antioxidants. Current review aims to give information
about comet assay and its applications as well as  help to propagate its use. 

KKeeyy  WWoorrddss::  Comet assay; DNA damage; DNA breaks; mutation
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DNA HASARI
enetik bilginin nesilden nesile sağlıklı ola-
rak aktarılabilmesi için DNA yapısının ko-
runması son derece önemlidir. DNA’nın

fonksiyonu bazlar üzerindeki  polar gruplara bağ-
lıdır. Bu gruplar arasında spesifik olarak oluşan hid-
rojen bağları çift sarmal DNA’yı oluştururlar. DNA
bazlarının polar gruplarında oluşan kimyasal deği-
şiklikler replikasyon sırasında yanlış eşleşmeye ve
sonuçta mutasyona neden olur. Deoksiriboz fosfat
iskeletinde meydana gelen kopmalar ise replikas-
yonu bloke etmenin yanı sıra aşırı miktarlarda
oluştuğunda hücre ölümüne yol açmaktadır. Her
bir insan hücresinin DNA’sında günde yaklaşık ola-
rak 104 adet kodlanmayan veya yanlış kodlamaya
neden olan hasar meydana gelmektedir.1 DNA
üzerinde oluşan hasarları onaran spesifik onarım
sistemleri vardır. DNA onarım kapasitesini aşan
düzeyde hasar oluştuğunda veya DNA onarım sis-
temleri kalıtsal veya edinsel olarak defektif ise
DNA hasarı kısa dönemde deoksiribonükleotid tri-
fosfat havuzunun miktar ve bileşiminde değişiklik-
lere, replikasyonun durmasına, transkripsiyon ve
protein sentezinin inhibisyonuna, proteolitik akti-
vitenin indüksiyonuna; uzun vadede ise mutasyona
ve kromozom anomalilerine sebep olur.2 DNA ha-
sarı düşük seviyede ise DNA onarım mekanizma-
ları tarafından verimli bir şekilde onarılır. Ağır
hasarlar apoptotik mekanizmaları uyararak hücre
ölümüne sebep olur. Orta dereceli hasarlar çoğun-
lukla mutasyonla sonuçlanırlar.3

DNA hasarı normal DNA metabolizması sıra-
sında kendiliğinden veya çevresel faktörlerin etki-
siyle oluşmaktadır. Normal DNA metabolizması
sırasında oluşan DNA hasarının en önemli nedeni
bazların kimyasal yapısında kendiliğinden mey-
dana gelen değişimlerdir. Pürin ve pirimidin baz-
larının keto-enol tautomerizmi ya da
deaminasyonu bazların eşleşme spesifitesini değiş-
tirerek yanlış eşleşmeye yol açar. Ayrıca bazların
termal dayanıklılığına bağlı olarak hidrolitik baz
kaybı oluşur ve sonuçta apürinik/apirimidinik böl-
geler meydana gelir. Baz kaybı hem replikasyonu
etkiler hem de bu bölgelerde kolaylıkla zincir kı-
rıkları oluşur.1

DNA hasarına yol açan çevresel faktörler, fi-
ziksel ve kimyasal ajanlardır. Fiziksel ajanların ba-
şında iyonizan radyasyon gelir. Radyasyon
enerjisinin doğrudan etkisi ile DNA zincir kırıkları
oluşurken; radyasyonla açığa çıkan enerjiyle uya-
rılan moleküllerin (hidroksil radikalleri) DNA ile
etkileşimi hem DNA zincir kırıklarına hem de ok-
sidatif baz modifikasyonlarına neden olmaktadır.
Bir diğer fiziksel faktör olan UV ışınları DNA üze-
rinde çapraz bağlanmalara, pirimidin dimerleri olu-
şumuna ve zincir kırıklarına yol açmaktadır. DNA
hasarı oluşturan kimyasal ajanların başında alkille-
yici maddeler, nitröz asid, platinyum türevleri gibi
çapraz bağlayıcılar ve sitokrom P450 sistemi ile
metabolize edilen ksenobiyotikler (aromatik amin-
ler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, aflatoksin-
ler ve fenitoin, warfarin, rifampin gibi ilaçlar)
gelmektedir. Bu kimyasallar bazları alkilleyerek,
oksitleyerek, bazlar arasında çapraz bağlanmalar
oluşturarak veya zincir kırıklarına neden olarak
DNA hasarı oluştururlar.4

