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ÖZET

µ-FADU (Florometrik DNA Unwinding Analizi) ve COMET, DNA hasar› ve tamir yetene¤inin h›zl› tayini

için gelifltirilen yöntemlerdir. Bu iki yöntem de uygun denatüre edici flartlar alt›nda DNA’da zamana

ba¤l› alkali unwinding temeline dayanmaktad›r. COMET florometrik, FADU ise spektroflorometrik bir

yöntemdir. COMET yönteminde kuyruk momenti ve uzunlu¤u de¤erlendirilirken, FADU’da floresans

miktar›ndaki de¤iflim de¤erlendirilir. DNA hasar›n› gösteren bir çok yöntem bulunmaktad›r. Biz bu

çal›flmada FADU ve COMET yöntemlerini DNA hasar› analizi aç›s›ndan karfl›laflt›rd›k. Bunun için EDTA’l›

tüplere al›nan tam kandan lenfositler izole edildi (2000 hücre/µL). FADU yöntemi için bu hücre

solüsyonundan total (T), background (B) ve g-radyasyon (cobalt 60) verilen örnek standart P tüpleri

(P1→1 Gy, P2→2 Gy, P3→3 Gy, P4→4 Gy, P5→5 Gy) haz›rland›. Tüm tüplere FADU yöntemi Light  Cycler’da

(Roche) uygulan›rken, farkl› dozlarda g-radyasyon verilen P standart tüplerindeki hücrelere COMET  yöntemi

uyguland› ve floresans mikroskopta (Nikon E800) de¤erlendirildi. Hücrelerde oluflturulan DNA hasar›

COMET ve FADU yöntemi ile kantitatif olarak de¤erlendirildi. FADU yöntemi ile T (total) en yüksek, B

(background) en düflük floresans› verirken, P standart tüplerinin floresanslar›n›n ise P1 > P2 > P3 > P4

> P5 fleklinde oldu¤u gösterildi. COMET yönteminde ise artan g-radyasyon ile uyumlu olarak kuyruk

uzunlu¤u ve kuyruk momentinin artt›¤› tespit edildi. ‹ki yöntem regresyon analizi ile istatistiksel olarak

karfl›laflt›r›ld› (SPSS 10.0). Yöntemler aras›nda anlaml› bir iliflki tespit edildi (r=0.9525, P=0.004). Bu

çal›flma ile geleneksel FADU yöntemini 20 µL gibi düflük hacimde, light cycler cihaz›nda çal›flarak DNA

hasar›n›n saptanabilece¤ini gösterdik ve COMET yöntemi ile karfl›laflt›rarak iki yöntemin uyumlu

oldu¤unu tespit ettik.

Anahtar Sözcükler:  FADU (Florometrik DNA Unwinding Analizi), COMET, genotoksisite, γ-radyasyon

ABSTRACT

µ-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 µ-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 µ-FADU and COMET methods for 
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DNA damage. The lymphocytes were isolated from whole blood collected with EDTA tubes (2000

cell/µL). 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 Gy) were prepared for µ-FADU and COMET assays. While µ-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 µ FADU methods. In µ-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 -radiation 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 µ-FADU method using low volume (20 µL) as compared with the traditional FADU
method. In addition to this, we compared µ-FADU and COMET methods and found that they were in

good harmony with each other.

G‹R‹fi

Genotoksisite, fiziksel ya da kimyasal ajan-

larla genetik materyalde oluflan hasard›r.

Bu hasarlar; tek zincir k›r›klar› (SSB), çift

zincir k›r›klar› (DSB), alkali labil bölgeler (ALS)

ve DNA adductlar›d›r (1).

Genetik materyalde oluflan hasarlar tamir

edilemedi¤inde DNA sekans de¤ifliklikleri,

kromozom aberasyonlar› ile sonuçlanabilen

tek veya birden fazla nükleotid de¤ifliklikleri

ve bunlar›n sonucu olarak da rekombinasyon,

mutasyon, doku hasar›, yafllanma, kanser

oluflabilmektedir. Mutasyonlar s›kl›kla gen

fonksiyonlar›nda de¤ifliklik ya da kay›pla so-

nuçlanabilmektedir (1).

Moleküler kanser geneti¤indeki son geliflme-

ler, karsinojenlerin ço¤unun genotoksik ve

karsinogenezisin onkogenler ve antionko-

genlerdeki mutasyonlarla iliflkili oldu¤unu

göstermifltir (1,2). 

