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DERLEME

Spermatozoon’da Tek Huicre Jel Elektroforezi (SCGE) ile DNA
Hasari Tespiti

Hayvanlarda en énemli verim dél verimidir. Ozellikle DNA hasari infertilitede gok énemli bir faktérd(ir.
Bununla birlikte pek ¢ok tiirde spermatozoonda DNA hasari goérilmektedir. DNA hasari spermatozoon
kalitesindeki azalmadan dolayr implantasyon o6ncesi embriyo o&limlerine ve anormal embriyo
gelisimine neden olabilmektedir. Cesitli ic ve dig nedenlerden dolayl DNA'da farkli dizeyde hasarlar
meydana gelmektedir. Spermatozoonda DNA hasarinin degerlendiriimesi, biyoteknolojik yenilikler
basta embriyo transferi ve in vitro fertilizasyon gibi pek cok metot olmak Uzere bazi fertilite
problemlerinin ¢gézimunde veya arzulanan yetistirme ve sun’i tohumlama programlari tizerinde 6énemli
bir rol oynar. Bu makalede, yapilan son arastirmalar 1s1ginda spermatozoon DNA hasari izerine etkili
bazi faktorler ve hasarin belilenmesinde kullanilan basit hiicre jel elektroforezi teknigi hakkindaki
bilgiler derlenmeye caligiimistir.

Anahtar kelimeler: Spermatozoon, DNA hasari, tek hiicre jel elektroforezi.

The Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) in Sperm DNA Damage Evaluation

One of the most important efficiency is fertility in animals. Especially DNA damage is important factor
in fertility. However sperm DNA damage has been shown in many species. Decreasing in
spermatozoa quality and also death embryo prior to implantation time and abnormal embryonic
development can be caused by sperm DNA damage. Sperm DNA damages have occured in the
sperm DNA at different levels due to various endogen and exogen reasons. Evaluation of
spermatozoon DNA damage leads to improve many techniques among the biotechnological
innovations may either solve some problems of fertility, especially in embryo transfer and in vitro
fertilization or plays an important role on the desired breeding and artificial insemination programs. In
this article, the effects of some factors on spermatozoon DNA damage and the use of the single cell
gel electrophoresis technique in the damage determination are presented in the lighting of the related
recent researches.

Keywords: Spermatozoon, DNA damage, single cell gel electrophoresis.

Girig

Spermatozoonlarin genetik yapisindaki bozulma ile infertilite arasinda kuvvetli bir
iliski vardir. Spermatozoon DNA hasarlarinin infertilitedeki énemi in vitro ve in vivo
gerceklestirilen bircok galismada (1-4) ortaya konmustur. Nitekim, hasarli DNA tasiyan
spermatozoonun fertilizasyon kabiliyetinin azaldigi ve DNA hasarli spermatozoon orani
arttikca dogal yolla gebe kalma oranin da azalabilecegi bildiriimektedir. Ayrica
intrasitoplazmik sperm enjeksiyon (ICSI) tekniginde, hasarli DNA'nin fertilizasyonu
onlemeyecegdi ve neticede bu hasarli genetik materyali tagiyan embriyolarin olusabilecegi
bildiriimektedir. Bu nedenle ejakulatta DNA hasarli spermatozoon oraninin bilinmesi gerek
fertilizasyonun onceden tahmin edilmesinde gerekse embriyonun maruz kalabilecegi
durumlarin belirlenmesinde 6nem kazanmaktadir.

DNA Hasari: Genetik olaylarin molekiiler diizeydeki temeli genetik materyal gorevini
Ustlenen nukleik asitlerin yapi ve 6zelliklerine dayanir. Nukleik asitlerin iki turd olan
deoksiribonukleik asit (DNA) ve ribonikleik asit (RNA) temelde ayni yapisal 6zelliklere
sahiptir. DNA sadece kalitsal bilgiyi tagiyan makro molekiller olmayip bu bilgiyi protein
sentezine aktarmaktan da sorumludur (5). DNA kolay zarar goérebilen bir molekuldir ve
Uzerinde surekli olarak hasar olugsmaktadir (6). DNA Uzerinde kendiliginden degisimler
sonucu veya gevresel etmenler sonucu hasar meydana gelebilmekte, olusan hasar DNA
onarim sistemleri tarafindan giderilmekle birlikte, hasarin gok fazla oldugu veya onarim
sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda DNA U(zerinde olusan hasar mutasyona veya
hiicre 6limiine neden olmaktadir (7) .