Oksidatif DNA hasarı, normal metabolizma sı-
rasında bazı tepkime basamaklarında oluşan oksijen
radikalleri tarafından endojen olarak oluşturulabil-
diği gibi iyonizan radyasyon ve çeşitli kimyasallar
gibi eksojen faktörler tarafından da meydana geti-
rilmektedir. Yaşam için gerekli olan oksijen orga-
nizmada hücresel bileşenlerin hasarına neden olan
reaktif ürünlerin oluşmasına yol açar. Serbest Ok-
sijen Radikalleri (SOR) ve nitrojen radikalleri dış
yörüngelerinde bulunan çiftlenmemiş elektronlar
nedeniyle son derece reaktif moleküllerdir ve DNA
ile kolayca etkileşerek oksidatif baz modifikasyonu
ve DNA zincir kırıkları oluşturabilirler. DNA üze-
rinde yaklaşık 23 farklı tipte oksidatif baz hasarı ol-
makla birlikte en sık görülen baz modifikasyonu
8-hidroksi -2-deoksiguanozindir (8-OHdG). 8-
OHdG güçlü bir mutajen olup, DNA replikasyonu
sırasında sitozin yerine adeninle eşleşerek G�T mu-
tasyonuna neden olur.5,6 DNA üzerindeki 8-OHdG
bileşikleri, 8-OHdG glikozilazlar tarafından kesile-
rek uzaklaştırılır. Onarımın yetersiz olduğu koşul-
larda hasar kalıcı hale gelir. Bu baz değişimi
mutasyona uğramış protoonkogenler ve tümör bas-
kılayıcı genlerde sıklıkla görülmektedir.7 Bir diğer
radikal hasarı tek ve çift sarmal DNA zincir kırık-
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larıdır ve en reaktif SOR olan hidroksil radikalinin
(OH.) DNA ile etkileşimi sonucu oluşmaktadır.8,9

COMMET ASSAY İLE DNA
HASARININ BELİRLENMESİ

Spesifik hücrelerde DNA hasarı ilk kez 1978 yılında
Rydberg ve Johanson tarafından belirlendi.10  Mik-
roskop lamı üzerinde agaroz jel içine gömülmüş
hücreler hafif alkali ortamda bekletilerek memb-
ranların parçalanıp DNA sarmallarının kısmi açıl-
ması sağlandı. Daha sonra nötralize edilen hücreler
akridin turuncusu ile işaretlendi ve DNA hasarının
düzeyi yeşil floresansın kırmızı floresansa oranının
fotometrik ölçümü ile belirlendi (yeşil floresans çift
sarmal DNA’yı, kırmızı floresans ise tek sarmal
DNA’yı belirtir). Günümüzde bu teknik çok sayıda
kritik basamak içerdiğinden tamamen terk edil-
miştir. Daha sonraki yıllarda izole edilmiş hücre-
lerde DNA hasar tespitinin hassasiyetini arttırmak
için Ostling ve Johanson mikro jel elektroforez tek-
niğini geliştirdiler.11 Bu teknikte mikroskop lamla-
rının üzerine agaroz jel içinde hücreler gömülür,
yoğun tuz ve deterjan içeren lizis çözeltisinde bek-
letilerek membranlar parçalanır. Nötr pH orta-
mında kısa bir süre elektroforez uygulanır. Yüksek
oranda zincir kırığı içeren DNA, sağlam DNA’ya
göre daha hızlı bir şekilde anoda doğru göçer. DNA
göçünün miktarı preperatların etidyum bromür ile
boyanmasıyla oluşan floresansın yoğunluğunun
floresans mikroskobu ile ölçülmesi sonucu belirle-
nir. Ancak burada elektroforezin nötral koşullarda
uygulanması yöntemin kullanımını sınırlamakta-
dır. Nötral koşullarda çift sarmal kırıkları tespit edi-
lirken tek sarmal kırıkları tespit edilemez. Tek
sarmal kırıkları tamamlanmamış kesip çıkarma
onarım bölgeleri ile apurinik ve apirimidinik böl-
gelerde olduğu gibi alkali-duyarlı bölgelerden kay-
naklanmaktadır. 1988 yılında Singh  ve ark.
elektroforezi kuvvetli  alkali ortamda (pH >13) uy-
gulayarak bu sorunu çözmüşlerdir.12 Günümüzde
uygulanan ‘‘Comet Assay’’ Singh ve ark. tarafından
geliştirilmiş olan, tek ve çift zincir kırıkların tama-
mının tanımlanmasına olanak sağlayan  metodolo-
jidir.12 Son yıllarda ‘‘Comet Assay’’ belirli DNA
dizilerine spesifik işaretli problar kullanılarak fluo-
resan in situ hibridizasyon tekniği ile birleştiril-

miştir. FISH (fluorescent in situ hybridization)-
comet olarak adlandırılan bu modifiye teknikle dizi
veya gen spesifik hasar belirlenebilmektedir.13