Genotoksisite testleri esas olarak kanserden

korunmada, çevresel etkenlerin (UV, irrad-

yasyon), endüstriyel kimyasallar›n etkisini

araflt›rmada, ilaçlar›n piyasaya sürülmeden

önce toksik etkilerini ve güvenilirli¤ini arafl-

t›rmada kullan›lmaktad›r. Bu testler 1970’ler-

den beri kullan›lmaktad›r ve o tarihten günü-

müze kadar birçok in-vivo ve in-vitro geno-

toksisite testi gelifltirilmifltir. 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 

Requirements for Registration of Pharma-

ceuticals for Human Use (ICH) standart seri

testler tan›mlam›fllard›r (1,2). 

ICH çal›flma grubu taraf›ndan önerilen stan-

dart testlerden ilk kullan›lanlar› Ames testi,

Timidin Kinaz assay, Mikronükleus testi ve

daha sonra kullan›lmaya bafllan›lan ve önemi

giderek artmakta olan FADU (Fluorescence

Analysis of DNA Unwinding), kromozomal

translokasyonlar›n gösterilmesinde FISH (fluo-

rescent in situ hybridization), p53 mutasyon

tayini, apoptosisin saptanmas›, antisentro-

mer antikorlar ile anoploidi tayini ve COMET

(SCGE: Single Cell Gel Electrophoresis) yön-

temleridir (1).

Bakteri, maya ve memeli hücrelerinde zincir

k›r›klar›n› kantitatif olarak de¤erlendiren nöt-

ral veya alkali flartlarda DNA hasar›n› ölçen

birçok metod tan›mlanm›flt›r. Nötral flartlarda

(pH 7.0-9.6) DNA çift zincir yap›s›n› korumak-

ta ve bu nedenle sadece çift zincir k›r›klar›

saptanabilmektedir. Alkali flartlara ba¤l› me-

totlarda, çift zincir DNA’da unwinding olay›

gerçekleflmekte ve çift zincir k›r›klar›, tek

zincir k›r›klar› ve alkali labil bölgeler sapta-

nabilmektedir (3-4).

FADU; ilk olarak Birnboim ve Jevcak tara-

f›ndan X-ray kaynakl› DNA hasar›n›n tespiti

için uygulanm›flt›r. Genotoksik ajanlarla indük-

lenmifl DNA hasar›n›n göstergesi olarak, DNA

zincir k›r›klar›n›n tayininde h›zl› ve güvenilir

bir metottur. FADU, alkali unwinding esas›na

dayanan spektroflorom etrik bir yöntemdir 
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µ-FADU

FADU yöntemi için lenfosit süspansiyonun-

da  total floresans› gösteren T tüpü, back-

ground’u gösteren B tüpü ve s›ras›yla 0,1,

2, 3 ve 4 Gy γ-radyasyon (Cobalt 60) verilen

5 tane P tüpü haz›rland›. T tüpüne alkalini-

zasyon (0.1 M NaOH), hemen ard›ndan nötra-

lizasyon (0.1 M HCl), 30 dakika inkübasyon

ve 30 saniye sonikasyon uyguland›. B tüpü-

ne alkalinizasyon (0.1 M NaOH), 30 saniye

sonikasyon, 30 dakika inkübasyon, nötrali-

zasyon (0.1 M HCl) ve 30 saniye resonikas-

yon uyguland›. P tüplerine alkalinizasyon

(0.1 M NaOH), 30 dakika inkübasyon, nötra-

lizasyon (0.1 M HCl) ve 30 saniye sonikas-

yon uyguland›. Her tüpten 19 µL al›narak

Light-Cycler kapiller tüplerine konuldu. Üzer-

lerine 1 µL SYBR Green (Molecular Probes,

Oregon, Amerika Birleflik Devletleri) floresan

boya eklendi. Kapiller tüpler Light-Cycler

cihaz›na (Roche, Mannheim, Almanya) yük-

lenerek floresan boyan›n dsDNA/ssDNA ora-

n›na ba¤l› olarak gösterdi¤i emisyonel de¤i-

fliklik florometrik olarak de¤erlendirildi. 