Kendiliginden degisimler sonucu olusan DNA hasarinin nedenleri arasinda; DNA
sentezi sirasinda bazlarin yanlis eslesmesi, purin ve pirimidin bazlarin ketoenol
tautomerizm ve deaminasyon sonucu kimyasal yapisinda gelisen degisimler, DNA
yapisinda bulunan prin ve pirimidin bazlarinin termal dayaniklihgina bagl olarak hidrolitik
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baz kaybi ve hiicresel metabolizmanin yan Urinu olarak
Uretilen serbest radikallerin neden oldugu DNA hasarlari
onemli yer tutmakta olup cevresel hasar ise fiziksel ve
kimyasal hasar olmak Uzere iki grupta incelenmektedir.
DNA’nin bitunligund bozup ve farkli DNA hasarlarinin
olusmasina neden olan fiziksel etkenler arasinda
ultraviyole ve X-isinlari 6énemli yer tutmaktadir (7-9).
DNA hasarlarinin olusmasina neden olan kimyasal
ajanlar icinde, cevresel mutajen ve karsinojenlerin en
genis grubu olan ve cesitli gida maddelerinde, anti-
tumoral ilaglarda ve titiinde bulunan alkilleyici maddeler,
fotoaktive olmus psoralenler gibi ¢capraz baglayicilar ve
ksenobiotikler gibi elektrofilik reaktanlara metabolize
edilebilen kimyasallar yer almaktadir (7).

Hicre, DNA hasarlarina farkli metabolik yollar ile
cevap verir. Agir DNA hasarlari hiicrenin apopitoz yolunu
aktive ederek hicreyi o6lime go6tirur. DNA hasari
replikasyon sirasinda tamir edilemezse mutasyona ve
sonug olarak genomik kararsizlia nedenolabilmektedir
(8, 10).

Spermatozoon’da Tek Hicre Jel Elektroforezi (SCGE) ile ...
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Spermatozoon DNA’si Hasari: Spermatozoon
DNA'’sI somatik hiicre DNA’sindan 6 kat daha yogunluga
ve 40 kat daha az hacme sahiptir. Bu yogun yapi ve
DNA’nin spesifik sekli, DNA ve protaminler arasindaki
distlfid baglan ile saglanmaktadir. Spermatozoon
DNA’sinin  koruyucu Ozellikteki bu sekli disinda
spermatozoonun iginde bulundugu seminal sivi ylksek
antioksidan seviyeleri igerir (11). Ayrica, spermatozoanin
DNA hasarlarini  tamir etme kapasitesine sahip
endonukleaz aktivitesi icerdigi de bilinmektedir (12).
Bunun yaninda DNA hasarli spermatozoonun yetersiz ya
da yanhg tamiri yeni genetik mutasyonlarin gelismesi ile
de sonuglanabilir  (13). Spermatozoon  DNA'si
hasarlarinin hangi nedenlere bagl olarak ortaya ¢iktigi
konusu tam olarak izah edilmis olmasa da (14),
spermatozoonda Sekil 1'de goérildugiu gibi pek g¢ok
nedene bagli olarak DNA hasart meydana
gelebilmektedir (15). DNA hasari gegiren spermatozoon
sonugcta tamir olabilecegi gibi tamir kapasitesini agsmis ise
hasarli olarak c¢ogalabilir ve spermatogenezis bir
seviyede duraklayabilir (maturasyon duraklamasi) ya da
olur (14).