COMET ASSAY METODOLOJİSİ
‘‘Comet Assay’’ basit, hızlı, duyarlı olması, farklı
hücre tipleri ve DNA hasar çeşitleri için uygulana-
bilirliği, en önemlisi ise radyoaktif işaretleme ge-
rektirmemesi nedeniyle DNA hasar ölçümünde
sıklıkla tercih edilen bir yöntemdir. Mikroskop
lamı üzerindeki agaroz jel içine gömülen hücreler,
zarların parçalanıp çekirdekte bulunan süperkoil
DNA’nın serbestleşmesi için lizis işlemine tabi tu-
tulur. Alkali ortamda süperkoil yapının gevşeyerek
açılması ve kırıkların ortaya çıkması sağlandıktan
sonra uygulanan elektroforezde kırılmış DNA zin-
cirleri anoda doğru göçerek bir kuyruklu yıldız gö-
rüntüsü oluşturur.14, 15 Sonuçların güvenilir olması
için tüm işlem basamaklarının azami dikkat ve ti-
tizlikle uygulanması son derece önemlidir. Jelin
son basamağa kadar bozulmadan kalabilmesi büyük
bir dikkat ve el becerisi gerektirmektedir. Lizis iş-
leminde serbestleşen DNA ışığa karşı duyarlıdır. Bu
basamaktan sonra ilave kırıklar oluşmaması için iş-
lemler karanlık odada, gece lambası ışığında yürü-
tülmelidir. Lamların kenar kısımlarında kalan
DNA’ların daha yüksek oranda hasarlı olduğu be-
lirlendiğinden15 ‘Comet’ sayımı aşamasında bu bö-
lümlerde yer alan DNA’lar dikkate alınmamalı,
sayım orta kısımlarda yapılmalıdır. ‘Comet sayımı’
tüm çalışma boyunca aynı kişi tarafından yapılma-
lıdır. Kişi incelediği lamın hangi çalışma grubuna
ait olduğunu bilmemelidir. 

‘‘COMET ASSAY’’ BASAMAKLARI

1. Hücresel materyalin hazırlanması

2. Mikroskop lamlarının hazırlanması

3. Lizis

4. Alkali ortamda DNA süperkoil yapısının
açılması (Alkali unwinding)

5. Elektroforez

6. Nötralizasyon

7. DNA’nın boyanması ve “comet”lerin görün-
tülenmesi
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8. Comet sayımı ve DNA hasarının belirlen-
mesi

11..  HHüüccrreesseell  mmaatteerryyaalliinn  hhaazzıırrllaannmmaassıı:: ‘‘Comet
Assay’’in sonuçlarının doğruluğu test materyalinin
hassas bir şekilde hazırlanmasına bağlıdır. Kültüre
edilmiş hücreler, tam kan örnekleri (polimorf lö-
kositler, mononükleer hücre fraksiyonları), pirimer
insan fibroblastları doku örnekleri materyal olarak
kullanılabilir ve bunların her birinin hazırlanması
spesifiktir. Tam kan örneklerinde DNA hasar çalış-
masında heparinize kan kültür ortamına alınır,
düşük erime noktalı agaroz ile karıştırılarak kulla-
nılır. Lenfosit ve mononükleer hücrelerde DNA
hasar çalışmalarında, bu hücre fraksiyonları histo-
pak ile izole edildikten sonra kullanılır. Fibroblast
ve çeşitli doku örneklerinde ise tripsin-EDTA ile
muamele edilerek önce proteinler uzaklaştırılır. Bu
tip ön işlemlerle serbestleşen hücreler daha önce
agaroz jel ile ön kaplama yapılmış ve numaralandı-
rılmış lamlar üzerine uygulanırlar.14