COMET

K›r›k DNA’n›n alkali elektroforez s›ras›nda

hücre d›fl›na ç›kmas› ile DNA hasar›n› yan-

s›tan kuyruklu y›ld›z görüntüsünden ad›n›

alan SCGE floresan mikroskobik bir yöntem-

dir (fiekil 1).

COMET, FADU yönteminde de kullan›lan ve

de¤iflik dozlarda γ-radyasyon (Cobalt 60) veri-

len hücrelerde gerçeklefltirildi. Bu hücre ör-

neklerinin her biri ayr› ayr› %0.75 Low Melting

Point agarose (LMP) jel içinde resüspanse

ve floresan miktar›ndaki de¤ifli mlerle kanti-

tatif olarak de¤erlendirme yap›lmaktad›r (5,6).

COMET; Singh ve ark. (7) (1988) taraf›ndan,

tek hücre düzeyinde DNA hasar›n› saptamak

için alkali flartlar (pH>13) alt›nda elektro-

forezi içeren mikrojel tekni¤i kullan›larak

uygulanm›flt›r. Di¤er genotoksisite tayin yön-

temleri ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda; düflük düzey-

lerde DNA hasarlar›n›n saptanabilmesindeki

yüksek sensitivitesi, tek hücre düzeyinde ça-

l›fl›labilir olmas›, k›sa sürede ve kolay uygu-

lanabilirli¤i ve düflük maliyeti COMET yönte-

minin avantajlar›ndand›r (7).

Bu çal›flmadaki amac›m›z, γ-radyasyon vere-

rek DNA hasar› oluflturdu¤umuz lenfositler-

de genotoksisite tayini ve hasar›n gösterilme-

sinde FADU ve COMET yöntemlerinin karfl›-

laflt›r›lmas›d›r.

GEREÇ VE YÖNTEM

Hücre ‹zolasyonu

Bu çal›flma Ondokuz May›s Üniversitesi T›p

Fakültesi Biyokimya Anabilim Dal› laboratu-

varlar›nda Radyasyon Onkolojisi Anabilim

Dal›n›n katk›lar›yla gerçeklefltirilmifltir. Çal›fl-

mam›zda kullan›lan tüm kimyasallar Sigma

(Taufkirschen, Almanya) Türkiye bayisinden

temin edilmifltir. Lenfositler periferik tam

kandan kolay elde edilebilmeleri ve vücut-

taki oksidatif stres düzeyini iyi yans›tabil-

meleri nedeniyle genotoksisite çal›flmalar›n-

da s›kl›kla tercih edilmektedir (8). Bizim

çal›flmam›zda da, K3-EDTA’l› tüplere al›nan

tam kandan Histopaque- 1077 (Sigma, Tauf-

kirschen, Almanya) ile izole edilen lenfosit-

ler kullan›ld›. PBS (pH 7.4, 10 mM) ile hücre

say›s› 2000/µL olacak flekilde ayarland›.

Lenfositlere radyasyon uygulanmas›; polist-

ren tüplerde PBS içerisindeki 2000/µL len-

fositler buz üzerinde Kobalt 60 teleterapi

cihaz› (Theratronics, Theratron 780-C) kulla-

n›larak elde edilen gamma ›fl›nlar› ile kaynak-

obje uzakl›¤› 80 santim olacak flekilde rad-

yasyona tabi tutuldu. Gruplara s›ras›yla (0.5

cm’deki doz) 1Gy, 2Gy, 3Gy, 4Gy, 5Gy rad-

yasyon uyguland›.  

µ-FADU ve COMET Yöntemlerinin Karfl›laflt›r›lmas›

A B

fiekil 1.  COMET yöntemi ile floresan mikroskopta

görüntülenen gama radyasyon verilmemifl

sa¤l›kl› lenfositler (A) ve gama radyasyon

verilmifl DNA k›r›klar› olan lenfositler (B).
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imaj an alizi ile de¤erlendirildi. Lenfositlere

verilen gama radyasyon dozu ile Tail length

ve Tail moment aras›ndaki iliflki regresyon

analizi ile istatistiksel olarak de¤erlendirildi.

Tail length (r = 0.99, p = 0.012, fiekil 3) ve Tail

moment (r =0.99, p = 0.008, fiekil 4) ile an-

laml› iliflkili bulundu. 