Spermatozoon DNA’sinda Hasara Neden Olan Faktorler

A 4
in vivo faktorler

*Yas
*Genotoksikantlar
*Cevresel sartlar
=\arikosel

v
in vitro faktdrler

*Spermanin kisa streli saklanmasi
*Spermanin uzun stireli saklanmast
*Seminal plazmada antioksidan seviyesi
*Sulandirma orant

*Reaktif oksijen molekiillerine maruz kalma
*Kryoprotektanlar

Sekil 1. Spermatozoon DNA’sinda Hasara Neden olan faktorler (15).

inflamasyon, apoptoz ve oksidanlarin (serbest
oksijen tirevleri, ROS) spermatozoonda kromatinin
kondanse hale gecmesini engellemektedirler.
Kromatinde yeterli kondensasyon gelismez ise
spermatozoon DNA'sI da kirik gelismesine daha hassas
hale gelmektedir (14). Spermatozoondaki DNA hasarina
neden olan etkenlerin arasinda en etkili olanlari,
suiperoksit anyon ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen
turleridir. Spermatozoon metabolik aktivite icin gerekli
enerjinin  buylik bir kismini  glikoliz  olayindan
karsilamalarina ragmen, yiksek aerobik aktiviteleri igin,
fertilizasyon olayina katilan reaktif oksijen tirlerinden
(ROS) yararlanir. ROS yiiksek reaktivite ile karakterize
olup, orbitallerinde eslesmemis bir veya daha fazla
elektron bulundurmalari diger molekillerle kovalent bag
kurmalarini saglar. Aitken ve ark. (16)'nin insanlarda
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yaptiklari bir ¢alismada ROS’un miktari ile sperma
miktari arasinda ve spermatozoonun ileri hareketliligi ile
ROS seviyesi arasinda ters bir oranti oldugunu
bildirmektedirler. Yine, ROS’un sebep oldugu DNA
hasari  hicrelerin  apoptozisini  hizlandirmakta ve
spermatozoa sayisinin azalmasi ile ilgili olarak, fertilite
olumsuz etkilenmektedir (17).

DNA'nin parcalanmasi ile gerceklesen programli
hicre o6liml yani apopitozis, vicutta bulunan bitin
dokularin normal fonksiyon gorebilmesinde énemli bir rol
oynar.  Apopitoz  organlarin  saglikh  fonksiyon
gorebilmeleri igin dogal olarak meydana gelebildigi gibi,
hormonal faktorler, ROS, cevresel toksinler gibi faktorler
tarafindan da uyarilabilmektedir. Spermatozoa igin de
ayni ayni durum gegcerli olup infertilite nedeni olarak
bilinen gogu faktor spesifik mekanizmalarla apopitoza yol
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acar (14). Sun’i tohumlamada o&nemli yer tutan
spermanin kisa ve uzun sireli saklanmasi iglemleri DNA
hasarina ve dolayisiyla anormal embriyo gelisimine ve
infertiliteye neden olabilmektedir (18). Sonugta infertilite
olgularinda spermatozoon DNA’s| hasarlarinin énemli bir
faktér olabileceginden, DNA hasarli spermatozoon
oraninin bilinmesi gerek fertilizasyon sansinin dnceden
tahmin  edilmesinde gerekse embriyonun maruz
kalabilecegi risklerin belirlenmesinde onem
kazanmaktadir.

Tek Hiicre Jel Elektroforezi (SCGE): Son 20 yilda
DNA hasarlarini  belirleyebilen  yeni  metotlarin
arastiriimasiyla belli bir dizeye gelinmistir (19). DNA’daki
hasar dizeyinin dlgllmesinde kullanilan en yaygin élgme
yontemlerinden birisi olan “Tek Hicre Jel Elektroforezi”
(SCGE) hassas, basit ve hizli bir goérsel floresan
teknigidir (20). Teknik, hucrelerde gesitli ajanlarin
indlkledigi DNA hasari ve onarim bozukluklarinin tayini
amaciyla genetik toksikolojiden molekdiler
epidemiyolojiye kadar pek ¢ok alanda kullaniimakta olup
“Single Cell Gel Electrophoresis”, “Comet Analiz’ ya da
“Microgel  Electrophoretic  Tecnique” olarak da
adlandiriimaktadir (19, 20).