22..  MMiikkrroosskkoopp  llaammllaarrıınnıınn  hhaazzıırrllaannmmaassıı:: Lam
hazırlamada en önemli hedef tüm işlemler tamam-
lanıncaya kadar jelin bozulmadan kalabilmesi ve
mikroskobik inceleme sırasında temiz, net bir gö-
rüntü verebilmesidir. Deneyden bir gün önce nor-
mal erime noktalı agaroz jel mikroskop lamlarına
baştan sona yayılır. Bu işleme ön kaplama denir.
Ön kaplama yapılan lamlar kuruması için en az bir
gece bekletilir. Ertesi gün düşük erime noktalı
ikinci bir agaroz jel içinde süspansiye edilmiş hüc-
reler ön kaplama yapılmış olan lamların üzerine ya-
yılır. Böylece iki jel tabakası arasında gömülü
hücreleri içeren sandviç benzeri bir sistem oluştu-
rulur. Sağlıklı sonuçlar elde edilmesinde agaroz
jelin konsantrasyonu ve jel içindeki hücrelerin
konsantrasyonları çok önemlidir. Optimal hücre
sayısı her gözlem alanında birkaç taneden fazla ol-
mamalıdır. Yüksek hücre yoğunlukları özellikle
DNA göçünün hızlı olduğu preparatlarda comet’le-
rin üst üste gelmesine neden olur.  Yüksek agaroz
konsantrasyonu ise DNA göç hızını ve diğer işlem
basamaklarını etkiler.14

Bazı araştırma protokollerinde hücreler üze-
rinde in vitro hasar oluşturularak inceleme yapıl-
maktadır. DNA üzerinde hasar oluşturmak ama-
cıyla UV, iyonizan radyasyon veya ksantin/ksantin

oksidaz, H2O2 gibi radikal oluşturan ajanlar kulla-
nılmaktadır. Bu tip çalışmalarda hücreler belirli
konsantrasyon ve dozajdaki hasar yapıcı madde ile
kısa süre soğuk ortamda muamele edildikten sonra
lizis işlemine geçilir. 

33..  LLiizziiss:: Agaroz jel donduktan sonra yüksek
konsantrasyonda tuz ve deterjan içeren lizis çözel-
tisinde bir saat bekletilir. Lizis sırasında kan ve
doku örneklerinde mevcut olan eritrositlerin par-
çalanmasıyla açığa çıkan demire bağlı serbest radi-
kal-aracılı DNA hasarını önlemek için lizis
çözeltisine % 10 oranında dimetil sülfoksid ekle-
nir. Lizis işlemi sırasında membranlar parçalanır ve
hücre içeriği çekirdekten uzaklaştırılır. DNA küçük
bir miktar nonhiston proteinlerle birlikte yüksek
süperkoil yapısında kalır. Lamlar birkaç defa uygun
bir tampon ile yıkanarak hücresel artıklar, kalan
deterjan ve tuzlar uzaklaştırılır. Artık preparatlar
bir sonraki aşamaya hazırdır. 14

44.. AAllkkaallii  oorrttaammddaa  DDNNAA  ssüüppeerrkkooiill  yyaappııssıınnıınn
aaççııllmmaassıı  ((AAllkkaallii  uunnwwiinnddiinngg)):: Hazırlanmış olan pre-
paratlar çift sarmal DNA yapısının açılması için
elektroforez öncesinde yüksek alkali özellikteki
(pH>13) elektroforez tamponunda inkübe edilir.
Alkali tampon içersinde çekirdekteki çift sarmal
DNA, zincir kırıklarının bulunduğu noktalardan
açılmaya başlar. İşlem süresi araştırıcıya göre de-
ğişmekle birlikte genellikle 20 dk. olarak uygulan-
maktadır.15

55..  EElleekkttrrooffoorreezz:: Alkali ortamda DNA sarmalı-
nın açılmasından sonra, jel içinde oluşan tek zincir
DNA  alkali koşullarda elektroforeze tabi tutularak
comet oluşumu sağlanır.  Elektrik akımı uygulan-
dığı zaman, anoda doğru hareket eden DNA parça-
ları bir kuyruklu yıldız görüntüsü verir. Yöntemin
ismi olan ‘comet’ bu kuyruklu yıldız görüntüsün-
den kaynaklanmıştır. Hasarsız DNA ise çekirdek-
ten çıkamaz. Elektroforez 25 V, 300 mA akım ve
25 dk süre içinde gerçekleştirilir.16

66..  NNööttrraalliizzaassyyoonn:: Alkali ortamda elektroforez-
den sonra, jel pH’sının nötralizasyonu için lamlar
uygun bir tamponla (pH 7,5) üç defa yıkanır. Nöt-
ralizasyondan sonra lamlar boyanarak cometler sa-
yılabilir veya jeller kurutularak lamlar daha sonra
incelenmek üzere saklanabilir.14 Kurutulmuş jelle-

Turkiye Klinikleri J Med Sci 2010;30(4)1368

Dinçer ve ark. Biyokimya



rin çok uzun süreli depolanmasında stabilizasyonu
sağlamak için uygun pH’da formalin kullanılabilir.   