Tablo 1’de lenfositlere verilen gama radyas-

yon dozlar› (Gy), FADU yöntemi ile elde edi-

len RLU (Relative Length Unit), SSF (Strand

Scission Factor), COMET yöntemi ile elde

edilen Tail length ve Tail moment de¤erleri

verilmifltir. 

FADU ve COMET yöntemlerinin karfl›laflt›r›l-

mas›nda ise SSF ile Tail length ve Tail moment

ayr› ayr› regresyon analizi ile karfl›laflt›r›ld›;

s›ras›yla r = 0.99, p = 0.004 ve r =0.98, p =

0.021 bulundu (fiekil 5 ve 6).

edildi. Bu süspansiyonlar, %0.50 Normal Melting

Point agarose (NMP) jel dökülmüfl polilizin

kapl› lamlara yüklendi. Üzerleri tekrar NMP

agarose jel ile kapland›. Bu hücreler 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 nötralizasyon (Nötralizasyon

Buffer, 0.4 M Tris, pH:7.5) yap›ld›. Ethidium

Bromide ile boyaman›n ard›ndan hücreler

floresan mikroskopta (Nikon Eclipse E800)

de¤erlendirildi (7,9). Floresan mikroskopta

görüntülenen hücreler digital imaj analizine

tabi tutulduktan sonra ve kuyruk uzunlu¤u

(tail lenght) ve kuyruk momenti (tail moment)

esas al›narak COMET skorlamas› yap›ld›. Her

bir örnek için en az 50 hücrenin imaj ana-

lizi yap›ld›ktan sonra ortalamalar› al›nd›.

‹statistik

Her bir yöntemin kendi içinde doz-cevap

bak›m›ndan tutarl›l›¤› ayr› ayr› lineer regres-

yon analizleriyle ve iki yöntemin karfl›laflt›-

r›lmas› ise korelasyon ve regresyon analiz-

leri ile yap›ld› (SPSS 10.0). p<0.05 de¤eri

istatistiksel olarak anlaml› kabul edildi.

BULGULAR

FADU yöntemi ile gama radyasyon dozu

(Gy) aras›ndaki iliflki T, B ve P örneklerin-

deki dsDNA ile SYBR Green kompleksinin

floresans yo¤unlu¤una göre de¤erlendirildi.

Bunun için elde edilen RLU (Relative Light

Unit) de¤erlerinden, SSF (Strand Scission

Factor) = - ln (FD/FDo) formülüyle hesaplan-d›

(F= (P-B)/(T-B)). Lenfositlere verilen gama rad-

yasyon dozu ile SSF aras›ndaki iliflki regres-

yon analizi ile istatistiksel olarak de¤erlen-

dirildi ve anlaml› iliflki bulundu (r = 0.98,

p= 0.001, fiekil 2).

COMET yöntemi ile gama radyasyon dozu

aras›ndaki iliflki elektroforez esnas›nda anoda

do¤ru göç eden k›r›k DNA’lar›n oluflturdu¤u

kuyruklu y›ld›z floresan mikroskopta görün-

tülendi ve kuyru¤un uzunlu¤u ile momenti

fiekil 2.  Gama radyasyon ile FADU aras›ndaki iliflki 
(r=0.98, p=0.001).

Gamma Irradyasyon (Gray)

fiekil 3.  Gama radyasyon ile COMET aras›ndaki iliflki

(r=0.99, p=0.012).

Gamma Irradyasyon (Gray)

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

Radyasyon dozu (Gy) 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

fiekil 4.  Gama radyasyon ile COMET aras›ndaki iliflki 

(r=0.99, p=0.008).

Gamma Irradyasyon (Gray)

fiekil 5.  FADU ile COMET aras›ndaki iliflki (r=0.99, p=0.004).

Tail Lenght

fiekil 6.  FADU ile COMET aras›ndaki iliflki (p=0.98, r=0.021).

Tail Moment

TARTIfiMA

‹yonize radyasyonun SSB, DSB, ALS ve

okside pürin ve pirimidinlere neden oldu¤u

bilinmektedir (12, 13). ‹yonize radyasyon ile

hücrelerde oluflan hasarlar ya tamamen

tamir edilir veya eksik, hatal› tamir edilir ya

da hücreyi apoptosise götürür. E¤er hatal›

tamir gerçekleflirse hücre karsinogenezis için

potansiyel risk tafl›r (10). 