DNA’nin kismi olarak ¢dziinmesine izin veren hafif
alkali kosullar altinda preparat uzerindeki agarozda
hicrelerin liziz edilmesi ve gémiilmesi ile bu hiicrelerdeki
DNA hasarini ilk belirleyenlerin Rydberg ve Johanson
oldugu bildirilmektedir (6, 19). Notralizasyondan sonra
akridin oranj ile DNA’yI boyamisglar ve DNA’daki hasarin
boyutunu fotometre ile yesil floresansin (Gift zincir
kiriklarini - gdsteren) kirmizi  floresansa (tek zincir
kiriklarini gosteren) orani olarak belirlemisler ancak bu
teknik ¢ok yaygin olarak kullaniimamistir (6, 19).

ilerleyen zaman igerisinde hiicrelerdeki DNA hasar
tespitinde duyarlihgi gelistirmek igin 1984 yilinda Ostling
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ve Johanson tarafindan nétral teknik modifiye edilerek
hicredeki DNA hasarinin direkt gdsteriimesinde
“Microgel Electrophoretic Tecnique” olarak sunulmustur
(21). Bu wuygulamada agarozda slspanse edilen
radyasyona maruz kalmig hiicreler lam Uzerine yayilarak,
yuksek tuz ve deterjanla lize edilmis ve ardindan
elektroforeze tabi tutulduktan sonra DNA baglayici
floresan boya olan akridin oranjla boyanmiglardir (21).
Sonugta kirik igeren DNA’larin gevsedigini, kirilimis DNA
fragmanlari nedeni ile elektrik yiUk kazandigini ve
cekirdekten anota dodru gbé¢ ederek kuyruklu yildiz
gbérunimint  vermesinden dolayl hasarli hucreleri
“COMET” olarak adlandirmiglardir. Yine kuyruk uzunlugu
DNA hasarini saptamak icin olcilmis ve kuyruk
uzunlugunun radyasyon dozunun bir fonksiyonu oldugu
belirlenmistir (22).

Ancak bu teknik sadece DNA cift dal kiriimalarinin
belirlenmesine imkan vermektedir (19). Oysa DNA’da
hasar olusturan ¢ogu ajan DNA cift sarmalindan ziyade
DNA tek sarmalinda hasar meydana getirmektedir.
Bunun yaninda nétral sartlarda proteinler tam olarak
uzaklastirlamamaktadir (23). Bu nedenle “Alkalin Comet
Metodu” 1988 yilinda tanimlanmistir. Bylece “tek sarmal
kiriklar” denilen ve sadece alkali teknikle ortaya
cikarilabilen DNA tek sarmal kiriklarini tanimlama imkani
dogmustur (6, 19, 20). Kullanilan daha gugla lizis
kosullari  proteinlerin % 95'inden fazlasini  yok
edebilmekte bdylelikle teknigin yeni dizayni hucrelerin
hemen hepsinde DNA hasar bulyUkluginin dogrudan
tespitine olanak saglamaktadir.

Elektroforez ve lizis asamalarinin pH’sina bagh
olarak teknigin duyarlihgi degisebildiginden nétral ve
alkalin lizis sollzyonlari sirasiyla ¢ift ve tek sarmal
kirlimalarini belirlemek igin kullaniimaktadir (Tablo1) (19,
24).

Tablo 1. SCGE yo6ntemiyle farkli pH'larda tayin edilebilen DNA hasar tipleri (24).

pH:7-8 pH: 10-12

pH>13

Cift sarmal kiriklari
Capraz baglar

Cift sarmal kiriklar
Tek sarmal kiriklari

Eksizyon tamir bolgeleri

Capraz baglar

Cift sarmal kiriklari

Tek sarmal kiriklar

Eksizyon tamir bolgeleri

Capraz baglar

Alkali ortamda agida gikan hasarlar

Spermatozoon DNA’siI Hasarinin Tespitinde Alkali
SCGE Tekniginin Uygulanmasi: Gegmis yillarda SCGE
teknigi birka¢ degisiklige ugrasa da temelini teskil eden
prensipler nétral ve alkalin versiyonlara dayanmaktadir