77..  DDNNAA’’nnıınn bbooyyaannmmaassıı  vvee  ‘‘‘‘CCoommeett’’’’lleerriinn  ggöö--
rrüünnttüülleennmmeessii::  ‘‘Comet’’in görüntülenmesi için kul-
lanılan DNA spesifik boyalar ve mikroskopta
seçilen uygun büyütme, uygulayıcının spesifik ih-
tiyaçlarına bağlıdır ve yöntemin güvenilirliğine ile
hassasiyetine fazla bir etkisi yoktur. İşaretleme için
yaygın olarak kullanılan floresan boya etidyum
bromürdür. ‘‘Comet’’lerin görüntülenmesinde yay-
gın olmamakla birlikte non-floresan boya olarak
gümüş-nitrat da kullanılmaktadır. Boyama sonra-
sında floresan mikroskobunda anoda doğru göç
eden DNA fragmanları kuyruklu yıldız görüntüsü
verir, hasarsız DNA ise spot şeklinde görülür.14-16

88..  ‘‘‘‘CCoommeett’’’’  ssaayyıımmıı  vvee  DDNNAA  hhaassaarrıınnıınn  bbeelliirrlleenn--
mmeessii:: Güvenilir sonuçlar elde edebilmek için mik-
roskobik değerlendirme aynı kişi tarafından
yapılmalı ve bu işi yapan kişi değerlendirme sıra-
sında lamların numarasını veya hangi çalışma gru-
buna ait olduğunu bilmemelidir. ‘‘Comet’’lerin
sayılmasında iki farklı yol izlenebilir: 

aa))  GGöörrsseell  aannaalliizz:: Farklı derecelerdeki hasarı
gösteren ‘‘comet’’leri insan gözü kolaylıkla ayırt
eder. Görsel değerlendirmeye göre ‘‘comet’’ler
DNA göç uzunluğuna göre 5 kategoride tanımlanır
(0-4). Sınıflandırma ‘‘comet’’lerin görünümüne
göre aşağıdaki gibi gerçekleştirilir: Parlak başlı ob-
jeler ve görünmeyen kuyruklar 0 kategorisine girer
(kuyruksuz spot şeklindeki görüntüler), çok küçük
başlı cometler ve uzun dağınık kuyruklar 4. kate-
goriye girer, 0-4 kategorileri arasında yer alan
‘‘comet’’ler kolaylıkla ayırt edilebilecek şekilde 1,
2 ve 3 kategorilerinde yer alır (Şekil 1). Sayma iş-
lemi için her lamdan rastgele 100 ‘‘comet’’ seçilir
ve her birine içinde bulundukları kategoriye göre
bir değer verilir (0, 1., 2., 3. veya 4). Her bir kate-
gorideki ‘‘comet’’ sayısı belirlenerek spesifik for-
müller ile DNA hasarı belirlenir.14-16

bb))  BBiillggiissaayyaarrllıı  ggöörrüünnttüü  aannaalliizzii::  Mikroskop üze-
rine monte edilen kapalı sistem dijital kamera bağ-
lantısı ile otomatik olarak karakteristik
‘‘comet’’lerin görüntüleri analiz edilir. Bu analizle-
rin yapılabilmesi için birçok şirket tarafından ge-

Turkiye Klinikleri J Med Sci 2010;30(4) 1369

Biochemistry Dinçer et al

ŞEKİL 1: Görsel analizde ‘‘comet’’ kategorileri.



liştirilmiş olan yazılımlar kullanılır. Programlar
comet başını kuyruktan ayırt edebilecek ve kuyruk
uzunluğu, baş ve kuyruktaki floresans yüzdesi,
kuyruk  momenti gibi çeşitli parametreleri belirle-
yebilecek şekilde tasarlanmıştır. Kuyruktaki %
DNA floresansı, DNA zincir kırığı sıklığı ile doğru
orantılıdır. Kuyruk momenti kuyruk uzunluğu ve
göreceli kuyruk yoğunluğunu içeren formüllerle
hesaplanan bir parametredir.14-16

Lamlar analiz edildiğinde görsel hesaplama-
larla bilgisayar görüntü analizleri paralellik göste-
rir ve bu sonuçlar arasındaki eşleşme
mükemmeldir.15,17

Tablo 1’de ‘‘Comet Assay’’ ile tam kanda löko-
sit DNA hasarı ölçümü verilmiştir.