‹n vitro olarak insan periferik kan hücrele-

rinde radyasyonla oluflturulan DNA hasar›n›n

tayininde ve tamir yetene¤inin de¤erlendiril-

mesinde COMET yönteminin uygunlu¤u bir-

çok çal›flmada belirtilmifltir. COMET yöntemi-

nin avantajlar›ndan dolay›, genotoksisite çal›fl-

malar›nda kullan›m› giderek artm›flt›r. Düflük

dozlardaki radyasyona maruziyetin tayini için

yeterli sensitiviteye sahiptir (14-16).

FADU yöntemi Birnboim ve Jevcak taraf›n-

dan genotoksik ajanlar›n etkisini saptayabil-

mek amac›yla, DNA zincir k›r›klar› tayini için

gelifltirilmifl ve daha sonra di¤er araflt›r›c›lar

taraf›ndan modifiye edilmifltir. Metodun kesin-

li¤ini ve sensitivitesini belirleyen faktörler;

1- maruz kalmam›fl hücrelerdeki zincir k›r›k-

lar›n›n say›s›, 2- maruz kalm›fl hücrelerdeki

serbest DNA uclar›n›n say›s›, 3- unmiding

prosedürü ile oluflan tek zincir fragmanlar›-

n›n boyutu ve da¤›l›m›, 4- ssDNA ve dsDNA

ay›r›m›d›r. Radyasyon ve kimyasal ajanlar›n

potansiyel DNA hasarlar›n›n bir indeksi ola-

rak, DNA’daki zincir k›r›klar›n›n tespitinde FADU,

h›zl› sensitif ve güvenilir bir metoddur. DNA

hasar› SSF olarak ölçülmektedir (11).

FADU yöntemi ile radyasyon dozu aras›ndaki

iliflkiyi gösteren çal›flmalar yap›lm›flt›r ve

doz-efekt e¤risi, radyasyondan hemen sonra

µ-FADU ve COMET Yöntemlerinin Karfl›laflt›r›lmas›
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alkali unwinding protokolü uyguland›¤›nda

lineer bulunmufltur (11).

Yap›lan bir çal›flmada UV light, MMS(methil

metane sulfonate), BPDE(benzopyren-diol-

epoxide) gibi genotoksik ajanlara maruz tu-

tulan periferik lenfositler DNA hasar ve tamir

paternleri için FADU ve UDS (Unscheduled

DNA Synthesis) yöntemleri ile karfl›laflt›r›l-

m›flt›r ve UV ile benzer bulunurken kimya-

sal ajanlarla oluflturulan DNA hasar kimya-

sal›n dozuna ba¤l› olarak yöntemler aras›

farkl› bulunmufltur (6). Bu çal›flmada FADU

yöntemi UDS yönteminden daha sensitif  ve

3-4 kat daha düflük dozdaki genotoksik etki-

leri tespit edebildi¤i gösterilmifltir. 

Genotoksisite çal›flmalar›nda kullan›lan yön-

temin baflka bir yöntemle desteklenmesi

baflka bir deyiflle bir maddeye genotoksik

denmesi için en az iki yöntemle çal›fl›lmas›

önerilmektedir (1).

Bu araflt›rmada sensitiviteleri oldukça yüksek

olan FADU ve COMET yöntemlerinin istatik-

sel olarak anlaml› bir flekilde parelellik gös-

terdi¤i bulunmufltur. Bu iki yöntemin γ-rad-

yasyon doz-efekt e¤rilerinin lineer oldu¤u

gösterilmekle birlikte iki yöntemin karfl›lafl-

t›r›ld›¤› baflka bir çal›flma, literatürde bulu-

namam›flt›r. Ayr›ca literatürde FADU doz

efekt e¤risi ile ilgili çal›flma bulunmas›na

ra¤men, COMET doz-efekt e¤risi ile ilgili bir

çal›flmaya  da   rastlanmam›flt›r.

Kulland›¤›m›z bu iki yöntem, uygulamas›

kolay, fazla zaman almayan, az miktarda

numune ile çal›fl›lan sensitiviteleri yüksek

genotoksisite yöntemleridir.  Genotoksisite

çal›flmalar›nda periferik lenfositlerde DNA

hasar›n›n gösterilmesinde COMET yöntemi

ile FADU yönteminin   birarada  kullan›lmas›

durumunda sensitiviteleri ve güvenirlikleri

daha da artacakt›r. 
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