(19). Teknik kisaca, alkali pH da farkh molekil
agirliklarina ve farkli elektrik ylkine sahip DNA
molekdllerinin  elektriksel alanda farkli sekilde gog¢

etmeleri esasina dayanir. Spermatozoon lam (zerinde
agaroza gomullr. Yuksek tuz ve deterjan iceren lizis
solusyonunda membranlarin pargalanarak protein baglari
¢ozulir ve spermatozoon DNA’si acgiga cikarilir. Daha
sonra DNA’larin elektroforez de ydiratilmeleri esnasinda
hasarsiz DNA’lar kuyruk yani comet olusturmazken

hasarli DNA’larin fragmentleri olusan hasardan dolayi
farkli molekiler agirliklara ve farkli elektrik yiklerine

sahip olduklarindan elektriksel alanda farkli hizda
hareket ederek kuyruk seklinde bir  goérintu
olusturmaktadirlar ~ (Sekil 2). Floresan boyama
sonucunda elde edilen DNA gd¢ gorintileri

degerlendirilip DNA hasari hakkinda bir kani olusturulur
(25-27).

Bu 6lgim ydnteminde yapilan islemler laboratuar
kosullarina  goére  farkhlik  gOstermekle  beraber
spermatozoon DNA’sinda olusan hasarin tespit edilmesi
amaciyla uygulanan SCGE ydntemi degisik agamalardan
olusmaktadir (Sekil 3).
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Sekil 3. SCGE Yonteminin Genel Agsamalari 1: Sperma suspansyonunun hazirlanmasi, 2: Slaytlarin hazirlanmasi ve
spermatozoonlarin agoroza gémulmesi, 3:Lizis, 4:DNA sarmalinin ¢ozilmesi ve Elektroforez, 5: Noétralizasyon ve
Boyama, 6-7: Hasarli ve Hasarsiz DNA Goériintilerinin elde edilmesi ve Dederlendirme

Sperma Siispansiyonunun Hazirlanmasi:
Hucrelerdeki DNA hasarini tespit etmek amaciyla
uygulanan SCGE  yonteminde, degerlendirilecek
hicreler, hiicreler arasi ayrima imkan saglayacak bir
sekilde suspanse edilmelidir. Bir klinik 6rnekten ya da
canlidan alinan hiicrelerde DNA hasarinin
Olglilmesindeki asil olay 6rneklerin ekstra hasara veya
ilave bir onarima imkan vermeksizin islenmesi ve izole
edilmesidir (19, 28). Bu nedenle alinan ejekulat en geg
30 dk. icerisinde polipropilen bir tlipe alinip havayla
temasi Onlenerek karanlk ortamda ve soguk zincirde
korunmaldir (25). Sperma phosphate buffered saline
(PBS) ile iki kez ylkanarak ayni koruyucu onlemler
altinda cgalismanin bir sonraki asamasina hazir hale
getirilmektedir (15).
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Slaytlarin Hazirlanmasi ve Spermatozoonlarin
Agoroza Gomiilmesi: SCGE yonteminde slaytlar tek
agaroz tabakali ya da daha yaygin olarak kullanilan 3
tabakali sandvig yontemleri ile hazirlanir. Tek tabakali
yontemde hicreler disik donma sicakligina sahip
agaroza gomdldikten sonra buzlanmig lam (zerine
yayilir. Ug tabakali sandevi¢ yénteminde ise hiicreler orta
katmandaki diguk donma dereceli agaroza gémdulurler.
Tabaka hazirlamada yeterli manipulasyon kabiliyeti ve
analiz boyunca jellerin lam Uzerinde donmuslugu
korunabilmelidir (19). Bu nedenle spermatozoon DNA
hasari tespitinde sandvic modelinin uygulanmasi
manipulasyon kolayhdi bakimindan tercih edilmektedir.
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Yontemde 10x PBS igerisinde hazirlanan % 0.75lik
normal kaynama dereceli agaroz (NMA) jelden 100 ul
alinarak tamamen buzlanmis ya da etraflari buzlanarak
gerceve olusturulmus lam Uzerine damlatilarak froti
seklinde yayilir ve katilasmasi igin oda sicakliginda
bekletilir (6). Etkili bir analiz icin hiicrelerin diliisyonu ve
agarozun yogunlugu o6nemlidir (19). Bu nedenle 10 pl
PBS iginde yaklasik 100.000 spermatozoa olacak sekilde
sperma sollsyonunun dilisyonu saglanmalidir (25).
Daha fazla hiicre kullanilirsa olugan goérintiiniin analizi
zorlasabilmektedir (19). Diliiye edilen stispansyondan 10
gl alinarak 80 pl % 0,5-1 oraninda disik kaynama
dereceli agaroz (LMA) jel ile (37 °C) karigtirilarak birinci
agaroz kat Uzerine tabakalandirilir lamel ile kapatilarak
buzdolabinda donmasi icin bekletilir (24-26). Uglincii
tabakadaki agaroz orani jel boyutuna bagli olarak
degisebilir. Bu amacgla % 0,5-1 konsantrasyonda LMA
ikinci tabakanin lzerine ince bir kat halinde
tabakalandinlarak slaytlarin hazirlanmasi tamamlanir
(19, 26).