‘‘COMET ASSAY’’ İLE İLGİLİ
DİĞER METODOLOJİLER 

FARKLI TİPLERDE DNA HASARI ÇALIŞMALARI

Bazı araştırıcılar ‘‘Comet Assay’’ tekniğinde hasara
spesifik DNA onarım enzimleri kullanarak çeşitli
baz modifikasyonlarının sıklığını belirlemeyi ba-
şarmışlardır. Lizis işleminden sonra hasara spesifik
onarım endonukleazları ile jeller inkübe edildikleri
zaman, bu spesifik hasarı içeren bölgelerde ilave kı-
rıklar ortaya çıkar. Net hasar miktarı hesaplanır-
ken enzim inkübasyonu varlığında kuyruktaki
DNA yüzdesinden enzim inkübasyonu olmadan
kuyruktaki DNA yüzdesi çıkartılır. Bu metodoloji
ile UV spesifik endonukleazlar kullanılarak UV

ışınlarının neden olduğu ve cilt kanseri ile yakın-
dan ilişkili olan pirimidin dimerlerinin varlığı ve
sıklığı belirlenmiştir.18 Benzer olarak okside olmuş
pirimidinlerin sıklığı endonukleaz III enzimi kul-
lanılarak,19 8-OH-dG hasarının sıklığı formamido-
pirimidin DNA glikozilaz kullanılarak,20,21 metil
adenin hasarının sıklığı 3-metiladenin DNA gliko-
zilaz II kullanılarak gösterilmiştir.22 Tablo 2’de
‘‘Comet Assay’’ tekniğinde sıklıkla kullanılan hasar
spesifik endonükleazlar ile substratları verilmiştir.

DNA ONARIM ARAŞTIRMALARI

Doğal DNA zincir kırıklarının yanı sıra, kesip-çı-
karma onarımı sırasında oluşan geçici zincir kırık-
ları da elektroforezde DNA göçünü artırır. DNA
kesip-çıkarma onarım mekanizmasının ilk basama-
ğında spesifik bir endonukleaz hasara yakın bir böl-
gede DNA sarmalını keserek zincir kırığı oluşturur.
Kesme işleminden sonra ortama deoksiribonukleo-
zit trifosfatlar ilave edilip uygun sıcaklıkta inkübe
edilirse onarım gerçekleşir ve kırık uçlar bağlanır.
‘‘Comet Assay’’, DNA hasarı oluşturan bir madde
ile muamele edildikten sonra DNA onarım aktivi-
tesinin belirlenmesinde de kullanılmaktadır.15-17,23

GENOTOKSİSİTE ARAŞTIRMALARI

Genotoksisite DNA zincir kırıkları ile karakterize
olduğundan ‘‘Comet Assay’’ ile belirlenebilmekte-
dir.24,25 In vitro ve in vivo genetik toksikoloji ala-
nında‘‘Comet Assay’’ önemli uygulama alanına
sahiptir. Farklı hücre dizileri ve herhangi bir or-
gandan alınan hemen her tip hücre bu teknikle test
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Hücresel materyalin hazırlanması Heparinize tam kan RPMI medium ve düşük erime noktalı ağaroz ile karıştırılarak önceden normal erime

noktalı agaroz ile kaplanmış lamların üzerine yayılır. (Agarozun donmaması için çok hızlı çalışılmalıdır)

Lamların agaroz ile kaplanması Mikroskopik lamları üzerine %3 v/w konsantrasyonunda normal erime noktalı agaroz yayılır.

Oda sıcaklığında bir gece kurumaya bırakıldıktan sonra kullanılır.

Lizis 2.5 M NaCl, 200 mM NaOH, 100 mM EDTA-Na2, 10 mM Tris, %1 v/v Triton x-100, %10 v/v

Dimetilsülfoksit çözeltisinde 1 saat inkübasyon uygulanır. Lizis sonrası kalıntıları uzaklaştırmak için

3 kez PBS ile yıkama yapılır.

DNA süperkoil yapısının açılması 300 mM NoOH, 1 mM EDTA-Na2 çözeltisinde (bu çözelti aynı zamanda elektroforez çözeltisidir) 

karanlıkta 40 dk. inkübasyon uygulanır.

Elektroforez Özel “Comet Assay” elektroforez tankında 25 dk süre ile 25 V, 300 mA akım uygulanır.

Nötralizasyon 400 mM tris-baz çözeltisi ile yıkama yapılır, pH nötralize edilir.

Boyama ve görüntüleme 20 u/ml konsantrasyonda etidyum bromür ile boyama yapılır, 400 X büyütme ile incelenir.

TABLO 1: Tam kanda lökosit DNA hasarı tayininde comet assay yönteminin aşamaları.



edilebilir. Tanımlanmış genotoksik ve mutagenik
ajanların farklı hücre tipleri ve farklı dokulardaki
spesifik aktiviteleri (hücreye spesifik metabolik ak-
tivasyon ve in vitro DNA onarımı; toksikokinetik-
ler ve bir maddenin farklı yollarla vücuda
verilmesini takiben doz-toksik yanıt ilişkisi)
‘‘Comet Assay’’ ile araştırılabildiği gibi, genotoksik
etkisi henüz tam olarak tanımlanmamış olan araş-
tırma kimyasallarının toksik etkileri ve doz-toksi-
site ilişkisi de bu yöntemle belirlenebilmektedir.
Genotoksisite araştırmalarında kullanılan diğer
tekniklerle karşılaştırıldığında ‘‘Comet Assay’’in
bazı avantajları vardır. Deney hayvanlarının
hemen her bir dokusunda ve hatta insan biyopsi ör-
neklerinde sadece az miktarda hücreye ihtiyaç du-
yarak DNA kırıklıklarını belirleme imkânı verir.
Bütün prosedür birkaç saatte tamamlanabilir ve bir
görüntü analizörü varsa anında değerlendirilebilir.
Ayrıca ihtiyaç duyulan donanımın büyüklüğü ve
maliyeti genetik toksikolojide kullanılan diğer kısa
zamanlı testlerden daha fazla değildir.16

APOPTOZİS ARAŞTIRMALARI

Nekroz ya da apoptoz-aracılı sitotoksisite nedeni
ile oluşan DNA kırıkları elektroforezde DNA gö-
çünün artmasına neden olur. Her iki durumda da
çift sarmal zincir kırıkları oluşmaktadır.26,27 Apop-
totik ve nekrotik hücreler nötral veya alkali or-
tamda uygulanacak elektroforez ile belirlene-
bilir.28,29 Bazı araştırıcılar “comet”lerin karakteris-
tik görünümlerine dayanarak “Comet Assay’’ ile
apoptotik hücrelerin nekrotik hücrelerden kolayca
ayrılabildiği sonucuna ulaşmışlardır. Bu araştırıcı-
lara göre bazı istisnalar bulunsa da genel olarak
apoptotik hücreler küçük baş ve yelpaze şeklinde
kuyruğu olan “comet”ler; nekrotik hücreler ise
geniş baş ve değişik uzunluklarda dar bir kuyruğa
sahip “comet”ler oluşturmaktadır.28,30,31

BİYOLOJİK İZLEME

‘‘Comet Assay’’ göreceli olarak kolay, ucuz, hızlı ve
non-invaziv bir teknoloji olduğu ve 10-20 mikro-
litre kan örneğinde uygulanabildiğinden beslenme,
yaşlanma, egzersiz gibi biyolojik süreçlerin izlen-
mesinde, çevresel değişikliklerin canlı sistemler-
deki etkisinin belirlenmesinde, hipoksi, ozon ve
kemoterapi etkilerinin değerlendirilmesinde,
sperm kalitesinin belirlenmesinde tercih edilmek-
tedir.32-40

ANTİOKSİDAN ARAŞTIRMALARI

Oksidatif stresin kanser, diyabet, ateroskleroz, nö-
rodejeneratif hastalıklar gibi çeşitli patolojilerin te-
melinde yer aldığının belirlenmesinden sonra
araştırmalar antioksidanlar üzerinde yoğunlaşmış-
tır. Enzimatik ve enzimatik olmayan çeşitli antiok-
sidanlar farklı mekanizmalarla oksidatif hasarı
önlemekte, sınırlamaktadır. Antioksidan özelliği
bilinen çeşitli maddelerin klinik kullanımına iliş-
kin çalışmalar yürütülürken bir yandan da yeni bir
takım bitkisel moleküllerin antioksidan özellikleri
olup olmadığı araştırılmaktadır. ‘‘Comet Assay’’, sa-
yıları büyük bir hızla artmakta olan in vivo ve in
vitro antioksidan çalışmalarında sıklıkla kullanılan
bir yöntemdir.41-46