Hiicre Lizisi: Lizis solisyonu hiicre ve gekirdek
zarini lize edip DNA sarmallarinin agaroz iginde serbest
kalmasini saglamak amaciyla kullaniimakta olup
spermatozoonlar lam uzerinde agaroz jele gémdldikten
sonra, slaytlar ylksek yogunlukta tuz ve deterjan igeren
taze hazirlanmis soguk lizis soliisyonunda (2.5 M NaCl,
100 mM Naz-EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100 ve
10% dimethyl sulfoxide (DMSO), pH 10) yaklasik 1 saat
sure ile inkube edilir (6, 27, 29). Bir saat sonunda soguk
lizis solisyonundan gikarilan slaytlar 4 saat siire ile 37°C
de 100 pg/ml proteinase K igeren lizis solisyonunda
tekrar inkibe edilerek huicrelerin lize olup DNA
sarmallarinin agaroz iginde serbest kalmasi saglanmis
olmaktadir (26, 30).

DNA Sarmalinin Goziilmesi ve Elektroforez: SCGE
yonteminde, DNA sarmalinin ¢6zllmesi ve elektroforez
suresi, calisiimakta olan hasar ile incelenmekte olan
hicre tipine bagh olarak degisebilmektedir (19).
Elektroforezde yiritmeden &6nce DNA zincirlerinin
ayrilmasi igin slaytlar elektroforez tamponunda 20-30 dk.
arasinda inklbasyona birakilirlar (26). Bu inkibasyon
doneminin  amaci yiksek yogunluklu tuzlu lizis
soliisyonun DNA ile bir elektrotmus gibi miicadele ettigi
tabakadaki agardan ayrilmasini saglamaktir (19).
Agaroza gomili  spermatozoonlarin  elektroforez
tamponunda (300 mM NaOH ve 1 mM EDTA, pH 12.5)
inkibasyonu tamamlandiktan sonra DNA’lar bu tampon
¢ozelti icerisinde 250 mA ve 12 volt'luk elektriksel alanda
(0.714 V/cm) minimal 11k altinda 20 dk. ydratalir (25,
26). Mikroskobik deneylerde DNA'nin yalnizca 1mm
oraninda ilerlemesinin comet formasyonu igin yeterli
oldugu bildirilmektedir (19).

Notralizasyon ve Boyama: Elekiroforezde ylriitme
islemi tamamlandiktan sonra alkali elektroforez
cozeltisini slaytlardan uzaklastirmak icin, slaytlar taze
hazirlanmig Tris tamponuyla (40 mM Tris, pH 7.4) 3 kez
yikanarak nétralizasyon saglanir (25, 26). Notralizasyon
tamamlandiktan sonra slaytlara floresan boya tatbik
edilerek DNA’lar boyanir. Gérsellik igin kullanilan DNA'yi
tespit eden boyayla ilgili teknidin son adimi, bulylk
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olcliide arastiricinin ihtiyaglarina dayanir ve galismanin
duyarlihdinda ¢ok az etkisi vardir. Daha ¢ok kullanilan
boya ethidium bromid, propidium iyodid, dihydrochloride
ve YOYO-1 dir (19, 26, 30).