KLİNİK ARAŞTIRMALAR

‘‘Comet Assay’’in klinik araştırmalarda kullanılması
çeşitli hastalıkların patojenik mekanizmalarının
aydınlatılmasına önemli katkı sağlamıştır. Bazı ka-
lıtsal hastalıkların prenatal tanısında,47 kansere du-
yarlılığın belirlenmesinde,48 kanser tedavisinin
takibinde,36,49 diabetes mellitus,21,50-52  katarakt,53 ro-
matoid artrit-sistemik lupus eritematozus,54,55 poli-
kistik over sendromu56 ve Alzheimer57-59 gibi
hastalıklarda artmış DNA hasarı ‘‘Comet assay’’ ile
gösterilmiş, post menopozal kadınlarda hormon
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Hasar spesifik endonukleazar Substratları

Endonukleaz III Okside pirimidinler, apirimidinik/apürinik bölgeler

Endonukleaz V (UV endonukleaz)     Siklobütan pirimidin dimerleri, apirimidinik/apürinik bölgeler

Formamidopirimidin glikozilaz Açık halkalı pürinler (adenin ve guanin), 8-hidroksideoksiguanozin, apirimidinik/apürinik bölgeler

3-Metiladenin DNA glikozilaz  3-Metiladenin

Urasil DNA glikozilaz Urasil

TABLO 2: Hasar spesifik endonükleazlar ve substratları



replasman tedavisinin,60 tiryakilerde sigaranın
DNA üzerine etkileri yine bu yöntemle incelen-
miştir.61,62 Reprodüktif tedavide erkek infertilitesi
söz konusu olduğunda sperm DNA’sının bütünlüğü
‘‘Comet Assay’’ ile test edilmiştir.63 

YÖNTEMİN DEZAVANTAJLARI

‘‘Comet Assay’’ basit, hızlı, ucuz, duyarlı bir yön-
tem olması, çok küçük hacimde örnek gerektirmesi
ve farklı hücre tiplerine uygulanabilirliği nedeniyle
sıklıkla kullanıldığı halde,  bazı dezavantajlara sa-
hiptir. Tekniğin uygulama aşamalarındaki bazı
farklılıklar (agaroz konsantrasyonu, uygulanan
hücre miktarı, elektroforez süresi, vb) farklı so-
nuçlara yol açsa da, aynı protokolü uygulayan farklı
laboratuvarların sonuçlarında da farklılık olabil-
mektedir.64 Bu farklılıklar büyük oranda ‘‘Comet’’
sayımı yapan kişiden kaynaklanmaktadır. ‘‘Comet’’
sayımının deneyimli bir kişi tarafından gerçekleş-
tirilmesi ve projenin başından sonuna kadar aynı
kişi tarafından yürütülmesi sonuçların güvenilirliği
açısından elzemdir. Çalışmalar sırasında negatif ve
pozitif kontrol kullanımı sonuçların güvenilirliğini
arttıracaktır. Özellikle biyolojik izleme çalışmala-
rında istenilen miktarda kolayca elde edilebildi-
ğinden tam kan lökositleri sıklıkla kullanılmak-

tadır. Oysa yapılan çalışmalar taze izole edilen len-
fositlerde hasar oluşturucu bir ajanla işlem sonra-
sında, DNA onarımının çok yavaş ilerlediğini
göstermiştir.65 Dolayısıyla DNA onarım çalışmaları
için lenfositler iyi bir tercih değildir. DNA hasarı
oluşturan bir kimyasalla işlem yapıldığında, uygu-
lanacak optimum konsantrasyon ve uygulama sü-
resi (zincir kırıklarının oluşacağı fakat hücrenin
canlılığını kaybetmeyeceği konsantrasyon ve süre)
literatürde belirlenmiş olsa bile araştırıcı tarafın-
dan test edilerek belirlenmeli, bu arada hücre can-
lılığı da mutlaka test edilmelidir. Tam kan lökosit-
lerinde belirlenen DNA hasarı organizmanın genel
durumunu ortaya koyar, fakat spesifik bir dokuya
ait hasarı göstermez. Bunlar ‘‘Comet Assay’’ çalış-
malarında araştırıcıyı yönlendirecek bilgilerdir.

SONUÇ
Çeşitli tiplerde DNA hasarı ve DNA onarım aktivi-
tesinin belirlenmesinde basit, hızlı ve duyarlı bir
yöntem olan ‘‘Comet Assay’’ ülkemizde sınırlı sa-
yıda araştırmacı tarafından uygulanmaktadır. Yön-
temin tanıtılması ve kullanımının yaygınlaştırıl-
masıyla tıbbi araştırmaların kalitesinin artacağı ke-
sindir.
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