Hasarli ve Hasarsiz DNA Goriintilerinin Elde
Edilmesi ve Degerlendirme: Floresan boya ile boyanan
slaytlardan floresan mikroskop ile elde edilen DNA
goruntileri degerlendirilerek hasar dizeyi hakkinda bir
kaniya varilir (6). Bu nedenle SCGE yonteminde
sonuglarin  degerlendiriimesi  igin  farkli  teknikler
kullaniimaktadir. Kullanilan en yaygin kriterler; kuyruklu
hicrelerin yuzdesi, kuyruktaki DNA ylzdesi, kuyruk
uzunlugu ve kuyruk icindeki toplam DNA oranidir.
Gelismis teknolojik imkanlara sahip olmayan laboratuvar-
larda hasarli hicreler goérsel skorlama yontemi ile
subjektif olarak degerlendiriimektedir (31). Teknikte
hasarsiz hticrelerin incelenmesinde yuvarlak, kenarlari
daha az yogun olmak (zere ortasi parlak bir Isik
g6runimudar. Hucrelerin bu gérinimu gé¢ etmemis
olarak degerlendirilir. Eder DNA hasari olugsmaya
baslamis ise gé¢ uzunlugu fragmentlerin miktarina, DNA
zincir kirilmalarina ve alkali-labil bdlgelerin seviyesine
bagli olarak degisiklik gdstereceginden, normalde
diizgun kenarli olan goéruntd DNA kiriklarinin gekirdek
disina gé¢mesi nedeniyle dizensiz kenarl bir gérinim
alir. Hasarin siddetine gére merkezden kenara dogru
uzama olusur. Bu goriiniime “gerilmis (stretch) ya da
disuk dereceli go¢ (low migration)” adi verilmektedir.
Hasar arttikga hucreler kuyruklu yildiz comet, yiksek
dereceli gé¢ (high migration) seklini alir. Son asama ise
apoptozistir. Bu uzama hasar ile dogru orantilidir. Ayrica
kuyruktaki floresan yogunlugu da hasarin derecesine
paraleldir (22). Fakat bu yaklasim hasarli hicreler
arasindaki tahribatin biyukligi hakkinda bilgi vermekte
yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle hasarli hiicreler, olusan
hasarin derecesine gére DNA goérUntuleri cesitli alt
kategoride siniflandirilarak puanlandiriir (19). Hasar
bulunmayan DNA’lar 0, hasar olan DNA’lar hasarin
derecesine gore Sekil 4'de gorildigu gibi 1 den 4’e
kadar puanlandirilir ve sonuglar gorsel skorlama (AU) ile
degerlendirilir (29, 32).

Sekil 4. Gorsel Skorlama Teknigi (AU) ile Hiicrelerin
Siniflandiriimasi  (0:Hasarsiz  DNA  Goérintusu, 1-4:
Hasarli DNA’lari hasarin derecesine gbre puanlanmasi)

(6)
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Gelismisg laboratuarlarda sonuglarin
degerlendiriimesinde kamerali bilgisayar sistemine sahip
gorinti  analiz sistemiyle hasarli hicrelerin bas
uzunlugu, bas ve kuyruktaki DNA yizdesi gibi cesitli
comet parametreleri  6zel bilgisayar yazihimlari
kullanilarak basarili ve objektif olarak
degerlendirilebilmektedir (20, 33, 34). Son yillarda
degerlendirmede Laser-scainning microscopy (LSM)
teknolojisi  kullanilarak DNA  sarmal kiriklarindaki
farkhhklar kolaylikla tespit edilmektedir (19, 20).

Canh popllasyonlarinin genetik butlnlagu, bir g¢ok
genotoksik ajan, yasam bigimi, cesitli tibbi tedaviler, iklim
degisiklikleri ve bir ¢ok stres faktérli nedeniyle giderek
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